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RESUMO

As aminas-trago (AT) sdo encontradas em todo o sistema nervoso central em concentragdes na
faixa de 0,1 — 100 ng/g de tecido. Em 2001, Borowsky et al identificaram a superfamilia dos
receptores associados as aminas-trago (TAAR), com varios sendo expressos em regides
especificas do sistema nervoso central e tecidos periféricos, dentre eles, o sistema reprodutor
masculino. Os mecanismos que regulam o comportamento contratil do canal deferente sdo de
interesse como alvos para drogas destinadas ao controle da ejaculagao, com a possibilidade de
as AT exercerem fung¢des importantes em vias de sinalizacdo moleculares desse tecido. O
objetivo do presente trabalho foi avaliar e caracterizar os efeitos farmacologicos de duas AT,
B-feniletilamina (B-FEA) e octopamina, sobre a contratilidade do canal deferente e suas vias
de sinalizac¢ao. Os experimentos de contratilidade muscular foram registrados em um sistema
de aquisicdo de dados. Foi utilizado RT-PCR para avaliar a expressdo génica de TAAR e
receptores adrenérgicos e Western Blotting para avaliar a expressdo proteica de TAAR.
Mediante a construcao de curva concentragdo-efeito sobre o tonus basal do tecido isolado, a
B-FEA e a octopamina foram capazes de gerar contragdo muscular dependente de
concentragdo, também com alteragdo da frequéncia e da amplitude das contragdes fasicas
geradas e com resposta mais acentuada no segmento epididimal (EP) do canal deferente
isolado. Em experimentos de estimulacdo do campo elétrico (EFS) nao foram observadas
respostas significativas da contratilidade do tecido em presenga de B-FEA ou octopamina.
Mediante pré-contragdo induzida pela fenilefrina (phe), classico agonista a-adrenérgico, foi
observado que a octopamina (> 100 uM) potencializou a resposta contraturante gerada pelo
agonista, efeito inexistente presenca da B-FEA. Em presenga dos antagonistas adrenérgicos
prazosin e fentolamina (phent), a resposta contraturante das AT foi significativamente
reduzida. Como a resposta observada nos experimentos com as AT foi excitatoria, utilizou-se
o EPPTB (50 uM), antagonista TAAR1, de maneira indireta em presenca de phent, porém nao
foi observada diminui¢do do bloqueio adrenérgico na presenca do EPPTB. Em presenca de
pré-contragdes induzidas por diferentes concentragdes de K* extracelular (40, 60, 80 ¢ 120
mM), tanto a B-FEA como a octopamina foram capazes de potencializar a resposta contratil
quando a pré-contragdo era gerada por 40 mM de K, efeito também demonstrado para a
nafazolina (NFZ). Em meio contendo Ca®’, a resposta contraturante da octopamina foi
bloqueada pela nifedipina, um bloqueador de canais de Ca*. Contudo, na auséncia de Ca*" e
em meio contendo Ba?" a resposta contratil da octopamina foi significativamente reduzida.
Foi observado que a NFZ, agonista adrenérgico e potencial agonista TAAR4, de maneira
semelhante as AT, possui acdo contraturante dependente de concentragdo mais evidente no
segmento EP. Mediante técnicas de biologia molecular, foi encontrado expressao génica dos
receptores TAAR1 e TAAR4 no canal deferente de rato menor do que no testiculo. Contudo, a
expressdo proteica desses receptores no canal deferente foi comparavel a expressdo no
testiculo. B-FEA e octopamina produzem efeito contratil em canal deferente isolado de ratos,
efeito mais acentuado no segmento EP, que provavelmente estd relacionado a interagdo com
receptores adrenérgicos.

Palavras-chave: Aminas Biogénicas; Ducto Deferente; Receptores Adrenérgicos Alfa;
Receptores Associados a Tracos de Amina.



ABSTRACT

PHARMACOLOGICAL EVALUATION OF TRACE AMINES -
PHENYLETHYLAMINE AND OCTOPAMINE ON ISOLATED RAT VAS DEFERENS

Trace amines (TA) are found throughout the central nervous system at concentrations ranging
from 0.1-100 ng/g tissue. Borowsky et al (2001) identified the superfamily of trace amine-
associated receptors (TAAR), with several being expressed in specific regions of the central
nervous system and peripheral tissues, including the male reproductive system. The
mechanisms that regulate the contractile behavior of the vas deferens are of interest as targets
for drugs designed to control ejaculation, with the possibility of TA playing important roles in
molecular signaling pathways in this tissue. The aim of the present study was to evaluate and
characterize the pharmacological effects of two trace amines, B-FEA and octopamine, on the
contractility of the vas deferens and it signaling pathways. Muscle contractility experiments
were recorded on a data acquisition system. RT-PCR was used to evaluate the gene expression
of TAAR and adrenergic receptors and Western Blotting was used to evaluate the protein
expression of TAAR. By constructing a concentration-effect curve on the basal tone of the
isolated tissue, B-FEA and octopamine were able to generate concentration-dependent muscle
contraction, also with changes in the frequency and amplitude of the phasic contractions
generated and with a more pronounced response in the epididymal segment (EP) of the
isolated vas deferens. In electric field stimulation (EFS) experiments, no significant tissue
contractility responses were observed in the presence of B-FEA or octopamine. Through pre-
contraction induced by phenylephrine (phe), a classic a-adrenergic agonist, it was observed
that octopamine (> 100 uM) potentiated the contractile response generated by the agonist, an
effect that was non-existent in the presence of B-FEA. In the presence of the adrenergic
antagonist prazosin and phentolamine (phent), the AT contractile response was significantly
reduced. As the response observed in the experiments with AT was excitatory, EPPTB (50
uM), a TAARI antagonist, was used indirectly in the presence of phent, however, no decrease
in adrenergic blockade was observed in the presence of EPPTB. In the presence of pre-
contractions induced by different concentrations of extracellular K™ (40, 60, 80 and 120 mM),
both B-FEA and octopamine were able to potentiate the contractile response when the pre-
contraction was generated by 40 mM K", an effect also demonstrated for naphazoline (NFZ).
In medium containing Ca**, the contractile response of octopamine was blocked by nifedipine,
a Ca®" channel blocker. However, in the absence of Ca®" and in medium containing Ba®" the
contractile response of octopamine was significantly reduced. It was observed that NFZ, an
adrenergic agonist and potential TAAR4 agonist, similarly to AT, has a concentration-
dependent contracting action that is more evident in the EP segment. Using molecular biology
techniques, gene expression of TAAR1 and TAAR4 receptors was found to be smaller in the
rat vas deferens than in the testis. However, the protein expression of these receptors in the
vas deferens was comparable to the expression in the testis. B-FEA and octopamine produce a
contractile effect in the isolated vas deferens of rats, with a more pronounced effect in the EP
segment, which is probably related to the interaction with adrenergic receptors.

Keywords: Adrenergic alpha Receptors; Biogenic Amines; Trace Amine-Associated
Receptors; Vas Deferens.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aminas-traco

O termo “amina-trago” (AT) refere-se ao grupo estruturalmente relacionado de
aminas e seus isdmeros: p-octopamina, m-octopamina, p- € m-tiramina, triptamina e 3-
feniletilamina (B-FEA) (BURCHETT; HICKS, 2006). Essas aminas sdo encontradas em
todo o sistema nervoso central (BERRY, 2004) e estdo intimamente associadas aos
sistemas neurotransmissores de dopamina, noradrenalina e serotonina (PHILIPS et al.,
1974, AXELROD; SAAVEDRA, 1977). Por causa dessa semelhanca estrutural com as
aminas classicas, os estudos iniciais com essas substancias foram realizados
majoritariamente em tecidos de sistema nervoso, principalmente no cérebro de mamiferos.
Durden e Davis (1993) indicaram que os niveis enddgenos das AT sdo centenas de vezes

inferiores aos niveis de neurotransmissores classicos, como dopamina, noraepinefrina e

serotonina, com concentra¢des na faixa de 0.1 — 100 ng/g de tecido.

Figura 1 — Aminas-traco (AT) classicas
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A B-FEA ¢ uma amina biogénica de ocorréncia natural facilmente encontrada em
graos de cacau e estd presente em quantidades residuais em varios alimentos, como
chocolate (PASTORE et al., 2005; ZIEGLEDER; STOJACIC, 1992), queijo (BONETTA
et al., 2008) e vinho (LANDETE et al., 2005), sendo o mais alto teor relatado em
chocolate (PASTORE et al., 2005; ZIEGLEDER; STOJACIC, 1992) .

Sendo sintetizada a partir de fenilalanina pela a¢do da enzima L-aminoacido
aromatico descarboxilase (AADC) (HOLT et al., 2007, RAMSAY; OLIVIERI; HOLT,
2011), a B-FEA ¢ subproduto da biossintese de catecolaminas tanto no sistema nervoso
central como na periferia. E metabolizada pela monoamino-oxidase (MAO) (HUEBERT
et al., 1999) e pelas enzimas amino-oxidases primdarias (TSUIJI et al., 1986). Embora a [3-
FEA esteja presente na circulacdo em concentragdes nanomolares sob condig¢des
fisiolégicas normais (BERRY, 2004; UDENFRIEND; COOPER, 1953), seus niveis
plasmaticos podem aumentar centenas de vezes em pacientes sob uso de inibidores da
enzima monoamino-oxidase (iMAO) (REYNOLDS; RAUSCH; RIEDERER, 1980;
SAAVEDRA, 1974).

A octopamina ¢ uma amina-trago hidroxilada que ocorre naturalmente em plantas,
insetos, moluscos e outros invertebrados ¢ também em mamiferos. Foi primeiramente
detectada no veneno produzido pelas glandulas salivares da espécie Octopus vulgaris
(ESPAMER, 1948). Estudos indicam a octopamina ser biossintetizada a partir da tiramina,
a qual ¢ um metabolito do aminoacido L-tirosina. Os tecidos cerebrais e nervosos
constituem os principais locais de sintese em mamiferos, sendo possivel a mensuracao dos
niveis dessa AT no plasma (AXELROD; SAVEEDRA, 1977). A octopamina pode
funcionar como um neuromodulador, no entanto, existem controvérsias sobre o papel e a
funcado precisa dessa AT (ZAHID-KHAN; NAWAZ, 2016).

E importante destacar haver diferenca com relagio ao mecanismo de agdo dessas
aminas em invertebrados e vertebrados. Em invertebrados, as AT desempenham papéis
semelhantes ao sistema adrenérgico dos vertebrados, atuando como neurotransmissores,
neuromoduladores e neuro-hormonios, com liberacdo neuronal sugerida como ocorrendo a
partir de vesiculas sindpticas de maneira dependente da despolarizag¢do celular (ROEDER,
2005; LANGE, 2009).

Ja em vertebrados, essas aminas parecem atuar como meros neuromoduladores ao
invés de efeitos neurotransmissores do sistema de monoaminas. Berry (2004) descreve o
neuromodulador ser uma substancia liberada de um neur6nio, mas sem causar nenhuma

mudanca na excitabilidade das células pds-sinapticas na auséncia de neurotransmissor. O
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neuromodulador liberado age para modificar a acdo (aumento ou diminui¢do) de um
neurotransmissor coexistente (BERRY, 2004). Em sua revisdo, Berry et al (2004) destaca
uma série de trabalhos que trazem evidéncias fisiologicas que as AT agem como
neuromoduladores no SNC de mamiferos.

Tanto em vertebrados quanto em invertebrados, a principal rota sintética das AT ¢
a descarboxilagdo enzimatica de L-aminoacidos precursores (L-triptofano, L-fenilalanina,
L-tirosina) por acdo da enzima L-aminoacido aromatico descarboxilase (AADC)
(GLORIAM et al., 2005). De inicio, a maioria dos estudos eram realizados em tecidos do
sistema nervoso, porém, depois veio a descoberta de que a AADC também esta presente
em varios outros tipos de células, como em células pulmonares, renais, gastrointestinais e
pancreaticas (LAUWERYNS; VAN RANST, 1988; TAKAYANAGI; WATANABE, 1996)
também capazes de sintetizar AT. No que diz respeito a degradacdo, as AT sofrem agdo da
enzima monoaminooxidase (MAO), assim como 0s neurotransmissores monoaminérgicos,
sendo metabolizadas tanto pela MAO-A quanto pela MAO-B (PHILIPS; BOULTON,
1979; DURDEN;PHILIPS, 1980).

As AT sao capazes de se difundirem rapidamente através da bicamada lipidica
(BERRY et al., 2013). Henry et al (1988) observou que a taxa de liberagdo das vesiculas
pré-sinaticas ndo aumentava em resposta a despolariza¢io induzida por K* (HENRY et al.,
1988), indicando que, diferentemente das aminas classicas, as AT ndo sdo armazenadas em
vesiculas sinapticas e que sua taxa de liberacdo depende da quantidade disponivel no
tecido (DYCK., 1989), com o estado de equilibrio farmacocinético sendo determinado
através das taxas de sintese e metabolizagao (PATERSON et al. 1990).)

Até agora, desconhecemos os transportadores celulares especificos para as AT. Em
altas concentracdes, essas substincias podem ser transportadas pelos transportadores
especificos de dopamina (LIANG et al., 2009), norepinefrina (NA) (BURGESS;JUSTICE.,
1999) e serotonina (RAITERI et al., 1977).

1.2 Receptores associados as aminas-tracos (TAARs)

Por muito tempo, pouca atengdo foi dada a essa classe de compostos pelo fato delas
serem consideradas subprodutos do metabolismo ou apenas compostos sem relevancia
fisiologica (BERRY, 2004). No entanto, essa perspectiva mudou em 2001, apos estudos
conduzidos por dois grupos de pesquisa distintos apontarem a existéncia de uma familia de
receptores fisioldgicos acoplados a proteina G (GPCRs) que pareciam ser ativados

especificamente por agdo das AT (BOROWSKY et al. 2001; BUNZOW et al. 2001). Em
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estudos posteriores, Lindemann et al (2005) propds a nomenclatura “receptores associados
as aminas-traco” (TAARs) para essa familia de receptores. Em um trabalho também
realizado por Lindemann et al (2005) eles concluiram a identificagdo de todos os membros
dessa nova familia de GPCR em ratos, camundongos, chimpanzés e humanos,
identificando existir nove genes TAAR em humanos, incluindo trés pseudogenes; nove
genes em chimpanzés, incluindo seis pseudogenes; 19 e 16 em ratos e camundongos, com
dois e um sendo pseudogenes, respectivamente (LINDEMANN et al., 2005).

No entanto, no mesmo estudo foi proposto que apenas o TAARI e o TAAR4 sao
ativados por aminas-trago, sendo o TAARI sensivel a todas as aminas-trago ¢ o TAAR4
responsivo apenas a B-FEA e a tiramina (e em um grau bem menor quando comparado ao
TAARI) (LINDEMAAN et al., 2005). Tanto nos estudos de Borowsky et al (2001) quanto
nos de Bunzow et al (2001), foi descrito que aminas classicas, como: dopamina,
noradrenalina e adrenalina, foram ineficazes ou muito menos potentes, em ativar o receptor
TAARI, com valores de ECso duas ordens de magnitude maiores do que as aminas-trago,
indicando se o receptor em questdo, o TAARI, realmente especifico para as AT (ZUCCHI
et al., 2006). Por causa disso, 0o TAARI ¢ o subtipo que tem recebido mais atengdo e com
mais informagdes a respeito da caracterizagcdo farmacoldgica da classe (LINDEMANN &
HOENER., 2005).

Em respeito a via de sinalizacdo, o TAAR1 ¢ um receptor do tipo acoplado a
proteina Gas, o qual apds ativado leva ao acimulo de AMPc intracelular pela ativagdo da
enzima adenilato ciclase (AC) e de canais de potassio retificadores de entrada (kir)
(BOROWSKY et al., 2001; BUNZOW et al., 2001; MILLER et al., 2005; XIE et al., 2007;
BRADAIA et al., 2009). PANAS et al (2012) descreveu a ativacdo do TAARI1 também
gerar a fosforilacio de PKA e PKC, ocasionando regulacdo para cima dos fatores de
transcricdo CREB e NFAT (PANAS et al., 2012). Harmeier et al (2015) descreveu outra
via de sinalizagdo para esse receptor independente de proteina G, a qual ¢ uma via
dependente de B-arrestina-2 envolvendo a via de sinalizagdo da enzima GSK-3 (glicogénio
sintase quinase-3), via importante em muitas a¢des mediadas pela dopamina (HARMEIER
etal., 2015).

Dentre as AT, as que possuem maior afinidade para o receptor TAAR1 sdo a B-
FEA e a tiramina, sendo a B-FEA mais potente, como ja foi mencionado (BUNZOW et al.,
2001). O TAAR1 também pode ser ativado por moléculas enddgenas e exodgenas, incluindo

a dopamina, noradrenalina, serotonina, anfetamina, metanfetamina, derivados do ergot,
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agonistas adrenérgicos (BUNZOW et al., 2001) e a derivados de hormonios da tireoide
(HART et al., 2006).

