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Resumo



O epididimo € um o6rgdo formado por um longo tdbulo enovelado composto por 3
regides anatdbmicas distintas: a cabeca, o corpo e a cauda. A cabeca e o corpo do
epididimo tém papel na maturacédo dos espermatozoides, enquanto que a cauda do
epididimo armazena e mantém os espermatozoides em estado de quiescéncia até
o0 momento da ejaculacdo. A cauda do epididimo é a regidao que apresenta a
camada muscular mais espessa de todo epididimo, estando sobre o controle
principal do sistema nervoso simpatico. Durante o processo de emissédo seminal, as
varicosidades nervosas simpaticas liberam noradrenalina causando a contracédo da
cauda do epididimo e do ducto deferente para que o esperma seja propelido em
direcdo a uretra. Apesar de estudos demonstrarem a presenca e a importancia dos
adrenoceptores a; ha contracdo da cauda do epididimo de rato, os subtipos de
adrenoceptores a; envolvidos ainda ndo foram identificados. Assim, a presente
dissertacdo investigou a expressao dos trés subtipos de adrenoceptores a; na
cauda proximal e distal do epididimo de rato e caracterizou farmacologicamente 0s
subtipos de adrenoceptores a; envolvidos na contracdo da musculatura lisa. Apesar
das porc¢des proximais e distais da cauda do epididimo de rato expressarem mRNA
codificando todos os trés subtipos de adrenoceptores aq;, experimentos com
radioligante revelaram a presenca apenas dos adrenoceptores aia e O1p, €nquanto
gue o adrenoceptor envolvido nas contracdes destes tecidos em resposta a
noradrenalina é o a;a. A cauda do epididimo pode ser um modelo interessante para
a caracterizagao farmacologia de novas drogas com agcdo em adrenoceptores a; e

no estudo dos efeitos de drogas sobre o sistema reprodutivo masculino.

Palavras chave: epididimo; adrenoceptores a;. musculo liso, experimento de

ligacdo com radioligande



Abstract



The epididymis is an organ composed by a single convoluted tubule subdivided into
three distinct anatomical regions: caput, corpus and cauda epididymis. Caput and
corpus epididymis have a role in sperm maturation, while cauda epididymis store
and maintain the sperm in a quiescent state prior the ejaculation. The cauda
epididymis has a thicker smooth muscle layer than the others regions and is under
the control of the sympathetic nervous system. During the emission phase of
ejaculation, noradrenaline released from sympathetic nerve varicosities induces
smooth muscle contraction in the cauda epididymis and vas deferens to propel the
sperm towards the prostatic urethra. Despite some studies reporting the expression
and involvement of a;-adrenoceptors in the contraction of cauda epididymis, the a;-
adrenoceptors subtypes-mediated contraction are unknown. Thus, the present
study investigated the expression of the a;-adrenoceptors subtypes in proximal and
distal rat cauda epididymis using RT-qPCR, radioligand binding and functional
(contraction) assays. The results indicate the expression of mRNA encoding all
three aj-adrenoceptors in the rat cauda epididymis, but radioligand binding studies
reveal the presence of only a;a and ajp-adrenoceptors. In addition, only the aja-
adrenoceptor subtype mediates the contractions of both regions in response to
noradrenaline. The cauda epididymis may serve as good model for the
pharmacological characterization of drugs acting at a;-adrenoceptors and for the

study of the effects of drugs in the male reproductive system.

Key words: epididymis; aj-adrenoceptors subtypes; smooth muscle; radioligand-
binding assay
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Introducao



O epididimo € um o6rgao formado por um tubulo Unico altamente enovelado
que é divido ultra estruturalmente e histologicamente em trés diferentes regides: a
cabeca, o corpo e a cauda do epididimo (Turner, 2008) (Figura 1A). Cada regiao
possui distintas funcdes, sendo que a cabeca e o corpo do epididimo estdo
envolvidos principalmente nos processos de maturacdo dos espermatozoides
enquanto que a regidao da cauda do epididimo esta envolvida principalmente no

processo de armazenamento de espermatozoides (Cornwall, 2009).