Estudos tem relatado um amplo padrao de mRNA e de expressdo proteica de
TAARI nos sistemas nervoso central e periférico de mamiferos. Por meio de metodologia
quantitativa de RT-PCR para amplificar o mRNA de varios tecidos, Borowsky et al (2001)
detectaram que o TAARI1 ¢ expresso em: estdmago, amigdala, rim, pulmdo e intestino
delgado. Pequenas quantidades também foram detectadas no figado, pancreas, prostata,
musculo esquelético e baco (BOROWSKY et al 2001).

Com relacdo aos outros subtipos de TAARs, Borowsky et al (2001) descreveu que
TAARG6 ¢ TAARS sdo expressos no rim e na amigdala. JA o TAARO foi detectado em rim,
hipofise e muasculo esquelético (VANTI et al., 2003). Liberles e Buck (2006) apontaram
que todos os subtipos de TAAR, exceto o TAARI, sdo expressos no epitélio olfatorio de
camundongos.

Um estudo conduzido por Chiellini et al (2012) procurou investigar a distribui¢ao
tecidual de receptores TAARI através da detec¢do dos niveis de genes do mRNA do
receptor pela técnica de RT-PCR e encontraram quantidades superiores de expressdo em
tecidos de ratos quando comparados a tecidos de camundongos. A tabela 1 demonstra os
resultados encontrados com relagdo a expressao génica dos receptores TAAR em tecidos

de ratos no estudo de Chiellini (2012)

Tabela 1 — Expressdo de TAARs em tecidos de ratos

Tecido Taarl Taar2 Taar3 Taar4d Taar5S Taar6 Taar7a Taar8a  Taar9
Cérebro <10 - <10 - - - 65120 <10
(cortex)

Cérebro <10 - <10 - - - 8112 <10
(substincia

branca)

Cerebelo - - - - - - 12143 <10
Coracio <10 <10 <10 <10 - - 192+23 -
Intestino 11+1 - - <10 - - <10 <10
Rins <10 - - - - - 26+17 -
Figado <10 - - - - - 0 -
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Pulmées <10 - - <10 <10 - - 21+1 -
Musculos 24433 - - 13£2 - - - 14420 -
Baco <10 - - 93+4 - - - 1242 -
Estomago 297+44 - - - - - - 13+1 -
Testiculos 18024874 89+19  324+63 230+2  19+1 18+2 <10 763142 12+1

[T3RL)

significa “ndo detectado”. O valor “< 10” indica sinais detectados abaixo da faixa de linearidade do ensaio

(10 copias de cDNA/ ng de RNA total). Fonte: Chiellini el al., (2012)

Um dado que chamou a aten¢do do nosso grupo de pesquisa foi a alta expressao
génica dos subtipos TAAR1 e TAARS em testiculo de ratos e a possivel existéncia desses

receptores em outras estruturas relacionadas ao sistema reprodutor masculino.

1.3 Aspectos fisiolégicos e farmacolégicos do canal deferente

O canal deferente ¢ uma estrutura de aspecto tubular constituida por uma camada
muscular, uma mucosa interna e uma adventicia externa. A camada de musculo liso, principal
parte de interesse do presente trabalho, tem espessura de aproximadamente 1-5 mm e consiste
de camada muscular cercada por camadas longitudinais internas e externas (figura 2). A
camada circular ¢ mais protuberante e forma espiral bem espessa e bem definida enquanto as
camadas longitudinais sd@o formadas por feixes musculares em arranjo helicoidal. As células
sdo acopladas eletricamente, permitindo a propagacdo do potencial de a¢do siga rapidamente
de uma célula para outra (ELBADAWI & GOODMAN, 1980). O limen do canal deferente ¢
revestido por células epiteliais colunares com microvilosidades. O suprimento sanguineo ¢

proveniente da artéria vesical inferior (DIXON et al., 1998).
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Figura 2 — Camadas musculares do canal deferente

Longiucinal |

a

Fonte: (KOSLOV; ANDERSSON, 2013).

A fungdo do canal deferente é conduzir os espermatozoides do epididimo até a uretra e
a contragdo muscular coordenada ¢ um fator importante para essa conducdo. Mecanismos
adrenérgicos tem um papel fundamental na contragdo do canal deferente e muitas substancias
sdo capazes de alterar a contratilidade desse tecido, assim modulando a liberacdo de
neurotransmissores ou modificando o toénus basal das camadas de musculo liso (KOSLOV;
ANDERSSON, 2013)

O termo “ejaculag¢do” ¢ utilizado como sinénimo para a eje¢do do sémen, mas, na
verdade, a ejaculacio compreende duas fases: emissdo e expulsdo. A emissdo, que
compreende a ejecdo dos espermatozoides na uretra (misturados com os fluidos secretados
pelas glandulas sexuais acessorias), € a primeira fase da ejaculagdo masculina. Trata-se de um
reflexo simpdatico da medula espinhal (T10-L2): estimulos provenientes da genitélia,
essencialmente aqueles que refletem o grau de ativagdo de receptores sensoriais localizados
principalmente na glande do pénis (corpusculos de Krause-Finger), sdo integrados no nivel
espinhal e estimulam a contracdo peristaltica das glandulas sexuais acessoOrias. A fase de
emissdo ¢ iniciada pela contragdo dos canais deferentes dos testiculos (Dickinson, 1949;
Giuliano and Clement, 2005; Motofei and Rowland, 2005; Palmer and Stuckey, 2008; Puppo,
2011; Rowland et al., 2010). A expulsao ¢ a segunda fase da ejaculacdo masculina. A bexiga
e a uretra sdo as principais estruturas envolvidas nessa fase, juntamente com os musculos
perineais, importantes para a geracdo de forca necessaria para expulsar o sémen na forma de
jato durante a ejaculacdo (MASTERS & JOHNSON, 1966).

Em relacdo aos mecanismos efetores autondmicos, os nervos adrenérgicos
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compreendem o principal grupo de fibras nervosas que suprem o canal deferente de
mamiferos (DIXON et al., 1998). Kaleczyc et al. (1997) demonstraram 0s nervos
adrenérgicos estarem distribuidos na lamina prépria e por todas as camadas circulares e
longitudinais de musculo liso, sendo mais numerosos na camada muscular e ocorrendo
principalmente ao longo das células musculares lisas (KALECZYC et al., 1997). Estudos
demonstraram esses neuronios adrenérgicos poderem utilizar o trifosfato de adenosina (ATP)
como um possivel cotransmissor juntamente com a noradrenalina (NA) (ALM, 1982).

Também foram identificadas fibras nervosas colinérgicas no canal deferente, porém
menos numerosas do que o componente adrenérgico e localizadas principalmente na lamina
propria (KALECZYC et al., 1997). Sjostrand et al (1965) sugeriram que o principal papel da
inervacdo colinérgica ¢ suprimir a resposta adrenérgica no canal deferente. Existem
evidéncias dos nervos colinérgicos poderem agir nas células epiteliais, sendo responsaveis
pela reabsor¢ao de fluidos do limen ou pela secrecdo ativa de certos componentes necessarios
para a maturagio dos espermatozoides (SJOSTRAND, 1962).

A contragdo do musculo liso do canal deferente (figura 3) ¢ provocada principalmente
por dois neurotransmissores: NA, especialmente através dos receptores al-A (MINNEMAN
et al., 1988; HONNER; DOCHERTY, 1999) e ATP, através de receptores purinérgicos P2X;
(LTANG et al., 2000; MULRYAN et al.,2000). Outras substancias também podem impactar a
atividade contratil do canal deferente, possivelmente através de receptores localizados no
musculo liso (KOSLOV & ANDERSSON., 2013), dentre elas: carbamilcolina, que causa
contracdo muscular através do receptor muscarinico M2 (ELTZE, 1994); vasopressina, que
causa contragdo através de estimulacdo do receptor VI (ANDERSSON et al., 1988);
receptores adrenérgicos do tipo B2 pré e pds-sinapticos (TODOROV et al., 1991); receptores

serotoninérgicos podem causar contracdo através dos receptores 5-HT (KOSE et al., 2012).
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Figura 3 — Esquema do mecanismo contratil do canal deferente

neurdnio simpatico

‘ Contragdo muscular ‘

Fonte: adaptado de Westfall & Westfall (2001)

Além dos receptores al A, o canal deferente expressa outros subtipos de receptores al-
adrenérgicos. A contragdo do canal deferente ¢ mediada por multiplos subtipos de receptores
al-adrenérgicos (BUCCIONI et al. 2009). Estes receptores incluem os subtipos alA, alB, e
alD, cada um com caracteristicas farmacoldgicas e funcionais distintas (AVELLAR et al.
2009). Estudos sugerem ainda a existéncia de um subtipo alL (BUCCIONI et al. 2009). O
subtipo alA ¢ predominante na contracdo do musculo liso do canal deferente, embora a
presenca de isoformas com diferentes afinidades a antagonistas sugira que pode haver uma
diversidade maior dentro do subtipo alA (AVELLAR et al. 2009). Os subtipos alB e alD
podem formar heterodimeros, com implicagdes na sua expressdo e func¢do. Os receptores ol
sdo codificados por trés genes separados (ADRAIA, ADRAIB e ADRAID). A ativagdo
desses receptores leva a cascatas de sinalizacdo intracelular que resultam no aumento do
calcio intracelular e na contracdo muscular. Os estudos com B-cloroetilaminas indicam poder
haver duas populacdes de receptores ol A no canal deferente que podem representar isoformas
distintas.

Os nervos adrenérgicos desempenham um papel crucial na contracdo do canal
deferente, liberando noradrenalina (NA) e trifosfato de adenosina (ATP) como
cotransmissores (WONG et al. 2024). A liberagdo desses cotransmissores ocorre a partir de

terminagdes nervosas simpaticas e resulta em resposta contratil bifdsica no musculo liso do
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canal deferente (RUAN et al. 2008). O ATP, ao ativar receptores P2X, gera contracdo inicial
rapida e transitoria, enquanto a noradrenalina, ao ativar receptores al-adrenérgicos, provoca
contragdo mais lenta e sustentada. A ativagdo dos receptores al-adrenérgicos também pode
potencializar a contracdao induzida pelo ATP, demonstrando interagdo sinérgica entre os dois
cotransmissores (WONG et al. 2024). Essa cotransmissdo ¢ fundamental para a fungdo do
canal deferente, e a sua perturbacdo pode levar a problemas de fertilidade masculina. Estudos
mostram que a inibi¢do dos receptores P2X1 ou al-adrenérgicos reduz a contracao do canal
deferente. A compreensdo da dindmica da cotransmissao entre NA e ATP ¢ um passo
importante para o desenvolvimento de novos tratamentos farmacoldgicos para a disfuncdo
ejaculatoria.

A ativacdo dos receptores adrenérgicos alA no canal deferente leva ao recrutamento
dos canais de calcio do tipo L por meio de uma cascata de sinalizacao intracelular complexa.
Inicialmente, a ligagdo da noradrenalina (ou outro agonista) ao receptor alA promove a
ativacdo da proteina Gq/11 (Avellar et al. 2009). Essa ativacdo desencadeia a ativagdo da
fosfolipase CP (PLCP), que catalisa a hidrélise de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) em
inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 induz a libera¢do de célcio dos
estoques intracelulares do reticulo endoplasmatico, enquanto o DAG ativa a proteina quinase
C (PKC). O aumento do célcio intracelular, juntamente com a ativacdo da PKC, modula a
atividade dos canais de célcio do tipo L, tornando-os mais propensos a se abrir em resposta a
despolarizagdo da membrana celular (CAMPOS et al. 2003; AMOBI et al. 2010). Esse
aumento do influxo de célcio através dos canais tipo L € essencial para atingir o limiar
necessario para a contracdo muscular. Além disso, a ativagdo da PKC pode fosforilar
diretamente os canais de célcio tipo L, aumentando a sua probabilidade de abertura, e
promover a internalizagdo do receptor (AVELLAR et al. 2009). Essa regulacdo garante a
resposta contratil do musculo liso ser proporcional a estimulacdo adrenérgica. A interagdo
entre os receptores alA e os canais de calcio tipo L € crucial para a modulacdo da
contratilidade do canal deferente e a perturbagao dessa interacdo pode resultar em disturbios
na fungdo reprodutiva masculina.

Os canais de calcio tipo L sdo essenciais para a contragdo do canal deferente, sendo
responsaveis pelo influxo de ions calcio que ajudam a manter um nivel elevado de
concentracdo de célcio no citosol. Eles sdo canais sensiveis a voltagem onde o estimulo leva a
um incremento na concentracao de calcio citosolico. Isso desencadeia toda a cascata de reagao
envolvida na contragdo muscular (AMOBI et al. 2010). Os agonistas do canal de calcio tipo L,

incluindo o FPL 64176 e o Bay K 8644, podem causar a ativacao do canal deferente; contudo,
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os antagonistas do canal, como a nifedipina e o metoxiverapamil, causam a inibi¢do desse
efeito. Estudos demonstraram que o tonus do musculo liso do canal deferente ¢ altamente
dependente do Ca*" vinculante aos canais de célcio do tipo L. Além disso, a atividade dos
canais de calcio do tipo L pode ser modulada por mecanismos intracelulares, como cascatas
de sinalizagdo envolvendo calmodulina. Portanto, esses canais representam um alvo
terapéutico importante para regular a fungdo contratil do canal deferente, sendo que a

atividade desses canais pode variar entre as camadas musculares longitudinal e circular.

1.4 Disfunciao contratil do canal deferente

A disfun¢ao contratil do canal deferente ¢ clinicamente considerada quando pacientes
inférteis com azoospermia apresentam espermatogénese normal confirmada mediante biopsia
de testiculo, sem espermatozoides observados em exame de urina poés-ejaculacdo e a
exploracdo escrotal bilateral com indicios de anatomia normal sem sinais de obstrucdo
(TILLEM & MELLINGER, 1999). Em geral, a administracdo de agentes agonistas
adrenérgicos ajuda a restaurar o padrdo contratil do canal deferente nesses pacientes
(TIFFANY & GOLDSTEIN, 1985).

A azoospermia ¢ definida como auséncia completa de espermatozoides no ejaculado e
diagnosticada por pelo menos duas analises de sémen que ndo revelam espermatozoides no
ejaculado por microscopia de luz de alta poténcia (WHO, 2010). Existem trés categorias de
azoospermia: pré-testicular, testicular e pos-testicular. As etiologias pré-testiculares envolvem
casos de hipogonadismo hipogonadotréfico. As causas testiculares referem-se a disfungdo
testicular primaria com espermatogénese prejudicada dentro dos testiculos. As etiologias pos-
testiculares incluem obstrugdes do trato reprodutivo ao nivel dos epididimos, vasos ou ductos
ejaculatorios (KAVOUSSI et al., 2024)

Ao liberar norepinefrina, o sistema nervoso simpatico desempenha papel fundamental
na emissdo seminal. Mecanismos adrenérgicos controlam a contratilidade da cauda do
epididimo, canal deferente, prdstata e vesicula seminal por meio da ativagdo de al-
adrenoceptores. A interferéncia com a fun¢do contratil como, por exemplo, disturbios
metabolicos e medicamentos usados para distirbios do trato urindrio inferior, podem levar a
disfung¢ao ejaculatoria e, por fim, anejaculagdo (STEERS, 1994).

Mulryan et al (2000) demonstraram que a fertilidade masculina foi reduzida em 90%
em camundongos com delecdo do gene do receptor purinérgico P2X1. Os receptores P2X1

sdo canais de cations dependentes de ligantes presentes em varias células excitaveis, inclusive
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nas células musculares lisas do canal deferente, representando um componente essencial da
resposta contratil do canal deferente a estimulagdo nervosa simpatica, que impulsiona o
esperma para o ejaculado (MULRYAN et al., 2000). Apesar de existirem indicios de que os
disturbios relacionados a motidilidade do canal deferente estdo correlacionados com causas de
infertilidade masculina, ainda sdo escassos os estudos disponiveis na literatura indicando uma
correlacdo direta entre esses fatores.

Os mecanismos que regulam o comportamento contratil do canal deferente podem,
portanto, ser de interesse como alvos para drogas destinadas ao controle da ejaculacdo. Além
disso, esses mecanismos podem ter interesses fisioldgicos / farmacoldgicos em geral, uma vez
que o canal deferente isolado provou ser uma das preparagdes mais uteis para o estudo dos
mecanismos fisiologicos basicos e os efeitos de diversas substancias, tendo sido utilizado para

estudar a eletrofisiologia dos miocitos da musculatura lisa e a liberacdo e inativacdo de

neurotransmissores, receptores € mecanismos mediados por receptores ¢ vias de sinalizagdo.
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2 JUSTIFICATIVA

A descoberta dos receptores associados as aminas-traco (TAARs) tem permitido a
busca da compreensdao do papel central das aminas-trago na fisiologia e fisiopatologia em
tecidos de diferentes espécies. Diversos estudos tém sido conduzidos para tentar elucidar a
provavel via de sinalizacdo dessas substincias e sua potencial correlagdo com os receptores
TAARs.

Koslov & Andersson (2013) citam em sua revisdo que existem varias substancias que
podem agir na resposta contratil do canal deferente, entdo é provavel que ainda existam
receptores ainda nao identificados nesse tecido ou que os receptores ja identificados possuam
mais moléculas com potencial de atividade agonista ainda a ser elucidado. Desta maneira, as
AT tém se mostrado serem moléculas promissoras a serem estudadas no canal deferente,
principalmente depois da descoberta de seus receptores, em 2001, ¢ da presenga desses
receptores no sistema reprodutor masculino de ratos e camundongos.

Importante ressaltar que o estudo de Chiellini et al. (2012) apontou o testiculo como
um dos tecidos que mais possuem expressao de receptores TAAR1 e TAARS, sugerindo a
possibilidade da existéncia de fungdes importantes para essas estruturas nesses Orgaos
(CHIELLINTI et al., 2012). Estudos anteriores conduzidos no Laboratério de Farmacologia do
Musculo Liso (LAFARMULI) abordaram as vias de sinalizagdo de receptores TAAR em
tecidos de trato gastrointestinal de ratos Wistar (BATISTA-LIMA et al., 2019; OLIVEIRA et
al., 2021).

Com base no estudo de Chiellini et al. 2012, que apontou o testiculo como um dos
tecidos que mais possuem expressao de receptores TAAR1 e TAARS, sugerindo a
possibilidade da existéncia de funcdes importantes para essas estruturas nesses Orgaos
(CHIELLINTI et al., 2012), o presente trabalho teve como objetivo principal investigar a acao
das aminas-trago em tecido de canal deferente isolado de ratos e sua provavel interacdo com
receptores TAAR.

A investigacdo das vias de sinalizagdo das aminas-trago em canal deferente isolado de
rato pode ajudar na compreensao dos efeitos dessas substincias enddgenas na modulagdo das
respostas que elas efetuam neste tecido, fato importante quando se leva em consideragdo a
influéncia dos neurotransmissores em distirbios associadas ao sistema reprodutor masculino,

como disfung¢do ejaculatoria e anejaculacao.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar e caracterizar os efeitos farmacologicos da B-FEA e da octopamina e o

eventual papel dos TAAR sobre a contratilidade de canal deferente isolado de ratos.

3.2 Objetivos Especificos

e (aracterizar os efeitos das aminas-trago B-FEA e da octopamina sobre a tensao
basal do canal deferente isolado de ratos;

e Investigar a participagdo dos TAARs sobre a resposta farmacoldgica das
aminas-traco no canal deferente;

e Investigar se os efeitos da B-FEA ¢ da octopamina estdo relacionados aos
mecanismos adrenérgicos do canal deferente;

e Avaliar e quantificar a expressao génica de TAAR e de receptores adrenérgicos
em canal deferente por meio de técnica de RT-PCR;

¢ FElucidar a expressao proteica dos TAARs em segmentos de canal deferente de

ratos utilizando a técnica de Western blotting;
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Para realizagdo dos experimentos foram utilizados ratos Wistar (200-250g)
provenientes do biotério setorial do Porangabussu “Prof. Eduardo Augusto Torres da Silva”
(UFC). Os animais foram mantidos sob condigdes usuais de condicionamento de temperatura
ambiente a 22 £ 2 °C, alojados em gaiolas de polipropileno (410 x 340 x 160 mm) em grupos
de cinco animais sob ciclo de 12 h claro/12h escuro, com acesso a agua e comida ad libitum.
Durante o alojamento, a manipulagdo dos animais consistiu apenas dos procedimentos
necessarios para troca de ragdo, agua, limpeza e higienizagdo das gaiolas.

Os protocolos experimentais foram analisados e aprovados pela Comissio de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da UFC sob o protocolo de n° 8056290120 (ANEXO A). Os
procedimentos referentes a manipulagdo e eutanasia dos animais estdo em conformidade com

as normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA).

4.2 Drogas e Solucoes

Para os procedimentos in vitro, foi utilizada solu¢ao de Krebs-Henseleit mantida a 37
°C com a seguinte composi¢do: NaCl 118 mM, KCl 4,7 mM, MgSOs4 1,2 mM, KH>PO4 1,2
mM, NaHCO; 25 mM, CaCl, 2,5 mM e Glicose 10 mM. O pH foi ajustado para 7,4
imediatamente antes do inicio dos experimentos. Naqueles experimentos em que foi
necessario um meio livre de calcio, o CaClz nao foi adicionado a solug¢do durante seu preparo
e em sua substitui¢do foi utilizado o cloreto de bario (BaCl,). Sais e reagentes (todos de grau
analitico): 2,2,2-tribromoetanol (CAS 75-80-9), B-feniletilamina (CAS 64-04-0), octopamina
(CAS 770-05-8), fenilefrina (CAS 61-76-7), prazosina (CAS 19237-84-4), nafazolina (CAS
550-99-2), fentolamina (CAS 73-05-2), nifedipina (CAS 21829-25-4) e RO-5166017 (CAS
1048346-74-2) foram adquiridos das empresas Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, EUA) ou
Merck® (Darmstadt, Alemanha). O EPPTB foi adquirido junto a empresa Tocris Bioscience®
(Bristol,UK). A solubilizacdo de cada uma das substancias seguiu a recomendacdo do

fornecedor.

4.3 Contratilidade in vitro

Os animais foram eutanasiados mediante uso de anestesia prévia com tribromoetanol
(200 mg/kg, i.p.) e, apds confirmagdo de que o animal estava em anestesia profunda mediante
teste mecanico de pingamento de uma das patas e auséncia de reflexos, realizou-se

exsanguinacdo pelo rompimento de vasos abdominais apo6s laparotomia mediana.
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Imediatamente apos a eutanasia, o canal deferente foi cuidadosamente removido e transferido

para uma placa de Petri contendo solugdo nutritiva de Krebs-Henseleit.

Figura 4 — Esquema representativo do sistema para registro de contratilidade in vitro
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Depois de remover as estruturas adjacentes, o canal deferente, quando necessario, foi
dividido em formato longitudinal nos segmentos epididimal e prostatico, cada um medindo
aproximadamente 1,5 cm. Em seguida, os tecidos foram atados a linhas de algodao pelas duas

extremidades (figura 5).
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Figura 5 — Representagdo da montagem do canal deferente em sistema para banho de 6rgdos

isolados
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Os tecidos foram montados em um sistema de banho para 6rgdos isolados (figura 4),
acondicionados em camaras de capacidade de 5 mL preenchidas por solugdo de Krebs-
Henseleit, as quais eram constantemente aquecidas (37 °C) e aeradas por mistura carbogénica
(5% CO2 em 95% O2). Os tecidos amarrados a linha foram presos na extremidade inferor a
uma haste fixa na camara de banho e na extremidade superior a um transdutor de forga
(MLTO0201, AD Instruments, Sydney, Australia) acoplado a um sistema de aquisi¢ao de dados
(PowerLab 8/30, AD Instruments; Figura 4). Eles foram submetidos a uma pré-carga (0,5 g)
para o registro isométrico da tensdo basal e ap6és um periodo de equilibrio de 60 min os
protocolos experimentais foram iniciados. Em alguns protocolos, os tecidos foram
estimulados eletricamente com o auxilio de um estimulador de campo elétrico (modelo

LE12406, Panlab, Espanha).

4.4 Protocolos experimentais de contratilidade
4.4.1 Construcgdo de curvas concentragdo-efeito sobre a tensdo de repouso do tecido

Antes de iniciar os protocolos de construcdo das curvas concentragdo-efeito, o canal
deferente isolado era submetido a uma estimulag¢do prévia com 80 mM de solucdo de KCl
para avaliar a viabilidade tecidual. Essa contragdo prévia com o KCl 80 mM também foi
utilizada como uma referéncia no momento das quantificagdes das respostas farmacologicas
obtidas nos protocolos experimentais de contratilidade. Em alguns protocolos, o CaCl, da
solugdo de Krebs-Henseleit foi substituido pelo BaCl,, porém os protocolos de construg¢ao da

curva concentragdo-efeito eram os mesmos.
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Apo6s avaliar que o tecido estava responsivo a estimulacdo com o KCI 80 mM, a
amina-traco de referéncia era adicionada a solucgdo fisioldgica presente na cuba de banho de
orgaos. Nos protocolos do presente trabalho, as concentragdes das curvas concentracao-efeito
eram adicionadas de maneira cumulativa, onde uma concentragao era adicionada na presenca

da concentragdo anterior.

4.4.2 Avaliagao do efeito inibitorio de antagonistas farmacologicos

Nos protocolos em que o objetivo era avaliar a acdo de alguma das aminas-tracos
testadas frente a um antagonista farmacoldgico especifico, o protocolo poderia ser
desenvolvido de duas maneiras: adicionando primeiro o antagonista em uma concentragao
unica e depois de 5 minutos era iniciada a constru¢do da curva concentragdo-efeito da amina-
traco na presenca do antagonista. Outra maneira de desenvolver esse protocolo era
estimulando o tecido com 800 uM de B-FEA ou octopamina e em seguida era construida a
curva concentragao-efeito do antagonista farmacologico. Dessa maneira foi possivel avaliar o

efeito das aminas-tragco em presenca de antagonistas especificos.

4.4.3 Construgdo de curvas concentragdo-efeito em preparacoes pré-contraidas com
diferentes concentragoes de KCI

Nestes protocolos, o canal deferente era submetido previamente a um estimulo com
KCl na concentracdo de 40, 60, 80 ou 120 mM. Apds o tecido atingir o platdé da contragio foi
construida a curva concentragdo-efeito com concentragdes cumulativas de B-FEA, octopamina

(1 - 1000 uM) ou NFZ (0,01 — 100 pM).

4.5 Expressao génica dos receptores adrenérgicos Adrala e Adrald e dos receptores
TAARI1 e TAAR4
4.5.1 Desenho dos primers para rt-PCR
Para o desenho de primers foi utilizada a base de dados do NCBI (National Center for
Biotechnology Information) para adquirir as sequéncias dos genes de interesse (Adrala,
Adrald, TAAR1 e TAAR4) no formato FASTA. Em seguida, foi realizado o BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) das sequéncias para avaliar a compatibilidade do alinhamento
da sequéncia nucleotidica dos genes com o organismo de interesse. Apos a andlise de
compatibilidade, as sequéncias foram compiladas em um arquivo de texto no formato FASTA.
Para desenho dos pares de primers a serem usados nas reacdes de qPCR para os genes

Adrala, Adrald, TAAR1 e TAAR4 foi utilizado o software OligoPerfect Primer Designer



35

(ThermoFisher Scientific™).

Tabela 2 — Sequéncia de primers utilizados na RT-PCR
Gene Sequéncia

TAAR 1 (NM_134328.1) S: ATGGCCGTTGTCGACTTTCT
AS: TCGGGTTGAAGGCAGAGTTC
TAAR4 (NM _175583.1) S: GGTCTATCGAGTCGTGCTGG
AS: CAAAGTCTTGGTGGCCTTGC
Adrala (NM _017191.2) S: TAAGGCCATTCTGCTTGGGG
AS: ACCAGAATGATGGCCAGTGG
Adrald (NM_024483.2) S: TGCCTCCATCCTTAGCCTCT
AS: GAACCAGCACAGGACGAAGA

Desenho de primers obtidos a partir do uso da sequéncia consenso dos genes realizado no OligoPerfect Primer

Designer. Fonte: proprio autor (2025)

4.5.2 Extracdo do RNA total e sintese do cDNA

Apds os ratos serem anestesiados e eutanasiados, foi realizada a extragdo dos
testiculos e canais deferentes. Os tecidos foram transferidos para microtubos de 2,0 mL e
macerados com auxilio de bisturi. Em seguida, foram armazenados em ultrafreezer a -80°C.

As amostras foram congeladas a -80°C até o momento da extra¢dao. Realizou-se um
homogenato dos canais deferentes isolados de ratos, onde cada tecido foi posto em contato
com uma esfera de metal e congelada em -80°C por 3 minutos. A extragdo de RNA foi
realizada de acordo com o protocolo do PureLink® RNA Mini Kit (Life Technologies). Apos
a finalizagdo do processo de extracdo, 1pL de RNA total de cada amostra foi dosado pelo
Nanodrop® (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) com a finalidade de verificar
qualidade das amostras e quantificar suas concentragdes para fornecer RNA para transcri¢cao
em DNA complementar (cDNA).

O RNA total isolado armazenado a -80°C seguiu para a sintese de cDNA através do
iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad®, Califérnia, EUA), de acordo com instrucdes do
fabricante. O protocolo da reacdo incluiu 1,0 pL da enzima transcriptase reversa, 4 pL do
tampao 5x iScript Reaction Mix (solucdo constituida de oligonucleotideos e iniciadores
aleatorios), 200 ng/uL. de RNA extraido das amostras e completou-se o volume total até 20uL
com agua livre de nuclease. O protocolo padrdo no termociclador iCycler® (Bio-Rad,

Califérnia, Estados Unidos) foi 25°C por 5 min, 42°C por 30 min e 85°C por 5 min. O cDNA
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sintetizado foi armazenado em freezer -20 °C até a amplificacdo pela Reacdo de Polimerase

em Cadeia em Tempo Real (qPCR).

4.5.3 Reacdo de RT-PCR

O preparo dos reagentes foi realizado com um volume total da reagdo de 15 pL,
compostos de 7,5 pL de GoTaq™ gqPCR Master Mix (Promega™), 2,4 uL de primers senso e
anti-senso (0,8 uM), 2 uL de amostra e 0,7 uL de agua livre de RNAse e DNAse. As
microplacas foram seladas e centrifugadas para serem inseridas no termociclador em Tempo
Real. No termociclador, as faixas de temperaturas e o tempo de cada processo foram
configurados para a desnaturagdo ocorrer a 95°C durante 2 minutos para ativacdo da enzima.
Em seguida foram realizados ciclos de amplificagdo (45 ciclos), que correspondiam as agoes
de desnaturagdo (95°C por 15 segundos) e anelamento/extensdo nas temperaturas de 60°C ou
65°C por 1 minuto. A seguir, foi realizado a curva de fusdo (dissociag@o), onde era executado
um incremento de temperatura (0,05°C a cada 5 segundos) entre as temperaturas de 60°C a

95°C.

4.6 Expressao proteica dos receptores adrenérgicos TAAR1 e TAAR4 por técnica de
Western Blotting

A investigacdo da expressdo proteica dos receptores TAAR1 e TAAR4 foi realizada
por meio da técnica de Western Blotting. Apo6s removidos dos animais, os segmentos
epididimal e prostatico de canal deferente e os testiculos foram transferidos imediatamente
para microtubos de 2 mL para serem triturados com auxilio de bisturi. Em seguida os tecidos
foram pesados e congelados para posterior analise.

Para extracdo de proteinas, todos os segmentos de tecidos microtubos foram
macerados e lisados usando tampao de RIPA (Tris 50 mM; NaCl 150 mM; EDTA 1 mM;
Triton 1%) suplementado com Inibidor de Protease (Cat.#P8340; Sigma St Louis, MO), na
propor¢do 1 uL de inibidor de protease:100 uLL de RIPA. Em seguida, as amostras foram
levadas ao vortex por 30 segundos a cada 10 min, durante 30 min, e posteriormente
centrifugadas (17 min, 13000 rpm, 4 °C). Os sobrenadantes foram coletados e transferidos
para um novo microtubo devidamente identificado. A concentracao total de proteinas de cada
amostra foi medida usando o Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, EUA) de acordo com o protocolo do fabricante e os volumes foram

ajustados para padronizarmos em 30 pg a quantidade de proteinas em cada amostra.
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As proteinas foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 12%
(SDS-PAGE) utilizando tampao de corrida (Tris 0,25 M; glicina 1,92 M; SDS 0,1%) e depois
transferidas para uma membrana PVDF (Cat.#1620177; BioRad) a 120 V por 2 h em tampao
de transferéncia (Tris 0,25 M; glicina 1,92 M; metanol 20%). A fim de diminuir a ligagdo dos
anticorpos a proteinas inespecificas, as membranas foram imersas em uma solucdo
bloqueadora de leite em pd desnatado 5% sob agitagdo, a temperatura ambiente por 90 min.
Apos decorrido esse tempo, as membranas foram lavadas com tampao de lavagem TBS-T
(Tris-NaCl, 1% Tween 20) e posteriormente incubadas sob refrigeracdo a 4 °C overnight com
os seguintes anticorpos primarios: TAARI1 (Cat. # PA1-41477; diluigdo 1:1000; Thermo
Fisher Scientific)) ¢ TAAR4 (Cat.#NBP3-10140; diluicdo 1:1000; Novus Biologicals). O
anticorpo primadrio B-actina (Cat.#A5441; diluicdo 1:1000; Sigma St Louis, MO) foi utilizado
como proteina de referéncia. Apds periodo overnight de incubagdo, seguiu-se com o protocolo
de lavagens com tampao de lavagem TBS-T e entdo as membranas foram incubadas com o
anticorpo secundario IgG de cabra anti-coelho conjugado com HRP especifico (Cat.#31460;
dilui¢do 1:1000; Thermo Fisher Scientific) em temperatura ambiente por 1 h, sob agitacdo e
protecdo da luz. Decorrido o tempo, as membranas foram novamente lavadas com TBS-T e
seguiu-se para a etapa final de revelagdo utilizando reagente composto por peroxido e
luminol/intensificador (Clarity™ Western ECL Substrate; Cat.# 1705062; Bio-Rad
Laboratories), sendo a captura das imagens feitas no sistema ChemiDoc XRS (BioRad®,
EUA). As quantificagdes das imagens obtidas foram feitas usando o software Image Lab
(BioRad®), e os resultados foram apresentados como intensidade da banda da proteina

especifica normalizada pelo nivel de expressao da proteina de referéncia (B-actina).