Figura 1. (A) Fotografia do epididimo de rato mostrando as suas diferentes regides. Regido 1:
segmento inicial; regido 2: cabeca proximal; regido 3: cabeca distal; regido 4: corpo mediano; regido
5: corpo distal; regido 6: cauda proximal; regido 7: cauda distal; regido 8: ducto deferente (Figura
retirada de Hinton et. al.,1979). (B) Concentracdo de noradrenalina ao longo das diferentes regides

do epididimo de rato (Figura modificada de Kempinas and Klinefelter., 2010).

As diferentes regibes do epididimo recebem inervacdo autondémica
provenientes do ganglio mesentérico inferior, ganglio pélvico maior e géanglio
pélvico acessoério (Ricker et al., 1997) desempenhando um importante papel
regulatério nas fungbes do epididimo, como no armazenamento de

espermatozoides (Billups et al., 1990a), transporte eletrolitico (Chan et al., 1994) e



composicdo protéica do fluido Iuminal (Ricker et al., 1996). As fibras
parassimpaticas provenientes dos nervos pélvicos localizam-se principalmente na
camada epitelial e subepitelial (El-Badawi and Schenk, 1967; Silva et al., 2002),
onde controlam as atividades secretdrias do epitélio e aumentam a contratilidade
da cauda do epididimo por ativacéo de receptores muscarinicos (Siu et al., 2006).
As fibras simpaticas provenientes dos nervos hipogastricos, por sua vez, estao
associadas predominantemente as camadas de musculo liso do epididimo
sugerindo que sua principal funcdo € a modulacdo da atividade contratil do ducto
epididimério. Entretanto, a cauda do epididimo é a regido que recebe maior
inervacdo autonémica (Bell, 1972; Silva et al.,, 2002) e também possui parede
muscular mais espessa que a da cabeca e do corpo (Kempinas et al., 1998a). Além
disso, a cauda do epididimo é a regido que contem as maiores concentracdes dos
neurotransmissores adrenérgicos noradrenalina e adrenalina (Eliasson and Risley,
1968; Kempinas and Klinefelter, 2010; Silva et al., 2002) (Figura 1B).

A desnervacao cirargica ou quimica dos componentes simpaticos tem efeitos
marcantes sobre o epididimo de rato, demonstrando a importancia deste sistema
para o funcionamento deste 6rgdo. Apos remocéo do ganglio mesentérico inferior
de ratos séo observadas mudancas histologicas e no contetudo protéico luminal do
epididimo (Ricker et al., 1996), acumulo de espermatozoides na cauda do
epididimo (Billups et al., 1990a) e mudancas nos parametros de motilidade
espermatica (Billups et al., 1990b). A simpatectomia cirdrgica ou quimica pelo uso
de baixas doses de guanetidina diminui a contratilidade do epididimo de rato,
prolongando o tempo de transito do esperma na cauda do epididimo sem causar
alteracdo na qualidade dos espermatozoides coletados da regido distal da cauda

do epididimo, além de causar um aumento significativo no namero de



espermatozoides armazenados na cauda do epididimo (Kempinas et al., 1998a;
Kempinas et al., 1998Db).

A liberacdo de noradrenalina proveniente da estimulacdo simpatica ativa
adrenoceptores na musculatura lisa levando a contracdo da cauda do epididimo
(Ventura and Pennefather, 1991). Os adrenoceptores possuem em comum a
caracteristica de serem ativados pelas catecolaminas enddgenas noradrenalina e
adrenalina e pertencem a grande familia dos receptores acoplados a proteina G
(G-protein coupled receptors; GPCRs). Os adrenoceptores sédo divididos em trés
familias (a;, a, e B) baseado nas suas propriedades farmacoldgicas, homologia
estrutural e mecanismos de sinalizacdo. Trés subtipos de receptores de cada
familia foram clonados e designados como: Qia, Qip, Aid, O2a, O2b, O2c , B1, B2 € B3
(Bylund et al., 1994; Hieble et al., 1995) e estdo localizados respectivamente nos
cromossomos humanos 8, 5, 20, 10, 2, 4, 10, 5 e 8 (Schaak et al., 2007).