4.7 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) com a
representacao do niimero de observagdes experimentais (n). Para comparagao entre os grupos
foram utilizados andlise de varidncia (ANOVA) seguida de teste de multipla comparagao
apropriadamente indicado, sendo considerado significincia estatistica quando probabilidade
de ocorréncia da hipdtese de nulidade foi menor que 5% (p < 0,05). As andlises estatisticas
foram realizadas com a utilizacdo do programa GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, La
Jolla California USA). Os dados sdo expressos como média + EPM. n = numero de

experimentos.
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5. RESULTADOS
5.1 Efeito das aminas-traco B-FEA e octopamina no toénus basal de canal deferente
isolado de ratos

Apo6s a montagem dos tecidos dentro do sistema para banho de 6rgdos isolados e
periodo de estabilizacdo adequado (60 min), as preparagdes foram pré-contraidas pelo
aumento da concentragdo extracelular de K™ para 80 mM, sendo este protocolo repetido por
duas vezes para avaliar a viabilidade tecidual.

Com o objetivo de avaliar as respostas exercidas pela agao das aminas-trago no canal
deferente, foram construidas curvas cumulativas de B-FEA e octopamina (1-1000 uM) em
preparacdes isoladas mantidas inicialmente sob tonus basal. Particularidade desse tecido ¢ a
ocorréncia de contragdes ritmicas. Portanto, foram analisadas, além da tensdao isométrica, a
frequéncia e a amplitude das contragdes fasicas. A figura 6 (A-D) mostra os tracados
experimentais extraidos dos experimentos de constru¢do da curva concentragdo-efeito de
ambas as AT.

A adi¢do cumulativa de B-FEA (1 — 1000 uM) ou octopamina (1-1000 uM) induziu
respostas teciduais contrateis, como ¢ mostrado na figura 7. Para a B-FEA, o efeito contrétil
foi significativo na concentragao de 1000 uM (P < 0,05, one way ANOVA, teste de Tukey),
sendo equivalente a 50,9 + 4,53% de uma contra¢do prévia com K* 80 mM (figura 7A; n=4).
Para a octopamina, o efeito foi significativo a partir da concentragao 30 uM (P < 0,05, one
way ANOVA, teste de Tukey), sendo a contra¢do equivalente a 15,6 + 4,8% da contragdo
prévia com K" 80 mM (figura 7A; n=7). Quando o efeito contraturante das aminas-trago foi
comparado entre si (figura 7A), foi observado que a octopamina ¢ mais potente que a B-FEA
em incitar respostas excitatorias no canal deferente (figura 7A), sendo essa diferenca
significativa nas concentragdes de 30, 100 e 300 uM (P < 0,05 two way ANOVA, teste de
Holm-Sidak).

A figura 7B apresenta o resultado da curva cumulativa de B-FEA (1 — 1000 uM) e
octopamina (1-1000 uM) na frequéncia das contracdes fasicas do canal deferente. As duas
aminas-traco demonstraram aumento da frequéncia das contragdes fasicas do tecido, com a f3-
FEA tendo efeito excitatorio significativo a partir da concentragdo de 1000 uM (P < 0,05, one
way ANOVA, teste de Tukey) (figura 7B; n=4) e a octopamina nas concentragdes de 30, 100 e
1000 uM (P < 0,05, one way ANOVA, teste de Tukey) (figura 7B, n=7). A octopamina foi
capaz de evocar um aumento mais acentuado das contragdes fasicas quando comparada com a
B-FEA (figura 7B), com efeito significativo nas concentrag¢des de 10, 30, 100 e 1000 uM (P <
0,05, one way ANOVA, teste de Tukey).
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A figura 7C apresenta o resultado da curva cumulativa de B-FEA (n=4) (1 — 1000 uM)
e octopamina (n=7) (1-1000 uM) sobre a amplitude pico a pico das contracdes fasicas do
canal deferente. A octopamina gerou aumento na amplitude dos picos nas concentragdes de
100, 300 e 1000 uM (P < 0,05, one way ANOVA, teste de Tukey). A B-FEA apresentou o
mesmo efeito na concentragdo de 1000 uM (P < 0,05, one way ANOVA, teste de Tukey).
Quando comparado o efeito das duas AT sobre a capacidade de aumentar a amplitude dos
picos das contragdes fasicas, a octopamina também demonstrou maior efeito quando
comparada a B-FEA, com efeito significativo nas concentragdes de 10, 30, 100 e 300 uM (P <
0,05, one way ANOVA, teste de Tukey) (figura 7C).
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Figura 6 — Tragados experimentais da B-FEA e da octopamina em canal deferente
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(A-C) Tragados experimentais mostrando as curvas concentragdo-efeito da B-FEA (1 — 1000 uM) (A) e
octopamina (1 — 1000 pM) (B) adicionadas frente ao ténus basal do canal deferente isolado. (C) Tragados
experimentais da B-FEA (1 — 1000 uM) demonstrando o aparecimento de contragdes fasicas no tecido ¢ a

amplitude desses eventos.
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Figura 7 — Efeitos da B-FEA e da octopamina sobre o tonus basal em canal deferente de ratos
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(A) Grafico com os efeitos contraturantes da B-FEA (n=4) e¢ octopamina (n=7) sobre o tonus basal em canal
deferente isolado de ratos. As altera¢des na tens@o de repouso foram expressas como percentual (%) da contragdo
de referéncia induzida por 80 mM de KCI. (B) Efeitos da B-FEA e octopamina nas contragdes ritmicas do canal
deferente. (C) Efeitos da B-FEA e octopamina sobre a amplitude das contrag¢des ritmicas do canal deferente. n=

numero de experimentos. *, P < 0,05, one way ANOVA, teste de Tukey. #, P < 0,05, two way ANOVA, teste de
Holm-Sidak

5.2 Efeito das aminas-traco B-FEA e octopamina no tonus basal dos segmentos
epididimal (EP) e prostatico (PR) de canal deferente isolado de ratos.

Durante a realiza¢do dos experimentos para investigar a acdo das aminas-traco B-FEA
e octopamina em canal deferente de ratos mantidos em tonus basal, foi observado que existem
diferencas de resposta entre os segmentos distintos do tecido isolado., tal como foi observado
nos trabalhos de MacDonald & McGrath (1980). Seguindo uma topografia com base no
trajeto do canal deferente do epididimo a prostata, os segmentos isolados mais proximais a

prostata pareciam ser menos responsivos ao estimulo do que aqueles montados com os
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segmentos mais proximos ao epididimo. A partir dessa observagdo, varios protocolos
experimentais foram executados com os segmentos identificados com a seguinte
nomenclatura em termos das por¢des anatomicas: a por¢ao epididimal (EP), por causa de sua
proximidade do epididimo, e a por¢do prostatica (PR), por causa de sua proximidade
anatomica da prostata e vesicula seminal.

A partir disso, foram construidas curvas concentragdo-efeito da B-FEA e octopamina
(1 — 1000 uM) frente ao tonus basal do tecido isolado nas diferentes por¢des, EP e PR (figura
8A), e novamente foram observadas respostas excitatdrias contraturantes tanto em presenga
de B-FEA quanto de octopamina. Porém, o segmento EP (n=4) do tecido demonstrou perfil
contraturante mais potente do que o segmento PR (n=4) em presenga das duas aminas-trago.

Para a B-FEA, a diferenca na poténcia do efeito contratil entre os segmentos (EP e PR)
foi observada de maneira significativa a partir da concentragdo de 100 uM (P < 0,05, two way
ANOVA, teste de Holm-Sidak) (figura 8A). A B-FEA também causou aumento da frequéncia
das contragdes fasicas (figura 8B) de maneira mais acentuada no segmento EP, com diferenca
significativa em comparag¢do com o segmento PR a partir da concentragdo de 100 uM (P <
0,05, two way ANOVA, teste de Holm-Sidak). A amplitude dos picos gerados nas contragdes
fasicas (figura 8C) demonstrou diferenca significativa entre os diferentes segmentos na

concentragao de 300 uM (P < 0,05, two way ANOVA, teste de Holm-Sidak).
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Figura 8 — Comparagao dos efeitos da f-FEA e da octopamina nas contragdes de segmentos

epididimais (EP) e prostaticos (PR) de canal deferente de rato.
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(A-B) Graficos com os valores médios das respostas a concentra¢des crescentes de B-FEA (1-1000 uM) (A) e
octopamina (B) frente ao tonus basal nos segmentos EP ¢ PR de canal deferente de ratos. As alteragdes na tensdo
de repouso foram expressas como percentual (%) da contragdo de referéncia induzida por 80 mM de KCI. (C-D)
Efeitos da B-FEA e octopamina nas contragdes ritmicas do canal deferente em segmentos EP e PR. (E-F) Efeitos
da B-FEA e octopamina sobre a amplitude pico a pico das contragdes ritmicas dos segmentos EP e PR de canal

deferente. #, P < 0,05, two way ANOVA, teste de Holm-Sidak., EP vs PR. B-FEA (EP, PR; n=4); octopamina (EP,
PR; n=4).

Para a octopamina (n=4), o efeito contraturante do segmento EP também foi mais
potente em comparagdo ao segmento PR (figura 8D), com diferenca significativa na resposta
contratil nas concentragdes de 30, 100 e 300 uM (P < 0,05, two way ANOVA, teste de Holm-

Sidak). Essa resposta mais potente do segmento EP também foi observada na frequéncia das
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contracdes fasicas (figura 8E) para a referida amina-traco, com a por¢ao EP sendo mais
responsiva nas concentragdes de 10, 30, 100 e 300 uM (P < 0,05, two way ANOVA, teste de
Holm-Sidak). Em relagdo a amplitude dos picos gerados nas contragdes fasicas (figura 8F), o
segmento EP s6 demonstrou ser mais responsivo do que o PR na concentra¢ao de 300 uM (P

< 0,05 two way ANOVA, teste de Holm-Sidak).

5.3 Avaliacdo do efeito das AT em contracdes induzidas por estimulacio de campo
elétrico

Tecidos isolados em banhos de 6rgdo, quando estimulados por agdo de campo elétrico
(EFS), sdo capazes de liberar neurotransmissores acumulados em vesiculas pré-sinapticas.
Para avaliar a agao das AT na estimulacdo por campo elétrico, foram realizados experimentos
com voltagem fixa de 10 V, variando a frequéncia do estimulo elétrico (1 a 1000 Hz) com
duracdo de 10s, em segmentos longitudinais de canal deferente na auséncia (controle) e na
presenga da adi¢do prévia de 300 puM, faixa de concentragdo escolhida por ser capaz de
exercer estimulo excitatorio significativo para as duas AT. Inicialmente, os experimentos
foram realizados em segmentos EP e PR separadamente, mas ndo foram observadas
diferengas nas respostas mediadas pela EFS, entdo os resultados apresentados abaixo
representam um pool dos segmentos de canal deferente.

Foi observado que a resposta tecidual ao estimulo elétrico ocorria em duas etapas:
primeiro, surgimento de um pico de contracdo seguido de uma rapida e ligeira deflexdo no
tracado experimental. Posteriormente, a contracdo do tecido alcancava sua fase sustentada. A

estas demos o nome de fase 1 e fase 2, respectivamente (figura 9).
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Figura 9 — Formato da resposta contratil causada por estimulagao elétrica de campo em canal

deferente de rato.
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Nao foram observadas diferencas significativas na contratilidade mediada pela
variacdo da frequéncia do estimulo elétrico na presenga de 300 uM de B-FEA (n=9) em
comparac¢do ao grupo controle (n=9) (Figuras 10A e 10B). Para concentracdo equimolar de
octopamina (n=9; Figuras 11A e 11B) também ndo foi observada alteracdo significativa na
magnitude das contragdes nas fases 1 ou 2 da contragdo causada pelo estimulo elétrico. No
entanto, foi observado que a octopamina (figura 11C; n=9) ¢é capaz de causar diminuicdo na
frequéncia das contragdes ritmicas no intervalo de 4 a 7 Hz (P < 0,05, two way ANOVA, teste
de Holm-Sidak). Também foi observada diminuicao da amplitude pico a pico na frequéncia de
100 Hz para os experimentos de EFS em presenca de 300 uM de octopamina (figura 11D) (P
< 0,05, two way ANOVA, teste de Holm-Sidak).
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Figura 10 — Efeitos da B-FEA nas fases da contracdo induzida por campo elétrico e na

frequéncia e amplitude pico a pico das contracdes ritmicas de canal deferente de rato.
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(A-B) Graficos com resultados da subtragdo dos picos de contragdo da fase 1 (A) e fase 2 (B) a cada estimulagdo
por campo elétrico. Os dados estdo expressos em percentual da estimulagdo controle. (C) Efeitos da B-FEA sobre
as contragdes ritmicas da fase 2 da estimulagdo por campo elétrico comparados ao grupo controle. (C) Efeitos da
B-FEA sobre a amplitude pico a pico das contragdes ritmicas geradas na fase 2 da estimulagdo por campo elétrico.
Controle (n=9); B-FEA (300 uM) (n=9).
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Figura 11 — Efeitos da octopamina nas fases da contracdo induzida por campo elétrico e na

frequéncia e amplitude pico a pico das contracdes ritmicas de canal deferente de rato.
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(A-B) Graficos com resultados da subtrag@o dos picos de contragdo da fase 1 (A) e fase 2 (B) a cada estimulagdo
por campo elétrico. Os dados estdo expressos em percentual da estimulagdo controle. (C) Efeitos da octopamina
sobre as contragdes ritmicas da fase 2 da estimulagdo por campo elétrico comparados ao grupo controle. (C)
Efeitos da octopamina sobre a amplitude pico a pico das contragdes ritmicas geradas na fase 2 da estimulacdo
por campo elétrico. #, P < 0,05, two way ANOVA, teste de Holm-Sidak. Controle (n=9); octopamina (300 pM)
(n=9).
5.4 Avaliacao do agonista TAAR1 (RO-5166017) em canal deferente isolado de ratos
Uma vez que as aminas-traco demonstraram efeitos proprios no canal deferente, um
dos objetivos do presente estudo passou a ser avaliar se h4 envolvimento de receptores TAAR
nas respostas destes tecidos isolados de ratos. Inicialmente, foi avaliada a resposta do RO-
5166017, agonista de receptores do subtipo TAARI. A estimulagdo do TAARI causa
ativacdo da subunidade alfa da proteina G (Gs) e subsequente aumento na concentracdo de

AMPc celular, promovendo relaxamento da musculatura lisa (BOROWSKY et al., 2001;
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BUNZOW et al., 2001). Para avaliar a presenca e o envolvimento dos receptores TAAR1 em
canal deferente isolado de ratos, os tecidos foram pré-contraidos com 80 mM de KCI e no
platd da resposta contratil induzida (100% da contragdo do KCl 80 mM) foi construida uma
curva concentracao-efeito (curva controle) (n=7) do agonista TAAR1 (RO-5166017; 1 — 100
uM). Também foi construida a curva concentragdo-efeito do RO-5166017 (1 — 100 uM) na
presenca de 50 uM do antagonista TAAR1 (EPPTB), sendo o antagonista adicionado a cuba
de banho de 6rgaos apos o estabelecimento do platdé da contragdo induzida por 80 mM de KClI
e apOs 5 minutos era iniciada a construcao da curva concentragdo-efeito do RO-5166017 (1 —
100 uM).

Foi observado que o RO-5166017 foi capaz de causar relaxamento na resposta
contratil induzida pelo KCI (80 mM) (figura 12) no intervalo de concentracdes entre 30 e 100
uM (P < 0,05, one way ANOVA, Holm-Sidak). Na concentragdo de 30 puM, o agonista
TAARI diminuiu para 87,6 +2,67% (P < 0,05, one way ANOVA, Holm-Sidak) a contracao do
K" 80 mM. O relaxamento maximo foi obtido com 100 uM, concentragdo que reduziu a
contragdo do K para 71,9 + 2,67% (P < 0,05, one way ANOVA, Holm-Sidak).

Por outro lado, a adi¢do prévia do antagonista TAAR1, EPPTB (50 uM) (figura 12),
ndo alterou o efeito relaxante causado pelo RO-5166017 (P > 0,05, two way ANOVA).

Figura 12 — Efeito relaxante do agonista TAAR1 (R0O5263397) em canal deferente contraido
com 80 mM KCl
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Grafico da curva concentragdo-efeito do agonista TAARI (RO-5166017) apos estabelecimento do platd da
contragao induzida por KCI 80 mM (100 %) em canal deferente isolado na auséncia ou na presencga de 50 uM de

EPPTB, antagonista de receptor TAARI. *, P < 0,05, one way ANOVA, teste de Tukey). n=7
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5.5 Efeito da B-FEA e octopamina em preparacdes de canal deferente previamente
contraidas por fenilefrina (5 pM)

O envolvimento de receptores a-adrenérgicos ja ¢ amplamente descrito na participacao
da resposta contratil do canal deferente. Para observar qual seria o tipo de resposta recrutada
pelas aminas-trago na presenca de uma pré-contragdo com um agonista adrenérgico, foram
construidas curvas concentragcdo-efeito de B-FEA e octopamina apds o estabelecimento do
plato da contracao prévia de segmentos do canal deferente na presenca de fenilefrina (phe),
um classico agonista adrenérgico.

Tonicamente, as contragdes induzidas por phe (5 uM) ndo se configuram em
contracdes sustentadas em um ponto estaciondrio, mas em oscila¢des ritmicas. Considerando
a resposta da phe na auséncia das aminas-traco como referéncia, tanto a f-FEA (n=7) como a
octopamina (n=7) foram capazes de potencializar esta resposta contratil induzida pelo
agonista adrenérgico (figura 13). Porém, embora o efeito potencializador da B-FEA também
tenha sido observado, a octopamina dobrou a magnitude da resposta adrenérgica a partir da

concentragdo 100 uM (224, 34 + 48,94%, P < 0,05, two way ANOVA, teste de Holm-Sidak).

Figura 13 — Efeitos da B-FEA e da octopamina nas contragdes induzidas por agonista

adrenérgico (5 uM) em canal deferente de rato.
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Grafico dos efeitos da B-FEA e da octopamina em contragdes induzidas por phe 5 pM. Os dados estdo expressos

em percentual da estimulagdo prévia com phe 5 pM . *, P < 0,05, two way ANOVA, teste de Holm-Sidak. n=7
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5.6 Avaliacdo do envolvimento de receptores a-adrenérgicos na resposta contratil obtida
nos segmentos EP e PR de B-FEA e octopamina

Apos verificar o efeito potencializador causado pelas aminas-trago em meio a uma
pré-contracdo com o agonista adrenérgico phe (5 uM), foi decidido verificar se ha
participacdo de receptores a-adrenérgicos nos efeitos da B-FEA e octopamina.

Com o intuito de caracterizar a curva concentracao-efeito reconhecidamente mediada
pelo recrutamento desses receptores, foi construida uma curva de phe (I — 1000 uM) em
segmentos EP (n=4) ¢ PR (n=4) de preparagdes de canal deferente de ratos, com efeito
contratil significativo nas concentragdes de 30 uM e 10 uM (44,9 e 48,22 + 5,42%,
respectivamente, da contragdo prévia com KCl 80 mM; P < 0,05, one way ANOVA, teste de
Tukey) no segmento EP e a partir da concentracdo de 30 pM no segmento PR (27,6 + 6,64%
da contragdo prévia com KCI 80 mM; P < 0,05, one way ANOVA, teste de Tukey) (figura
14A). Em seguida, foi construida outra curva concentracdo-efeito da phe (1 — 1000 uM) em
presenga da adigdo prévia de prazosina (10 nM), antagonista adrenérgico a-1A (figura 14A).
Foi observada reducdo significativa do efeito contratil, com resposta significativa nas
concentragdes de 1, 3 e 10 uM para o segmento EP (0,35; 14,7 e 32,1 + 5,89%,
respectivamente, da contragdo prévia com KCI 80 mM; P < 0,05, two way ANOVA, teste de
Holm-Sidak) e a partir da concentracdo de 30 uM no segmento PR (1, 53 + 5,85% da
contragdo prévia com KCl 80 mM; P < 0,05, two way ANOVA, teste de Holm-Sidak).

Para avaliar o envolvimento dos receptores a-adrenérgicos na contragdo induzida por
B-FEA (n=8; figura 14B) e octopamina (n=6; figura 14C) nos segmentos EP e PR, foram
construidas curvas concentracdo-efeito dessas aminas (I — 1000 pM) em presenga de
prazosina (10 nM), oportunidade em que foi observada redugdo significativa da resposta
contratil apenas para octopamina nos segmentos de canal deferente. Na presenca de prazosina,
octopamina (figura 14C) apresentou reducdo da resposta contraturante nas concentragdes de
10, 30, 100 e 300 uM para o segmento EP (0,06; 1,34; 12,6 € 32,9 & 3,94 %, respectivamente,
da contragdo prévia com KCI 80 mM; P < 0,05, two way ANOVA, teste de Holm-Sidak) e o
segmento PR apresentou resposta significativa a partir da concentragdo de 100 pM (0,23 +
2,93% da contracao prévia com KCI 80 mM; P < 0,05, two way ANOVA, teste de Holm-
Sidak).
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Figura 14 — A¢3o dos receptores adrenérgicos a-1A nas contragdes induzidas por phe, B-FEA

e octopamina nos segmentos EP e PR de canal deferente de rato.
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(A) Graficos dos experimentos conduzidos com phe (I — 1000 uM) em segmentos EP e PR de canal deferente
isolado na auséncia ou presenca de 10 nM de prazosina, antagonista de receptor adrenérgico a-1A. *, P < 0,05,
one-way ANOVA, teste de Tukey, indica efeito contraturante significativo. (B-C) Graficos dos experimentos em
segmentos EP e PR conduzidos com B-FEA (n=8) e octopamina (n=6) na auséncia ou presenca de 10 nM de

prazosina. #, P < 0,05, teste de Holm-Sidak, EP vs PR.

Também foi construida uma curva concentragdo-efeito da B-FEA (1 — 1000 pM) em
presenca de 10 uM de fentolamina (figura 15), antagonista a-adrenérgico nao-seletivo. Foi
observado que a fentolamina (10 uM) foi capaz de diminuir a resposta excitatoria induzida
pela B-FEA (n=8) apenas na concentragdo de 300 uM (9,69 + 13,31% da contracdo prévia
com KCl 80 mM; P < 0,05, two way ANOVA, teste de Holm-Sidak; figura 15A). Em
comparagao, na curva da phe (1 — 100 uM; n=7), a fentolamina (10 uM) foi capaz de inibir o
efeito excitatorio a partir da concentragao de 10 uM (0,34 + 26,7%, da contracdo prévia com
KCI1 80 mM; P < 0,05, two way ANOVA, teste de Holm-Sidak; figura 15B) com manutencao

do efeito inibitorio até o término da curva da phe.
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Figura 15 — Efeito inibitdrio da fentolamina (10 uM) sobre as contragdes induzidas por f3-

FEA e phe em canal deferente de rato.
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(A) Grafico da curva concentragao-efeito da B-FEA (1 — 1000 uM; n=8) em canal deferente isolado na auséncia
ou presenca de fentolamina (10 uM), antagonista adrenérgico ndo-seletivo. (B) Grafico da curva concentragdo-
efeito da phe (1 — 100 uM; n=7) na auséncia ou presenca de fentolamina (10 uM). #, P < 0,05, two way ANOVA,
Holm-Sidak). n=7

Ainda para avaliar o recrutamento de receptores a-adrenérgicos na indug@o da resposta
contratil mediada pelas AT, foi construida uma curva-concentra¢do efeito do antagonista
fentolamina (1 — 30 uM; figura 16) em preparacdes previamente contraidas por 800 uM de -
FEA (n=9) ou 800 uM octopamina (n=7) (a concentracdo de 800 uM das AT foi escolhida por
ser responsavel por apresentar um efeito contraturante efetivo no tecido). A adicdo de
fentolamina foi capaz de induzir relaxamento da contragdo induzida por ambas as AT. Em sua
concentragdo mais elevada (30 uM), a fentolamina reduziu significativamente a contragao
induzida por octopamina ou B-FEA para valores abaixo de 20% da contragdo controle (P <
0,05, one way ANOVA, teste de Tukey). Adicionalmente, a curva em resposta a fentolamina
foi construida na presenca de uma pré-contragdo induzida por 15 uM fenilefrina (n=9). Foi
observado que a fentolamina ¢ capaz de diminuir de maneira significativa o efeito excitatorio
da fenilefrina em comparagdo com a resposta maxima mediada pelas aminas-traco a partir da

concentragdo de 1 uM (P< 0,05 two-way ANOVA, teste de Tukey) (figura 16).
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Figura 16 — Curva concentragdo-efeito da fentolamina (1 a 30 uM) a fase estacionaria da

contra¢do induzida por phe, B-FEA ou octopamina em canal deferente de rato.
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Grafico representativo da curva concentragdo-efeito da fentolamina (1 — 30 pM) a fase estacionaria da contracio
induzida por phe (15 puM; n=9), B-FEA (800 uM ; n=9) ou octopamina (800 pM; n=7) em canal deferente de rato.
#, P<0,05, two-way ANOVA, teste de Holm-Sidak).

5.7 Avaliac¢ao do envolvimento de receptores TAAR1 em canal deferente isolado de ratos

Foi observado que a utilizagdo de antagonistas a-adrenérgicos € capaz de reduzir,
ainda que nao completamente, a resposta contraturante mediada pelas aminas-trago em canal
deferente. Passamos, entdo a investigar o envolvimento de receptores TAAR na resposta
mediada pela B-FEA e pela octopamina. Uma estratégia para avaliar esse mecanismo seria a
utilizacdo de antagonistas desses receptores, porém, os mesmos ndo estdo disponiveis no
mercado e essa foi uma limitacdo encontrada no desenvolvimento de alguns protocolos
experimentais.

O subtipo de receptor TAAR mais bem descrito para o canal deferente ¢ o TAARI. O
mecanismo de acdo atribuido para esse receptor ¢ através da liberacdo de AMPc, promovendo
resposta relaxante no musculo liso (REVEL et al., 2011). Porém, nos protocolos realizados,
nao foi encontrada resposta relaxante das aminas-tragco associadas ao canal deferente, entdao
ndo faria sentido utilizar um antagonista TAAR1 diretamente sobre a curva concentragao-
efeito das aminas-trago. Entdo, decidimos verificar se o bloqueio dos receptores TAARI
poderia ser revelado ap6s o bloqueio prévio de receptores adrenérgicos. Para isso, foi
realizado um protocolo em que o canal deferente foi pré-contraido com 800 uM de B-FEA
(n=8) ou octopamina (n=8). Apds a contragdo atingir o platd, foi adicionado 3 pM de

fentolamina para obtencdo do bloqueio adrenérgico. Apds 5 minutos foi adicionado 50 uM de
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EPPTB, um antagonista de receptor TAARI, no plato da resposta contratil remanescente.
Como pode ser observado na Figura 17, a adi¢do de fentolamina (3 uM) diminuiu de

maneira significativa a contracao induzida por 800 uM de ambas as aminas-traco (P < 0,05

one-way ANOVA, teste de Tukey). A adi¢ao de 50 uM de EPPTB nao foi capaz de diminuir a

atividade inibitoria remanescente causada pelo antagonista adrenérgico (figura 17)

Figura 17 — Efeitos inibitorios da fentolamina (Phent) adicionada sozinha ou em combinagao
com EPPTB (50 uM) sobre a contragdao induzida por B-FEA (800 uM) ou octopamina (800

uM) em canal deferente de rato.
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(A-B) Graficos representativos da adigdo de phent (3 pM) a pré-contragdo induzida por B-FEA (A) ou
octopamina (B), seguido da adicdo de 50 uM de EPPTB, antagonista de receptores TAAR1. (C-D) Efeitos da
adigdo de 3 uM de phent nas contragdes ritmicas do canal deferente em presenca de B-FEA (C) e octopamina (D).

#, P < 0,05, one-way ANOVA, teste de Tukey. n=8§.
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5.8 Avaliagio do efeito da B-FEA e octopamina em meio a diferentes concentragoes de K*
extracelular.

Em geral, os experimentos anteriormente descritos avaliaram a resposta das aminas-
trago em preparacdoes mantidas em tonus basal, ou seja, as preparagdes de canal deferente
foram mantidas em meio com solu¢do de Krebs-Henseleit contendo K™ na concentragio de 5
mM. Como ja descrita, foi observada a¢ao contraturante depende de concentracdo tanto para a
B-FEA quanto para a octopamina. Diante disso, foi decidida a avaliacdo da dependéncia de
voltagem na resposta dessas substancias. Para isso, protocolos experimentais foram
desenvolvidos na presenca de diferentes concentragdes de K* extracelular. Foram construidas
curvas concentragdo-efeito de B-FEA (1 — 1000 uM; n=10) ou octopamina (1 — 1000 puM;
n=8), adicionadas no platd de uma pré-contragio de K, esta induzida nas concentragdes de 40,
60, 80 ou 120 mM.

Ao ser construida a curva concentragdo-efeito para a B-FEA (figura 19A) sobre uma
pré-contracdo de K™ 40 mM, foi observado uma potenciag¢do do efeito contraturante causado
pelo agente despolarizante, com efeito significativo a partir de 100 uM de B-FEA (499,1 +
42,95% do platd da contragdo com K 40 mM; P<0,05, rwo-way ANOVA, teste de Holm-
Sidak). No entanto, essa potenciagdo foi observada apenas na contra¢do induzida por K* 40
mM. Para os demais estimulos contrateis induzidos pela presenca de K* (60, 80 ¢ 120 mM) a
curva concentragao-efeito em resposta a adicdo de B-FEA foi sem efeito significativo sobre a
contragdo induzida pelo alto teor de K" (P > 0,05, two-way ANOVA).

A octopamina (figura 19B) se comportou de maneira semelhante a f-FEA em meio a
construgdo de curvas concentragdo-efeito frente a uma pré-contracdo com diferentes
concentragdes de K* (40, 60, 80 ¢ 120 mM), também demonstrando potenciacdo da agdo
contraturante em presenga de K™ 40 mM. Porém, para a octopamina, o efeito foi significativo
a partir da concentragdo de 30 uM (379,7 + 54,16% do platd da contragdo com K 40 mM,;
P<0,05, two-way ANOVA, teste de Holm-Sidak ). Também de maneira semelhante a B-FEA,
nas outras concentragdes de K (60, 80 ¢ 120 mM) ndo foram observadas alteragdes da
resposta contratil potdssica. Teste similar foi realizado com a phe (1 — 1000 uM; n=10),
adicionada no platd da contra¢do induzida por 40 mM KCl, mas ndo quando o agente

despolarizante foi usado a 80 mM.



56

Figura 18 — Agdes da B-FEA em canal deferente em meio a diferentes concentragdes de K*

extracelular
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Tragados experimentais mostrando o efeito da curva concentragdo-efeito da b-FEA em meio a diferentes

concentragdes de K+ extracelular (A: K40 mM; B: K" 60 mM; C: K* 80 mM; D: K* 120 mM).
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Figura 19 — Efeito da adicdo de concentracdes crescentes de aminas traco (B-FEA e
octopamina) e da fenilefrina no platd da contracdo induzida por diferentes concentragdes de

KCI em canal deferente de rato.

A B
10007 & KCI (40 mM) 10001 & KCI (40 mMm)
4% KCI (60 mM
~ 8004 (60 mM) ) ~ goo] B KCI(60mM) #
4 -~ KCI (80 mM) X -4~ KCI (80 mM)
N °
< 600+ -® KCI (120 mM) % 6001 _» KCI (120 mM)
(T (T #
S 400 S 400-
5 5
O 200 O 200
0 T T T I 0 T T T T
1 10 100 1000 1 10 100 1000
[B-FEA] (UM) [octopamina] (uM)
C
1000
-® KCI (40 mM)
§ 800 -9 KCI (80 mM)
< 600
[e)
g
T 400
=
o
O 200

T 1
1 10 100 1000
[Phe] (uM)

(A-C) Graficos representativos da contragdo induzida por diferentes concentragoes de KC1 (40, 60, 80 e 120 mM)
seguido da construcdo da curva concentragio-efeito (1 — 1000 pM) da B-FEA (A), octopamina (B) ou phe (C). #,
P < 0,05, two-way ANOVA, teste de Holm-Sidak. n=10, B-FEA; n=8, octopamina; n=10, phe.