Os adrenoceptores a; (0;-ARs) sdo compostos por uma Unica cadeia
polipeptidica de sete dominios transmembrana com uma por¢cao N-terminal
localizada extracelularmente e uma longa porcdo C-terminal intracelular. Apos
sofrerem ativacéo, se acoplam preferencialmente as proteinas Gga1 resultando na
hidrolise de fosfolipidios de membrana e a subsequente ativacao da fosfolipase C
do tipo B (PLC) gerando dois segundos mensageiros: o inositol(1,4,5)-trifosfato
([Ins(1,4,5)P3] ou IP3) e o diacilglicerol (DAG). O Ins(1,4,5)P3 se difunde no citosol
e se liga a receptores intracelulares presentes no reticulo endoplasmatico
resultando na abertura de canais Ca?* e a contragdo do musculo liso (Minneman,
1988). O DAG ativa a proteina kinase C (PKC) responsavel pela fosforilacdo de
proteinas alvo causando diversas respostas biolégicas celulares. Magnitudes

diferentes de ativacdo da PLC e estimulacdo da producdo de Ins(1,4,5)P3; sao



relatadas para cada subtipo de adrenoceptores a; recombinante sendo elas
a1a>015>01p (Hawrylyshyn et al., 2004).

Os subtipos de adrenoceptores a; sdo descriminados farmacologicamente
por varios compostos que exibem afinidades subtipo-seletivas. O adrenoceptor aia
€ reconhecido por apresentar uma alta afinidade aos ligantes 5-methylurapidil e RS
100329 (30-100 vezes) (Gross et al., 1988; Williams et al., 1999). O adrenoceptor
aip por sua vez exibe afinidades 30 vezes maiores ao antagonista BMY 7378 que
0s outros dois subtipos de adrenoceptores a; (Goetz et al., 1995). Além dos trés
subtipos de adrenoceptores a; classicamente conhecidos, um quarto subtipo
(adrenoceptor ai) foi proposto devido a sua caracteristica baixa afinidade pelo
prazosin (Flavahan and Vanhoutte, 1986; Muramatsu et al., 1990). Adicionalmente,
0 adrenoceptor a;_ € caracterizado farmacologicamente por possuir baixa afinidade
ao 5-methylurapidil, RS-17053 e BMY 7378 e alta afinidade ao silodosin e
tamsulosin (Ford et al., 1996; Hiraoka et al., 1999; Muramatsu et al., 2008).
Atualmente, acredita-se que o adrenoceptor a;. € uma manifestacdo fenotipica do
adrenoceptor a;a, uma vez que os adrenoceptores a; hdo sao encontrados em
camundongos nocautes para o gene que codifica o adrenoceptor a;a (Daniels et al.,
1999; Gray et al., 2008; Muramatsu et al., 2008).

Os primeiros estudos realizados com agonistas adrenérgicos e colinérgicos
na intensificacdo de contracbes espontdneas dos tubulos epididimarios de rato
indicaram um envolvimento mais proeminente de receptores adrenérgicos (a e )
em relacdo a receptores muscarinicos (Hib, 1976; Pholpramool et al., 1984).
Posteriormente, o efeito contratil de agonistas adrenérgicos no epididimo de rato foi
creditado principalmente a ativacdo de adrenoceptores a (Pholpramool and

Triphrom, 1984) e especificamente pela ativagdo de adrenoceptores a; sem o



envolvimento de adrenoceptores a, (Ventura and Pennefather, 1991, 1994).
Entretanto, experimentos de micropuntura in vivo realizados mediante o uso de
agonistas e antagonistas de adrenoceptores a sugerem o envolvimento de
adrenoceptores a; e a, nas respostas contrateis da cauda do epididimo de rato,
principalmente na regido proximal da cauda do epididimo. (Chaturapanich et al.,
2002).