5.9 Avaliacio do efeito da nifedipina (10 pM) na curva concentracio-efeito da
octopamina (1 — 1000 pM) em segmentos EP e PR de canal deferente de ratos

Ap0s observar que as aminas-trago exercem efeito excitatdrio sobre a pré-contragdo de
K', de maneira acentuada apenas na concentragdo de 40 mM, e sabendo que essa resposta
contratil é mediada pela abertura de canais de Ca*" operados por voltagem (VOC) devido ao
mecanismo despolarizante do K™ sobre a membrana celular, decidimos avaliar o efeito da
nifedipina (10 uM), composto bloqueador de VOC, na curva concentracdo-efeito de
octopamina utilizando os segmentos EP e PR de canal deferente isolado.

Para o segmento EP (n=10), a octopamina causou efeito contratil significativamente
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mais eficaz que no segmento PR (n=10) (figura 20) a partir da concentraciao de 100 uM (58,7
+ 12,72% da contra¢do prévia com K" 80 mM; P < 0,05, two way ANOVA, teste de Holm-
Sidak). Na presenca da nifedipina (10 uM), o efeito contratil da octopamina foi
significativamente inibido a partir da concentragdo de 100 uM (6,9 = 14,8% da contragdo
prévia com K 80 mM; P < 0,05, two way ANOVA, teste de Holm-Sidak). No segmento PR, a
resposta excitatoria foi menos eficaz quando comparada ao segmento EP. Ainda assim, na
presenca da nifedipina (10 uM), foi observado diminui¢dao do efeito excitatorio gerado pela
octopamina a partir da concentragdo de 300 uM (4,9 +5,4% da contragdo prévia com K" 80

mM P < 0,05, two way ANOVA, teste de Holm-Sidak).

Figura 20 — Efeito da nifedipina na resposta contratil induzida por octopamina em canal

deferente de rato mantido em meio extracelular contendo Ca®".
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Grafico representativo do efeito inibitorio da nifedipina (10 pM), um bloqueador VOC, sobre a curva
concentragdo-efeito da octopamina (1-1000 uM) sobre o tonus dos segmentos EP e PR de canal deferente
isolado. *, P < 0,05, two-way ANOVA, teste de Holm-Sidak, EP vs PR. #, P < 0,05, two-way ANOVA, teste de
Holm-Sidak, EP/PR vs nifedipino (10 uM). n=10.

O mesmo protocolo experimental foi avaliado em meio a solu¢do de Krebs-Henseleit
contendo Ba?" em substituicdo ao Ca®" (figura 21). A intencdo da substituicio dos ions foi
avaliar o envolvimento da abertura de canais VOC na resposta contratili mediada pela
octopamina em canal deferente. Em meio contendo Ba®*, a octopamina também foi capaz de
induzir resposta contratil nos segmentos EP e PR do canal deferente isolado de ratos, porém

de magnitude inferior quando comparada aos experimentos em meio de solu¢do contendo
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Ca?". Apos a adi¢io de nifedipina (10 puM), foi observada diminui¢io da resposta
contraturante induzida pela octopamina em ambos os segmentos (EP e PR), com efeito
inibitorio significativo nas concentragdes de 100 ¢ 300 uM no segmento EP (00,028 % da
contragio prévia induzida pelo K™ 80 mM; P < 0,05, two way ANOVA, teste de Holm-Sidak)
¢ 300 e 1000 uM no segmento PR (00,029 % da contragdo prévia induzida pelo K™ 80 mM;
P < 0,05, two way ANOVA, teste de Holm-Sidak).

Figura 21 — Efeito da nifedipina na resposta contratil induzida por octopamina em canal

deferente de rato mantido em meio extracelular contendo Ba*" como substituto ao Ca’".
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Grafico representativo da curva concentragdo-efeito da octopamina (1-1000 uM) em presenca ou auséncia de
nifedipina (10 pM) em segmentos EP ¢ PR de canal deferente isolado. Os experimentos foram realizados em

meio extracelular contendo Ba?" em substitui¢do ao Ca®". #, P < 0,05, two-way ANOVA, teste de Holm-Sidak.

n=5.

5.10 Avaliacido da resposta basal da nafazolina (NFZ) em segmentos EP e PR de canal
deferente isolado de ratos.

A NFZ, apesar de amplamente utilizada como agonista adrenérgico, tem como alvo
farmacologico para a espécie Rattus novergicus o receptor TAAR4 (STAUBERT et al., 2010).
Com a finalidade de avaliar o recrutamento de receptores TAAR4 na resposta dos segmentos
EP e PR de canal deferente isolado de ratos, foram construidas curvas concentracido-efeito de
NFZ (0,01 — 100 uM) frente ao tonus basal do tecido isolado.

O segmento EP (n=8) obteve resposta contraturante mais acentuada em comparacao a

segmento PR (n=8) a partir da concentragdo de 1 uM (18,4 + 2,84% da contragdo prévia com
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K" 80 mM. P < 0,05, two way ANOVA, teste de Holm-Sidak, figura 22A). A figura 22B
apresenta o resultado da curva cumulativa de NFZ (0,01 — 100 uM) na frequéncia das
contragoes fasicas do canal deferente isolado de rato. O aumento da frequéncia das contragdes
fasicas foi observado apenas no segmento EP, sendo este efeito significativo a partir da
concentragdo de 1 pM em comparagdo ao segmento PR (P < 0,05, two way ANOVA, teste de
Holm-Sidak).

A figura 22C apresenta o resultado da curva cumulativa de NFZ (0,01 — 100 uM)
sobre a amplitude dos picos das contracdes fasicas dos segmentos EP e PR. Essa resposta
excitatoria também foi observada apenas no segmento EP, sendo este efeito significativo a
partir da concentracao de 0.1 uM em comparagao ao segmento PR (P < 0,05 two way ANOVA

9

seguido de teste de Holm-Sidak).

Figura 22 - Efeitos contrateis da NFZ sobre o tonus basal em canal deferente de ratos
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(A) Grafico com os efeitos contrateis NFZ (0,01 — 100 uM) sobre o tonus basal em canal deferente de ratos. As
alteracdes na tensdo de repouso foram expressas como percentual (%) da contragdo de referéncia induzida por 80

mM de KCI. (B) Efeitos da NFZ nas contragdes ritmicas do canal deferente. (C) Efeitos da NFZ sobre a
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amplitude das contragdes ritmicas do canal deferente. #, P < 0,05 EP vs PR, two-way ANOVA, teste de Holm-
Sidak. n=8

5.11 Avaliacio do efeito da NFZ (0.01 — 100 pM) na presenca de diferentes concentracoes
de K* extracelular.

De maneira semelhante ao que foi feito com a B-FEA e octopamina, foi decidido
avaliar a resposta da NFZ na presenca de diferentes concentragdes de K extracelular. Foram
construidas curvas concentracao-efeito de NFZ (0,01 — 100 uM), utilizando os segmentos EP
e PR, frente a uma pré-contragio de K™ nas concentragdes de 40, 60, 80 ¢ 120 mM.

No segmento PR, figura 23B, foi observada manuten¢do da resposta contratil exercida
pela pré-contragdo com as diferentes concentragdes de K' extracelular, mas em nenhuma
delas foi observada potenciagao ou relaxamento da contragdo pré-estabelecida (P > 0,05, two-
way ANOVA, teste de Holm-Sidak).

No segmento EP, figura 23A, foi observado aumento da atividade contratil na
concentra¢do de 100 pM de NFZ quando pré-estimulada com K" 40 mM em comparagio a
esse mesmo ponto da curva (100 pM) quando pré-estimulado com K" 80 mM. O mesmo
efeito foi observado para essa mesma concentragdo de NFZ quando estimulado com K* 40

mM em comparagdo a pré-estimulagdo com K™ 120 mM.

Figura 23 - Efeito da adicdo de concentragdes crescentes de NFZ no platd da contragdo

induzida por diferentes concentra¢des de KCl em canal deferente de rato.
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(A-B) Graficos representativos da contragdo induzida por diferentes concentragdes de KClI (40, 60, 80 e 120 mM)
seguido da construg@o da curva concentragdo-efeito da NFZ. #, P < 0,05, two-way ANOVA, teste de Holm-Sidak.
n=4. EP: #=40 vs 80 mM / * =40 vs 120 mM
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5.12 Avaliacio do envolvimento de receptores a-adrenérgicos na resposta contratil
obtida no segmento EP em presenca de NFZ

Atualmente ndo ha nenhum antagonista de receptores TAAR4 disponivel no mercado.
Entdo nao foi possivel avaliar o recrutamento desse receptor na resposta contratil mediada
pela NFZ em segmento de canal deferente isolado de ratos. Entdo, de maneira semelhante ao
que foi feito para as aminas-traco (B-FEA e octopamina), decidimos avaliar se a resposta
contraturante exercida pela NFZ no segmento EP poderia envolver o recrutamento de
receptores a-adrenérgicos, visto que essa substancia também ¢ descrita como agonista desses
receptores. Os experimentos descritos a seguir foram realizados apenas no segmento EP pelo
fato dele ter sido o tnico segmento que demonstrou resposta tecidual significativa na presenga
da NFZ.

Para este protocolo, foi adicionada phent (3 pM), antagonista adrenérgico nao-seletivo,
e ap6s 5 minutos foi iniciada a constru¢do da curva concentragdo-efeito da NFZ (0,01 — 100
uM). A phent (3 uM) foi capaz de inibir a resposta contraturante da NFZ nas concentracdes de
1,3 ¢ 10 uM (0; 1,48 e 4,8 + 3,8%, respectivamente, da contrag¢do prévia com K" 80 mM. P <
0,05 two way ANOVA, teste de Holm-Sidak). A partir da concentragao de 30 uM, o efeito
contratil da NFZ foi capaz de sobrepor a ac¢do inibitéria do antagonista adrenérgico (figura

24A).
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Figura 24 — Acdo do antagonista a-adrenérgico ndo-seletivo sobre as contragdes induzidas

por NFZ em canal deferente de rato
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Graficos dos experimentos conduzidos em segmentos EP de canal deferente isolado na auséncia ou presenca de 3
pM de phent, antagonista ndo-seletivo de receptores adrenérgicos. (A) Alteragdes na tensdo de repouso. (B)
Efeito inibitorio da phent sobre as contragdes ritmicas exercidas pela NFZ; (C) Efeito inibitorio da phent sobre a
amplitude das contra¢des ritmicas do canal deferente. #, P < 0,05, NFZ vs phent 3 uM, two-way ANOVA, teste
de Holm-Sidak, n=8

Também foi feita a curva concentragdo-efeito da NFZ (0,01 — 100 pM) na presenca de
30 nM de prazosina (n=10), antagonista especifico para receptores do subtipo a-1A (figura
25). Foi observado diminui¢ao do efeito contraturante apenas na concentragdo de 1uM (6,5 +
3,9% da contracao prévia com K+ 80 mM. P < 0,05, two-way ANOVA, teste de Holm-Sidak)
para este protocolo. Nao foram observadas alteragdes de resposta na frequéncia das

contragdes fasicas e nem na amplitude dos picos das contragdes fasicas.



64

Figura 25 — Efeito do antagonista adrenérgico a-1A sobre as contragdes induzidas por NFZ

em canal deferente de rato
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Graficos dos experimentos conduzidos em segmentos EP de canal deferente isolado na auséncia ou presenca de
30 nM de prazosina, antagonista especifico para receptores do subtipo alA. Painel. (A) Efeitos excitatorios da
NFZ em presen¢a de prazosina (30 nM). (B) Efeitos da prazosina sobre as contragdes ritmicas exercidas pela
NFZ. (C) Efeito da prazosina sobre a amplitude das contra¢des ritmicas do canal deferente. #, P > 0,05, two-way

ANOVA, teste de Holm-Sidak. n=10.

5. 13 Avaliacdo do EPPTB (50 pM) na curva concentracgio-efeito da NFZ (0.01 — 100 pM)

Apesar do EPPTB ser reconhecidamente um antagonista TAARI1, em um estudo
realizado utilizando artérias mesentéricas isoladas de ratos, Koh et al (2019) sugeriram a
hipotese de que esse antagonista, quando utilizado em concentragdes mais altas, pode
interagir com outros subtipos de TAAR.

Com o intuito de avaliar qual seria a resposta de um antagonista de receptor TAAR na
resposta induzida pela NFZ em canal deferente, foram construidas curvas concentracdo-efeito
da NFZ (0,01 — 100 uM) em presenca de 50 uM de EPPTB (n=11).

O EPPTB nao foi capaz de inibir a resposta contraturante induzida pela NFZ no
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segmento EP em nenhuma concentracdo da curva concentragdo-efeito (figura 26A). Também
ndo houve alteracdo da frequéncia das contragdes fasicas (figura 26B) induzidas pela NFZ e

nem na amplitude do pico (figura 26C) dessas contracoes.

Figura 26 — Efeito do EPPTB (50 uM) sobre as contracdes induzidas por NFZ em canal

deferente de rato
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Graficos dos experimentos conduzidos em segmentos EP de canal deferente isolado na auséncia ou presenga de
50 uM de EPPTB, antagonista de receptores TAARI1. (A) Efeitos excitatorios da NFZ em presenca de EPPTB.
(B) Auséncia de efeito inibitério do EPPTB sobre as contragdes ritmicas exercidas pela NFZ. (C) Auséncia de
efeito inibitorio do EPPTB sobre a amplitude das contragdes ritmicas do canal deferente. P > 0,05, two-way

ANOVA, teste de Holm-Sidak. n=11.

5.14 Avaliagao da expressao génica de receptores TAAR1 e TAAR4 nos segmentos EP e
PR de canal deferente

A expressdao génica de receptores TAAR1 e TAAR4 foi verificada através da técnica
de RT-PCR. Baseado no estudo de Chiellini et al (2012), o qual aponta o testiculo como sendo
um dos tecidos com maior expressao de TAARI, esse tecido foi utilizado como referéncia na

quantificagdo em referéncia aos valores encontrados para os segmentos EP e PR de canal
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deferente. No estudo de Chiellini et al (2012), a expressdo génica de TAAR4 nao foi detectada
no testiculo de camundongos.

A figura 27A apresenta a expressao génica de TAARI utilizando o testiculo como
referéncia e indicando as expressoes relativas do gene TAAR1 em relagdo aos segmentos EP e
PR. Foi observado que a expressdo do gene no testiculo ¢ superior aos valores encontrados
para os segmentos do canal deferente (P<0,05, teste de Mann-Whitney). A figura 27B
apresenta a expressao génica de TAAR4, indicando que esse gene também € mais expresso no

testiculo do que nos segmentos EP e PR (P< 0,05, teste de Mann-Whitney).

Figura 27 — Expressdao génica dos TAARI e TAAR4 em segmentos EP ¢ PR de canal

deferente e testiculo isolado de ratos.
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Graficos demonstrativos da expressao génica dos TAARI (painel A) e TAAR4 (painel B), mediante utilizagdo de
técnica de RT-PCR, em testiculo e canal deferente isolados de ratos. *, P < 0,05, em comparagdo a expressao

génica no testiculo, teste de Mann-Whitney. n = 12, testiculo; n=8, EP; n=8, PR.

A figura 28A mostra a expressaio do gene TAARI nos segmentos EP e PR
separadamente, indicando que o segmento EP possui expressdo maior do gene TAARI
quando comparado ao segmento PR (P< 0,05, teste de Mann-Whitney). O mesmo foi
observado para o gene TAAR4, como mostra a figura 28B, indicando que esse gene também ¢

mais expresso no segmento EP do que no segmento PR (P< 0,05, teste de Mann-Whitney).
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Figura 28 — Comparagdo da expressdo génica dos TAAR1 e TAAR4 nos segmentos EP e PR

de canal deferente isolado de ratos.
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Graficos comparativos da expressdo génica dos TAARI (painel A) e TAAR4 (painel B), mediante utilizagdo de
técnica de RT-PCR, nos segmentos EP e PR de canal deferente isolados de ratos. *, P < 0,05, EP vs PR, teste de
Mann-Whitney. n=8, EP; n=8, PR.

5.15 Avaliacao da expressao génica de receptores adrenérgicos aia € aip nos segmentos
EP e PR de canal deferente

Também foi avaliada a expressdo génica de dois subtipos de receptores adrenérgicos
no testiculo e canal deferente de ratos. A figura 29A, mostra a expressdo do gene Adrala no
testiculo e nos segmentos EP e PR, indicando que o segmento EP ¢ o que possui maior
expressao para esse gene (P< 0,05, teste de Mann-Whitney). Quando comparados apenas os
segmentos EP e PR, foi demonstrado que o segmento EP possui expressdo génica mais
elevada do que o segmento PR (P< 0,05, teste de Mann-Whitney, figura 29B).

Para o gene Adrald, a avaliacdo da expressao génica em testiculo e segmentos EP e
PR indicou que o segmento EP ¢ o que possui maior expressdo (P< 0,05, teste de Mann-
Whitney, figura 29C). Quando o segmento EP foi comparado isoladamente com o segmento
PR (figura 29D) também foi verificado que este ¢ 0 que possui maior expressdo para o gene
Adrald (P< 0,05, teste de Mann-Whitney).
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Figura 29 — Expressdo génica dos receptores Adrala e Adrald em segmentos EP e PR de

canal deferente e testiculo isolado de ratos.
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Graficos representativos da expressdo génica dos receptores Adrala em testiculo e segmentos EP e PR de canal
deferente isolado de ratos (painel A). Comparagdo entre a expressao génica dos receptores Adrala nos segmentos
EP e PR (painel B). Representag@o da expressao génica dos receptores Adrald em testiculo e segmentos EP ¢ PR
(painel C). Comparacdo entre a expressao génica dos receptores Adrald nos segmentos EP e PR (painel D). *,

P < 0,05, EP vs PR, teste de Mann-Whitney. n=10, testiculo; n=8, EP; n=8, PR.

5.16 Avaliacio da expressdo dos receptores TAAR1 e TAAR4 através de técnica de
Western Blotting

A técnica de western blotting foi aplicada com a finalidade de avaliar se os receptores
TAAR1 e TAAR4 sdo prontamente expressos nos segmentos EP e PR de canal deferente de
ratos. De acordo com Chiellini et al (2012), o TAAR1 é amplamente expresso em testiculo,
por isso esse tecido foi utilizado como parametro de comparagao da expressao dos receptores
para os segmentos EP e PR. Até o momento, ndo existem informagdes a respeito da expressao
de TAAR4 no testiculo.

A figura 30 indica que os receptores TAAR1 (35 kDa) e TAAR4 (39 kDa) foram

detectados e expressos no testiculo e nos segmentos EP (n=7) e PR (n=6). Porém, ndo foi
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observada diferenga significativa na expressdo dos receptores TAAR1 segmentos EP e PR
quando comparados ao testiculo (P > 0,05, one-way ANOVA, teste de Dunn). Para o TAAR4,
foi observada uma menor expressao proteica do receptor no segmento EP em comparacao ao
testiculo (0,41 = 7,4 vs 1,41 £ 31,81; P < 0,05, one-way ANOVA, teste de Dunn) e nao foi

observada diferenca significativa entre a expressao nos segmentos EP e PR.

Figura 30 — Avaliacao da expressao proteica dos receptores TAAR1 e TAAR4 em segmentos

EP e PR de canal deferente isolado de ratos por meio da técnica de Western Blotting

TST / Actina TST / TAART TST / TAAR4

45 kDa | WS- 35KDa AeAA——— 30 kDa —m——
EP / Actina EP / TAAR1 EP / TAAR4

45 KDa W—————— 35 kDa S 39 kDa — e ——
PR / Actina PR / TAART PR / TAAR4

45 kDa WRERERAN, ss5kDa I 39 kDa -

TAAR1 TAAR4

3 3

e e
L £ * ;
JE L B8

] r
EP PR TST EP PR TST

Graficos da expressdo proteica dos receptores TAAR1 e TAAR4 em segmentos EP e PR de canal deferente de

ratos. *, P < 0,05, one-way ANOVA, teste de Dunn; comparagao com o grupo TST.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo descreve os efeitos farmacologicos das aminas-traco B-FEA e
octopamina em preparagdes isoladas de canal deferente de rato. Este tecido € classicamente
usado para avaliacdo quantitativa de agentes adrenérgicos. A resposta funcional desse tecido
aos agonistas a-adrenérgicos consiste em contracdes rapidas seguidas por um rapido
relaxamento quando o estimulo ¢ removido. Na presente abordagem, a responsividade
adrenérgica foi confirmada com uso do agonista adrenérgico fenilefrina, cuja influéncia foi
significativamente inibida por seu antagonista classico fentolamina.

O interesse pelos efeitos das aminas-traco ja tem sido evidenciado ha décadas na
literatura, mas a confirmagdo da existéncia de receptores proprios (receptores TAAR) no
inicio dos anos 2000 fez emergir novamente a curiosidade a respeito das funcdes desses
compostos. Localmente, estudos prévios ja vinham sendo desenvolvidos com essas moléculas
no trato gastrointestinal. Assim, foram descritos efeitos potencialmente mediados por
receptores TAARs em tecidos de fundo de estomago e intestino delgado, embora com
provavel participacao de receptores para outras substincias de importancia fisiologica, como a
5-HT (BATISTA-LIMA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2021).

O estudo de Chiellini et al. (2012) apontou o testiculo de rato como o tecido com
maior expressao de receptores TAAR1 e TAARS, sugerindo a possibilidade da existéncia de
fungdes importantes em 6rgdos relacionados as fungdes reprodutivas masculinas (CHIELLINI
et al., 2012). Além desses receptores, também foram detectadas presengas de TAAR3, TAARA4,
TAARS, TAARG6 e TAARY, embora em menores quantidades de copias de cDNA/ug de RNA
total (em comparagdo aos subtipos TAAR1 e TAARS). Em relacdo a 6rgdos do trato genital,
alguns relatos dos efeitos de aminas como tiramina, octopamina e B-FEA em canal deferente
sdo encontrados na literatura dos anos 1970 e 1980, mas devemos ressaltar o referencial
temporal da época, cuja énfase foi dada a agdo desses compostos como agentes
simpaticomiméticos, uma vez que os receptores TAAR eram entidades celulares ainda
desconhecidas. Em canal deferente, mesmo atualmente, a presenca de receptores TAAR ainda
¢ incerta e o presente estudo prop0Os-se entdo a investigar a acdo das aminas-traco B-FEA e
octopamina na musculatura lisa do canal deferente de ratos e o envolvimento dos receptores
associados as aminas-traco no mecanismo de acdo dessas substincias. No presente estudo,
também consideramos a potencial interacao desses compostos em receptores adrenérgicos.

Em experimentos realizados com o canal deferente sob tonus basal submetido a
presenca de concentragdes crescentes de B-FEA (1-1000 uM) e octopamina (1-1000 pM),

observamos respostas contraturantes dependentes de concentragdo para ambas as aminas-trago.
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No entanto, a octopamina apresentou atividade contraturante mais potente quando comparada
a B-FEA. Também observamos respostas excitatorias na frequéncia das contragdes ritmicas e
na amplitude dos picos dessas contracdes. Nossa abordagem difere das anteriormente
realizadas por outros pesquisadores, ao enfatizarem as agdes desses compostos em contragdes
causadas por estimulos de campo elétrico (HEDQVIST; VON EULER, 1976; LAFI; LEAKE,
1988; CELUCH; JUORIO, 1988).

Borowsky et al (2001) demonstraram respostas funcionais ao receptor TAARI em
oo6citos de Xenopus e em sistemas de células de mamiferos, indicando que a ativacao desse
receptor leva a estimulacdo da adenilil ciclase, aumentando os niveis de AMPc através da
ativacdo da proteina Gqs (BOROWSKY et al, 2001). Em musculo liso, o aumento dos niveis
de AMPc cursa com relaxamento muscular, perfil oposto aos resultados descritos no presente
trabalho quando o canal deferente foi estimulado diretamente com concentragdes crescentes
de B-FEA e octopamina. De fato, observamos respostas contraturantes em ambos 0s casos, no
entanto, ¢ necessaria uma abordagem mais especifica em tecidos musculares de mamiferos
para afirmar de fato qual via de sinalizagdo esta sendo ativada em presen¢a dessas moléculas.

As aminas-traco sdo amplamente descritas como agentes simpatomiméticos de ag¢do
indireta, sendo capazes de promover o efluxo de noradrenalina das vesiculas sindpticas de
neurdnios  simpaticos, possibilitando sua interagdo com receptores adrenérgicos
(SCHONFELD; TRENDELENBURG,1989). Dixon et al (1998), afirmou que nervos
adrenérgicos sdo os mais comuns entre os grupos de fibras nervosas que suprem os canais
deferentes de mamiferos. (DIXON et al., 1998). Quanto aos receptores adrenérgicos, Honner
& Dochert (1999) descreveram que a resposta contratil mediada pela noradrenalina ¢ exercida
principalmente pela ativagdo de receptores adrenérgicos do subtipo a-1A (HONNER;
DOCHERT, 1999).

Antes de avaliarmos de maneira mais minuciosa o envolvimento de receptores
adrenérgicos na contracdo mediada pelas aminas-traco estudadas, resolvemos avaliar o perfil
de resposta da octopamina e da B-FEA frente a estimulagdo por campo elétrico (EFS) no canal
deferente. Essa estimulacdo produziu uma resposta contratil bifésica, onde a primeira fase,
denominada fase 1, era rapida e reversivel, sendo seguida pela fase 2, representada por uma
contragdo tonica sustentada. A presenga de B-FEA e octopamina, ambas na concentragao de
800 uM, nao produziu resposta significativa na tensdo isométrica do tecido frente a
estimulagdo de campo elétrico. Observamos respostas inibitorias na presenca de octopamina
na frequéncia dos picos gerados na fase 2 quando a frequéncia de estimulagdo foide 1,4, S e

7 Hz. Tais resultados diferem dos estudos de Hedqvist e Von Euler (1976), quando estes
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mostraram uma ag¢do inibitéria da estimulagdo elétrica de campo causada pela B-FEA.
Entretanto, tal diferenca pode ser atribuida a diferenca entre espécies, pois o estudo citado foi
realizado em canal deferente de cobaias. Por outro lado, o estudo de Lafi e Leake (1988)
evidenciou que a desnervacao autondmica tecidual ndo interfere com os efeitos da octopamina
em canal deferente de rato, suportando a ideia de que os seus efeitos podem ser pds-sinapticos.

Celuch & Juorio (1988) realizaram experimentos de EFS em segmentos PR de canal
deferente de ratos e constataram que a p-octopamina, quando adicionada sobre o tecido de
maneira nao cumulativa, ¢ capaz de potencializar a resposta contraturante gerada pelo
estimulo elétrico. Em presenca de corinantina, antagonista adrenérgico ai, a p-octopamina
exerceu atividade inibitdria sobre a contratilidade do canal deferente, o que levou os autores a
acreditarem que com o bloqueio do receptor ai, agora ela poderia estar se ligando aos
receptores inibitdrios oz, gerando o estimulo inibitério observado. O estudo de Celuch &
Juorio (1988) levanta a hipdtese de que a p-octopamina parece interagir diretamente em
receptores adrenérgicos.

A EFS tem sido usada hd muitos anos em preparagdes de tecidos isolados com o
intuito de caracterizar os mediadores liberados pelas terminagdes nervosas envolvidas na
contracdo ou no relaxamento do musculo liso (BRITTO-JUNIOR, 2020). Por muitos anos, a
NA foi proposta como o Unico neurotransmissor neste 6rgao, sendo os seus efeitos mediados
por sua agdo nos receptores adrenérgicos (HIRST & NEILD, 1980). No presente trabalho, a
EFS foi utilizada para avaliar se as aminas-trago seriam capazes de gerar resposta
farmacoldgica frente ao tecido isolado, porém ndo foi observada alteracdo da resposta
excitatoria previamente observada na construcao da curva concentragdo-efeito em resposta a
B-FEA. Em contraposicdo, a octopamina inibiu a resposta evocada eletricamente,
especialmente em relacdo a magnitude da fase 2, frequéncia e amplitude pico a pico das
contracdes ritmicas teciduais. O estudo de Ibrahim et al. (1985) evidenciou a liberacdo de m- e
p-octopamina de terminais autondmicos simpaticos, inclusive em canal deferente de rato.
Ainda em experimentos com EFS, Pennefather et al (1974) observaram que a utiliza¢ao dos
antagonistas dos receptores a-adrenérgicos fenoxibenzamina (0,01 pM), fentolamina (10 pM)
e timoxamina (10 pM) foi capaz de bloquear as contragdes ou reverter o aumento de
contragdo produzido pela NA e pela tiramina. Essas observacdes indicam que a densidade de
receptores a-adrenérgicos excitatdrios aparenta ser maior no segmento epididimal do tecido
(PENNEFATHER et al., 1974). Assim, embora ndo tenhamos evidéncias adicionais, ¢
possivel que os efeitos inibitorios observados para a octopamina na EFS possam decorrer de

alteracdo da liberacdo desse composto de terminais pré-sindpticos ou da agdo direta sobre



73

receptores o2, como foi observado por Celuch & Juorio (1988). Tal hipotese, entretanto,
necessitaria ser investigada.

Antes de darmos continuidade a investigagdo de quais receptores poderiam estar
envolvidos na resposta contratii mediada pelas aminas-traco B-FEA e octopamina,
percebemos nos primeiros experimentos que a por¢do EP parecia ser mais responsiva na
constru¢do da curva concentragdo-efeito do que a por¢do PR. Entdo, decidimos avaliar a
resposta dessas por¢des em experimentos isolados.

A diferenca na resposta contratil dos segmentos EP e PR frente a estimulos com
agonistas adrenérgicos, por exemplo, ja foi amplamente discutida em estudos anteriores
(EBONG, 1986; MARCUS; AVELLAR, 1997; DEHPOUR et al., 1995). Porém, o mecanismo
envolvido na resposta contratil mediada pelas aminas-traco em ambos os segmentos de canal
deferente permanece desconhecido, apesar de existirem resultados que apontam para o
provavel envolvimento de interagdo das aminas-trago em receptores a-adrenérgicos (o1 € 02).
Nos experimentos realizados, o segmento EP demonstrou atividade excitatoria superior ao
segmento PR.

O foco do trabalho foi avaliar se os TAARRs podem estar envolvidos na resposta
farmacoldgica das aminas-tragco em canal deferente. Como ja foi descrito anteriormente, a
ativacdo do subtipo TAARI leva a estimulagdo da adenilil ciclase, produzindo relaxamento
muscular. Um dos protocolos utilizados avaliou a resposta do RO5166017, um composto
sintético agonista seletivo TAARI1. Entretanto, as respostas relaxantes foram de pequena
magnitude, embora significativas. Deve-se ressaltar, entretanto, que esse teste ocorreu apenas
com tecidos sujeitos ao estimulo induzido por KCl, fato que ndo nos permite generalizar a
ineficacia desse composto frente a outros estimulos contrateis. Devemos considerar que o
mecanismo de a¢do inibitoria causado pelo acimulo de AMPc pode envolver hiperpolarizagao
da membrana celular mediada pela abertura de canais de K, mecanismo pouco eficaz se
considerarmos que o estimulo induzido pelo KCl ¢ despolarizante. Como ja demonstrado por
Ribeiro-Filho et al. (2012), a hiperpolarizagdo pela abertura de canais de K* é pouco eficaz
em induzir efeitos relaxantes em musculo liso vascular. Por outro lado, devemos considerar
que o antagonista dos receptores TAAR1, EPPTB, ndo alterou o discreto efeito relaxante do
RO5166017 nas condigdes experimentais que foi testado, fortalecendo a hipdtese de que a -
FEA e a octopamina podem estar interagindo com receptores adrenérgicos.

Devida a ag¢do simpatomimética ja descrita para as aminas-trago, decidimos avaliar o
provavel envolvimento de receptores adrenérgicos na resposta mediada pelas aminas-traco.

De acordo com Han et al. (1987) o principal receptor adrenérgico estimulado por agonistas no
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canal deferente de ratos ¢ o subtipo a-1A (HAN et al., 1987). Realizamos experimentos com
contracdo prévia induzida por fenilefrina, classico agonista adrenérgico. Adicionadas no plato
da contragao da fenilefrina, B-FEA e, especialmente a octopamina, induziram potenciacao na
resposta contratil mediada pela fenilefrina. Para a B-FEA foi observada também potenciagao
do efeito, porém sem efeito tdo evidente quanto a octopamina.

Para dar continuidade a avaliagdo do envolvimento de receptores adrenérgicos,
realizamos protocolos com o prazosin, antagonista adrenérgico mais especifico para o
receptor alA, em presenca da curva concentragdo-efeito da fenilefrina e das aminas-trago.
Observamos que o prazosin ¢ capaz de inibir a resposta excitatéria mediada pelas aminas-
traco em concentragdes menores (at¢ 30 uM). Em concentragdes maiores, o antagonista nao
apresentou efeito inibitorio. Mas esse mesmo perfil foi observado também na curva da
fenilefrina na presenca do prazosin, entdo julgamos que a concentragdo do antagonista poderia
estar baixa. Esse protocolo foi conduzido de acordo com o estudo publicado por Marcus &
Avellar (1997).