Estudos moleculares identificaram a presenca de transcritos (MRNA)
codificando cada um dos trés subtipos de adrenoceptores a; ao longo do epididimo
de rato, com a predominancia do transcrito ai, na regido da cabeca e maior
abundancia dos a;, € a;g MRNAS na regido da cauda (Queiroz et al., 2002). Além
disso, o0 mesmo estudo demonstrou a predominancia da expressao do
adrenoceptor a;a ha regido da cabeca e da cauda do epididimo por experimentos
de ligacdo do [*H]Prazosin em preparacdo de membrana destas regifes do
epididimo. Em concordancia com esses dados, ensaios de imunohistoquimica
detectaram a presenca de adrenoceptores a;a nas células de musculo liso, em volta
dos tdbulos epididimarios e vasos sanguineos, e em subpopulacdes de células
epiteliais da regido da cabeca e da cauda do epididimo com uma maior abundancia
na regido da cauda do epididimo (Queiroz et al., 2008).

Apesar de alguns estudos ja terem descrito o perfil de expressdo molecular
dos subtipos de adrenoceptores a; presentes na cauda do epididimo, a identidade
dos subtipos de adrenoceptores a; envolvidos nas repostas contrateis do musculo
liso da cauda proximal e distal do epididimo de rato ainda é desconhecida.

Devido a importante funcdo da cauda do epididimo no processo de
transporte de espermatozoéides e na emissdo do ejaculado, o entendimento do

papel funcional e fisiolégico dos subtipos de adrenoceptores a; presentes na cauda



do epididimo € importante, uma vez que drogas atuantes sobre estes receptores

podem afetar a fertilidade masculina.



Objetivos



Os objetivos especificos da presente dissertacao foram:

e Quantificar a expressao de mRNA dos trés subtipos de adrenoceptores a; na

cauda proximal e distal do epididimo de rato.

e |Investigar a distribuicdo protéica dos subtipos de adrenoceptores a; na
cauda proximal e distal do epididimo de rato através de ensaios de

competicéo da ligacdo do radioligante [*H]Prazosin com ligantes seletivos.

e Caracterizar farmacologicamente o0s subtipos de adrenoceptores oy

envolvidos na contragéo da cauda proximal e distal do epididimo de rato.



Material e métodos



1. Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar adultos (15 a 20 semanas de idade)
provenientes do biotério do Departamento de Farmacologia da Universidade
Estadual Paulista — UNESP de Botucatu. Os animais foram mantidos em condi¢des
de luz (12/12 h claro/escuro) e temperatura controladas (22-25°C) com livre acesso
a comida e agua. Todos os procedimentos experimentais foram realizados de
acordo com as normas do Comité de Etica para o Uso de Animais de

Experimentacdo da UNESP — BOTUCATU (Protocolo n° 294-CEEA).

2. Isolamento dos tecidos

Os ratos foram decapitados com o uso de guilhotina e os epididimos
juntamente com um segmento do ducto deferente foram retirados. Apos o
isolamento da regido da cauda do epididimo, o tubulos epididimarios
correspondentes a porcao proximal (regido 6) ou distal (regido 7) da cauda do
epididimo de rato distinguidos segundo Hinton et al (Hinton et al., 1979) foram
separados (Figura 1A). Posteriormente, os tubulos de ambas as regides foram
cuidadosamente desenovelados e limpos de seus tecidos adjacentes. Através do
uso de uma seringa contendo solucéo nutritiva, o limen dos tabulos epididimarios

foi lavado e preparado para posterior uso nos experimentos descritos abaixo.

3. Experimento de transcricdo reversa seguido de reacdo em cadeia da
polimerase quantitativa em tempo real (RT-qPCR)
3.1 Extracdo do RNA total

Os tecidos isolados de ambas as regides (n=8 por regido) da cauda do

epididimo de quatro ratos foram colocados em tubos estéreis de 15 ml, com adi¢cao



de 1 ml de Trizol (Invitrogen Life Technologies®). Posteriormente, as amostras
foram congeladas em freezer a -80°C até a realizacao da extracdo do RNA total.

A extracdo do RNA total foi realizada pelo protocolo Trizol com pequenas
modificacbes segundo o0s seguintes procedimentos: as amostras foram
descongeladas, trituradas (Polytron UltraTurrax T-25) e mantidas a temperatura
ambiente por um periodo de 5 minutos seguido da adi¢cdo de 200 pl de cloroférmio
gelado. Em seguida, as amostras foram agitadas por 15 segundos e mantidas no
gelo por mais 3 minutos. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a
14.000 x g (12000 rpm) por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa (sobrenadante) foi
retirada do tubo e transferida para um tubo estéril com 500 pl de isopropanol. Em
seguida, a mistura formada foi mantida a -20°C por um periodo minimo de 20
minutos e centrifugada a 19.000 x g (14000 rpm) por 10 minutos a 4°C. O
precipitado formado foi separado do sobrenadante e adicionado 1 ml de etanol 75%
gelado. Apos a adicdo do etanol, a amostra foi homogeneizada e centrifugada por
15 minutos a 4°C. O sobrenadante formado foi descartado e o material precipitado
foi seco em temperatura ambiente.

Posteriormente, 10 ul de agua foi adicionado ao precipitado para a
ressuspensao e dissolucédo do RNA total.

As concentracdes de RNA total de todas as amostras foram mensuradas por

espectrofotometria (ND-2000, Nanodrop®).

3.2 Transcricéo reversa
Com o propésito de eliminar a contaminagédo por DNA gendmico, o RNA total
das amostras foi tratado com DNAse | (Invitrogen®). O volume correspondente a 1

Mg de RNA foi transferido para um tubo estéril e adicionou-se 1 ul de tampéao de



DNAse, 1 pl de DNAse e agua suficiente para completar um volume final de 10 pl.
Em seguida, a solucdo foi mantida por 15 minutos a temperatura ambiente e
acrescentados 1 pl de EDTA (25 mM). Posteriormente, a solucdo foi incubada a
65°C por 10 minutos. A transcricdo reversa foi realizada segundo o protocolo
SuperScript Il (Invitrogen®). Em suma, ao RNA tratado com DNAse de cada
amostra foram adicionados 1 pl de oligonucleotideo iniciador Oligo (dt), 1 pl de
dNTP Mix e 3 ul de 4gua. Em seguida, a solucéo foi incubada a 65°C por 5 minutos
e a seguir mantida em gelo por 2 minutos. Posteriormente, foram adicionados a
solucéo 4 ul de tampéo “First Strand” 5X, 1 pl de DTT (0,1M), 1 ul de Superscript Il
e 1 ul de “RNAseOUT Inhibitor”. A solu¢ao formada foi sequencialmente incubada a
50°C por 50 minutos, 70°C por 15 minutos e armazenadas a -20°C até a utilizacao

no PCR.

3.3 Oligonucleotideos iniciadores

A reacdo de PCR em tempo real foi realizada com oligonucleotideos
iniciadores especificos para os 3 subtipos de adrenoceptores a; do rato. As
sequencias dos oligonucleotideos iniciadores foram obtidas de Yono e
colaboradores (Yono et al., 2008) e estéao disponiveis no GenBank (Tabela 1).
Tabelal. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na reacdo de PCR
em tempo real, tamanho dos produtos de PCR formados e nimero de acesso do

mRNA dos 3 subtipos de adrenoceptores aj.