Para dar continuidade da avaliacdo do envolvimento de receptores adrenérgicos na
resposta excitatoria medida pela B-FEA, também realizamos protocolos experimentais com a
constru¢do de curvas concentracdo-efeito em presenca de fentolamina (10 uM), antagonista
adrenérgico nao-seletivo. Neste protocolo, a a¢do inibitdria foi avaliada apenas para a B-FEA,
visto que o efeito da B-FEA e da octopamina estavam sendo muito semelhantes nos protocolos
envolvendo receptores adrenérgicos, optamos por avaliar apenas uma das aminas e como a f3-
FEA ¢ mais seletiva para os receptores TAAR1 (BOROWSKY et al., 2001), optamos por
utilizar apenas ela no protocolo da fentolamina. Observamos que o antagonista adrenérgico
bloqueou de maneira significativa a resposta excitatéria mediada pela fenilefrina, porém a
resposta excitatoria exercida pela acdo da B-FEA foi bloqueada apenas na concentragdo de
300 uM na curva-concentragdo efeito da amina-traco, mais alta que aquela necessaria para
bloquear a fenilefrina nesse mesmo tecido. De qualquer forma, ¢ importante reconhecer que,
ao menos parcialmente, as agdes da B-FEA podem resultar de acao agonista em receptores al.

Afirmamos que os efeitos decorrem com a expressdo de “ao menos parcialmente” em
func¢do do protocolo experimental seguinte. Seguindo na investigacdo do envolvimento de
receptores adrenérgicos, construimos curvas concentragdo-efeito da fentolamina adicionada
no platd de contracdes prévias causadas por B-FEA, octopamina ou fenilefrina, esta utilizada
como um controle positivo. Observamos que a menor concentragao de fentolamina € capaz de
inibir a contracdo induzida por fenilefrina para cerca de 10% da resposta controle, enquanto

para a octopamina ¢ B-FEA, a mesma concentracdo de fentolamina reduziu a contragdo para
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apenas pouco mais de 50% da contragdo controle, sendo as contracdes causadas pelas aminas
traco mais resistente ao antagonismo da fentolamina. Tais resultados, portanto, depdem contra
a possibilidade de considerarmos que estes compostos sejam puramente agonistas
adrenérgicos, posto que nao faz sentido imaginar que a fentolamina altera sua afinidade pelo
receptor o adrenérgico apenas pela presenga dos compostos aminérgicos. Portanto, o efeito
inibitério em presenca de concentracdes crescentes de fentolamina nos leva a acreditar que
essas aminas ainda podem estar agindo em outros receptores que nao apenas os receptores
adrenérgicos.

A estratégia de avaliar o envolvimento de receptores TAAR nas agdes de aminas-trago
¢ tarefa complexa devida a escassez de ligantes especificos. Anteriormente, ja descrevemos o
emprego do agonista RO5166017, quando verificamos sua baixa efic4cia inibitoria sobre a
pré-contracdo do tecido mediada por 80 mM de KCI. Por outro lado, o unico antagonista
TAAR disponivel no mercado durante a realizacdo do presente estudo foi o EPPTB, sendo ele
seletivo para o receptor TAAR1 (STALDER et al., 2011), porém nao faria sentido utilizar ele
diretamente sobre a curva concentragdo-efeito das aminas-traco porque a agao descrita para o
TAARI ¢ a ativacdo da adenilil ciclase, produzindo efeito inibitério sobre a contragdo
muscular e ndo foi esse o efeito observado para as aminas-trago no presente trabalho. Entdo,
decidimos avaliar se o antagonista TAAR1 seria capaz de interferir na acdo das aminas trago
em condicao de evidente bloqueio com o antagonista adrenérgico. Para isso, utilizamos uma
pré-contracdo causada pela adicdo de PB-FEA ou octopamina, seguida da adigdo de
fentolamina em concentra¢do capaz de induzir abolicdo dos efeitos da fenilefrina, conforme
experimento descrito nos paragrafos anteriores. Na presenca de uma resposta funcional
residual das aminas traco, adicionamos o EPPTB. Apesar disso, ndo observamos alteragdes
das respostas residuais mediadas pelas aminas-traco na presenga do EPPTB. Assim,
consideramos que a B-FEA e a octopamina parecem agir sobre receptores adrenérgicos, porém,
a acdo contraturante delas ndo foi totalmente bloqueada em presenca de dois tipos de
antagonistas adrenérgicos, sugerindo que elas podem estar agindo em outra via de sinalizagao,
ndo identificada na presente abordagem experimental.

Passamos, entdo a investigar alguns mecanismos subjacentes a estimulacdo de
receptores na membrana e que sdo envolvidos com a habilidade das células musculares lisas
em produzir forga contratil. Os canais de Ca** dependentes de voltagem (VOCs) sdo uma das
principais fontes de entrada de Ca** em células excitaveis. Esses canais abrem em resposta a
eventos de despolarizagdo da membrana, como potenciais de a¢do, para permitir o influxo de

Ca®" por meio de seu gradiente eletroquimico (SEISENBERGER et al., 2000). Segundo
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RATZ (2005), a sensibilidade ao Ca?>" ¢ um dos principais pardmetros que regulam a
contragdo da musculatura lisa dos tecidos. Além da sensibilidade ao Ca**, a dependéncia de
voltagem ¢ outra caracteristica importante para induzir o influxo deste cation (RATZ et al.,
2005).

No presente trabalho realizamos protocolos em que o canal deferente foi pré-contraido
com diferentes gradientes de concentracdo de KCl (40, 60, 80 e 120 mM) e em seguida foi
construida a curva concentracao-efeito da B-FEA e da octopamina com a finalidade de avaliar
o papel das aminas-trago sobre a dependéncia de voltagem. Foi observado que a resposta
contraturante exercida pelo KCl foi potencializada apenas quando o tecido foi contraido com
a menor concentragdo (40 mM). Para as outras concentragdes utilizadas (60, 80 e 120 mM) o
efeito contraturante foi mantido, mas ndo potencializado. Até este ponto, a potenciagdao do
efeito contraturante das aminas-traco sobre a pré-contragdo com KCIl 40 mM parece estar
atribuida a dois fatores atuando de maneira sinérgica: a ag¢do simpatomimética sobre
receptores adrenérgicos e a agdo agonista sobre canais de calcio ativados por voltagem (VOC).
Devemos considerar que, similar as aminas-trago, a contragdo da fenilefrina também foi
potencializada nas prepara¢des previamente contraidas por 40 mM KCI, mas ndo aquelas
mantidas em 80 mM KCL

Dando continuidade na avaliagdo do envolvimento de VOC na resposta contratil
exercida pela octopamina, a curva-concentragdo-efeito foi construida em presenga de 10 uM
de nifedipina. O segmento EP possui resposta contraturante mais potente e essa resposta foi
bloqueada a partir da concentragdo de 100 uM em presenga do nifedipina (10 uM). Em um
grupo de experimentos, utilizamos o Ba?" em substituicdo ao Ca®" na solucio de Krebs-
Henseleit e construimos curvas concentracdo-efeito da octopamina (1 — 1000 pM).
Observamos que a contragdo muscular na presenca do Ba®" ndo teve efeito significativo e foi
bem menor quando comparada a solugiio contendo Ca?". Na auséncia de Ca** extracelular, o
Ba®* ¢ capaz de entrar na célula através dos canais VOC e induzir contragio muscular por si
s0 (KARAKI et al., 1986). No entanto, os receptores ativados por ligantes, como no caso do
receptor adrenérgico a-1A, sio impermeaveis ao Ba>* (KARAKI et al., 1986). Esse resultado
volta o nosso entendimento novamente para a acdo simpatomimética das aminas-trago em
receptores adrenérgicos, visto que a contragdo induzida pelo Ba®" foi significativamente
menor quando comparada as contragdes induzidas em meio contendo Ca*" com o receptor
adrenérgico disponivel.

Com a inten¢do de verificar a acdo das aminas-traco em um outro subtipo de receptor

TAAR, resolvemos adquirir a nafazolina (NFZ). A NFZ exerce duas ag¢des importantes ja
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descritas em relacdo ao canal deferente: agonista a-adrenérgico (SANDERS et al., 1975) e
bloqueador de canais de K", prolongando o potencial de agio (GRANA et al., 1991).Porém,
até a presente data, em tecidos isolados de ratos, a NFZ ¢ também descrita como um agonista
de receptores TAAR4 (ALEXANDER et al., 2023). Apesar deste receptor pertencer a mesma
familia do TAARI1, o seu mecanismo de agdo permanece incerto. Como afirmamos
anteriormente, o estudo de Chiellini et al. (2012) demonstrou a presenca desse subtipo de
receptor em testiculos de rato.

Os experimentos iniciais com a NFZ foram conduzidos através da construcao de curva
concentragdo-efeito e indicou que em segmentos EP e PR, a NFZ seguiu um padrio
semelhante de resposta excitatéria da B-FEA e da octopamina, com o segmento EP
demonstrando perfil contraturante mais acentuado em comparagao ao segmento PR.

Esse perfil diferenciado de contracdo, com a por¢cdo EP sendo mais responsiva na
presenga de todas as substancias utilizadas no presente trabalho pode estar associado ao
padrdo de distribuicdo do musculo liso nesses segmentos, sendo o segmento PR composto
quase que completamente por musculo liso disposto circularmente, com faixas finas de
musculo longitudinal dispersas por essa camada circular. No segmento EP, hd propor¢des
aproximadamente iguais de musculo disposto circularmente e longitudinalmente, e estes sdo
dispostos em duas camadas relativamente distintas (PENNEFATHER et al., 1964). Macdonald
& Mcgrath (1980) demonstraram que a diferenga de contratilidade entre as por¢des EP e PR
em relacdo a estimulacdo de receptores adrenérgicos, com a por¢do EP exibindo resposta
excitatoria superior a por¢do PR (MACDONALD; MACGRATH, 1980). Utilizando
metodologia de ensaio de ligagdo de receptor (“receptor binding assay”), Yono et al (2008)
demonstraram que a densidade total de ai-adrenorreceptores foi significativamente menor na
porcdo PR do que na por¢do EP (YONO et al., 2008) e essa informagdo corresponde aos
dados funcionais encontrados no presente trabalho, com a por¢do EP sendo mais responsiva
tanto ao agonista adrenérgico fenilefrina quanto as aminas-trago utilizadas. Assim, as
diferencas regionais nas respostas contrateis podem ser explicadas pela diferenca da
densidade de receptores adrenérgicos encontradas nos diferentes segmentos de tecidos,
também fortalecendo a hipotese das aminas-trago estarem agindo em receptores adrenérgicos.

A NFZ também foi avaliada em relacdo a resposta excitatoria do KCI, onde foi
observado potenciacao do efeito do segmento EP na concentracao de 100 uM de NFZ frente a
pré-contracdo com 40 mM de KCI. Para o segmento PR ndo foi observada potenciagdo do
efeito contraturante da NFZ e nem efeito inibitério em nenhuma concentragao.

Dando continuidade a investigagdo do perfil farmacoldgico da NFZ, realizamos
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protocolos utilizando antagonistas adrenérgicos, fentolamina (3 pM) e prazosin (30 nM), a
fim de avaliar o envolvimento destes na resposta contratil mediada pela NFZ. A fentolamina
(3 uM) foi capaz de inibir a resposta contraturante nas concentracdes de 1 ¢ 3 uM (NFZ), em
concentragdes superiores da curva concentragdo-efeito, o perfil excitatorio foi capaz de
sobrepor a inibicdo causada por esse antagonista. Para o prazosin (30 nM) ndo observamos
efeitos inibitorios frente a curva da NFZ (0,1 — 100 uM). Neste protocolo encontramos
diferencas em relagao ao perfil apresentado pela B-FEA e pela octopamina, visto que o
prazosin (30 nM) foi incapaz de inibir a resposta contratil mediada pela NFZ, nos levando a
considerar que a NFZ ndo parece agir apenas em receptores adrenérgicos.

Uma limitagdo que encontramos no decorrer do desenvolvimento dos protocolos
experimentais foi a inexisténcia de um agonista ou mesmo um antagonista especifico para
receptores TAAR4. Para analisar o provavel envolvimento do subtipo TAAR1 na resposta
mediada pela NFZ, decidimos realizar um protocolo utilizando o EPPTB (50 uM). Apesar de
sabermos que a resposta mediada pelo receptor TAARI ¢ através da ativagdo da proteina Gs
com aumento dos niveis de AMPc, ainda desconhecemos o papel do receptor TAARI na
resposta farmacoldgica do canal deferente. Assim, avaliamos a acdo da NFZ na presenca de
EPPTB, porém, o antagonista foi incapaz de exercer efeito sobre a resposta contraturante
mediada pela NFZ (0,1 — 100 uM).

Em relagdo a expressao génica de TAARs, uma revisdo realizada por Gainetidov et al
(2018) descreveu diversos estudos que utilizaram técnicas de biologia molecular e foram
capazes de detectar a presenca dos genes associados a esses receptores em tecidos de
diferentes espécies, como: rim, pulmdo, estomago, testiculo, intestino delgado, SNC
(GAINETDOV et al., 2018). Chiellini et al. (2012) avaliou a expressao de nove subtipos de
TAAR através de técnica de PCR quantitativo em tempo real e apontou que o testiculo de
ratos possui expressdo significativa para os subtipos TAAR1 e TAARS (CHIELLINI et al.,
2012 ), por isso decidimos utilizar o testiculo como o tecido de referéncia para a avaliagdo da
expressao génica dos receptores TAAR1 e TAAR4 nos dois segmentos do canal deferente de
ratos. Os resultados encontrados indicam que o segmento EP demonstrou expressdo génica
maior de ambos o0s subtipos de receptores em comparaciao ao segmento PR e que o testiculo
teve uma expressao superior do que os segmentos do canal deferente tanto para o TAARI1
quanto para o TAAR4.

Também avaliamos a expressdo génica dos receptores adrenérgicos oia € oip no
testiculo e nos segmentos EP e PR do canal deferente de rato e constatamos que o segmento

EP possui expressdo génica superior ao segmento PR e ao testiculo. Com relagcdo ao canal
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deferente, esses resultados estdo em concordancia com o estudo realizado por Yono et al
(2008), que avaliou a presenga de trés subtipos de receptores adrenérgicos (oia, 0B € 0.ip) NOS
segmentos EP e PR e também detectou que o segmento EP € o que possui a maior expressao
relativa dos genes para os trés tipos de receptores, sendo o subtipo aia 0 que possui maior
expressao (YONO et al., 2008).

Os resultados encontrados através da técnica de RT-PCR, onde os genes para os
receptores foram amplamente expressos, principalmente no segmento EP, nos levam a
interpretar que tanto a B-FEA quanto a octopamina parecem realmente estar se ligando em
receptores adrenérgicos, dado o perfil contraturante observado nos experimentos funcionais
com tecidos isolados em banho de 6rgaos isolados.

Para finalizar a andlise acerca do perfil da resposta associada aos receptores
envolvidos, realizamos experimentos utilizando a técnica de western blotting com a finalidade
de avaliar o perfil de expressdo proteica desses receptores. A expressao proteica foi avaliada
no testiculo e nos segmentos EP e PR do canal deferente. Para o TAARI, a expressdo proteica
esteve presente, porém nao foi observada diferenca quantitativa entre os segmentos EP e PR.
Para o TAAR4, o segmento EP parece ter uma menor expressdo em relacdo ao testiculo.
Também nao foi observada diferenca quantitativa entre a expressao nos segmentos EP e PR.

Os experimentos de expressdo proteica do receptor TAAR4 em canal deferente de
ratos demonstram a existéncia desse receptor no tecido em questdo. Porém, a escassez de
ferramentas farmacologicas, como agonistas e antagonistas mais especificos, foi uma das
limitagdes encontradas no presente trabalho para dar continuidade a investigacdo dos
mecanismos envolvendo esse receptor. Em relacdo ao subtipo TAARI, a existéncia dele em
testiculo ja tinha sido observada por Chiellini et al (2012). Nosso estudo trouxe o dado
adicional de que esse receptor também esta presente no canal deferente de ratos e que nao ha
diferenca na densidade deles entre os segmentos EP e PR.

Abordagens complementares serdo necessarias em estudos posteriores para entender
de maneira mais detalhada a respeito da sinaliza¢do farmacoldgica das aminas-trago no canal
deferente, incluindo a avaliacdo do envolvimento do receptor TAARS. A inexisténcia de
anticorpos e agonistas farmacologicos especificos para esse receptor foi outra limitagdo

encontrada no presente trabalho.
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7 CONCLUSOES

As aminas-trago B-FEA e octopamina exercem acdo contraturante dependente de
concentracdo no canal deferente isolado de ratos, no qual a octopamina apresentou
atividade contraturante mais potente quando comparada a B-FEA;

O efeito das aminas-tragco e da NFZ ¢ mais potente no segmento EP do que no
segmento PR;

O canal deferente possui expressdo génica para os receptores TAAR1 ¢ TAAR4 de
forma mais modesta em relacao ao testiculo.

Existe expressdo proteica dos receptores TAARI e TAAR4 no canal deferente de
ratos, cuja magnitude é comparavel a expressao no testiculo;

Em termos de receptores adrenérgicos, hd expressdo génica dos receptores aja € oip
no canal deferente isolado de ratos.

O efeito contraturante mediado pelas aminas-traco e pela NFZ parece ser através da

ativacao de receptores adrenérgicos, € ndo pela via dos TAARs.
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