MRNA Sequencia (5'- 3") Tamanho do N° acesso

produto (pb)

Adrenoceptor a;a Sense CGAGTCTACGTAGTAGCC 203 NM_017191
Antisense GTCTTGGCAGCTTTCTTC
Adrenoceptor a;5 Sense ATCGTGGCCAAGAGGACC 201 NM_016991

Antisense TTTGGCTGCTTTCTTTTC
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Adrenoceptor a;p Sense CGCGTGTACGTGGTCGCAC 219 NM_024483
Antisense CTTGGCAGCCTTTTTC

pb (pares de base)

3.4 PCRemtempo real

As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas em placas de 96 pocos,
contendo em cada poco: 12,5 ul 2x Syber Green, 9,5 pl de agua, 1ul de
oligonucleotideo iniciador (200nM-300nM) sense e antisense respectivo ao subtipo
de adrenoceptor a; a ser investigado e 1ul do cDNA das amostras, completando
um volume total de 25 pl. Durante 40 ciclos de PCR, as condi¢des de amplificacao
foram ciclicamente alternadas, como se segue: desnaturacdo a 94°C por 15
segundos, anelamento a 60°C por 1 minuto e extenséo a 72°C por 30 segundos. A
deteccéo foi realizada através do aparelho ABI Prism 7500 Sequence Detection
System (Applied Biosystem). As amostras foram analisadas em duas placas, uma
contendo o cDNA proveniente da cauda distal do epididimo de rato e outra
contendo o cDNA da cauda proximal. Desta maneira, cada placa permitiu a
guantificacdo da expressao dos 3 subtipos de adrenoceptores a; correspondente a
uma Unica regido. Para tanto, para cada placa foi construida uma curva padréo
para cada um dos trés subtipos de adrenoceptores a;. Controles negativos (agua
estéril) foram adicionados em ambas as placas. Todas as amostras utilizadas na
reacdo foram analisadas em duplicata. A especificidade dos oligonucleotideos

iniciadores foi verificada pela curva de dissociacéao.

3.5 Geracao das curvas padréao

As curvas padrao foram geradas a partir da diluicdo seriada dos produtos de

PCR purificados de cada um dos trés subtipos de adrenoceptores a.
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Em suma, uma das amostras obtidas da cauda distal do epididimo de rato foi
selecionada aleatoriamente e submetida a uma reagdo de PCR em tempo real
(descricdo acima). Apos a reacdo de PCR os produtos dos 3 subtipos de
adrenoceptores a; foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%. As
amostras foram visualizadas e o tamanho do fragmento observado correspondeu
ao esperado. Em seguida, os produtos de PCR foram purificados utilizando-se o kit
Invisorb® Fragment CleanUp — STRATEC Molecular segundo as instru¢des do
fabricante. Os produtos de PCR purificados foram quantificados por
espectrofotometria (ND-2000, Nanodrop®) e armazenados a -20°C até a sua
utilizagéo.

No total seis diluicbes seriadas dos produtos purificados de PCR foram
utilizadas para a confeccdo da curva padrdo. Os valores absolutos das diluicbes
dos produtos purificados de PCR variaram aproximadamente entre 32.000 —
3.200.000 copias/pl. As curvas padrao foram obtidas pela plotagem dos valores de
Threshold Cycle (Ct) no eixo-Y e o log da concentracdo (copias/ul) dos produtos
purificados de PCR no eixo-X. Posteriormente, a curva padrao foi analisada por
uma regressao linear.

O numero de copias foi determinado pela seguinte formula (Godornes et al.,
2007):

Numero de copias / ul =

6.022 X 10%® (moléculas / mole) X DNA (g / pl)
numero de pares de base X 660 daltons

Onde,
6.022X10% (moléculas/mole): nimero de Avogrado

660 Da: peso médio de um par de bases

12



3.6 Eficiéncia de amplificacdo
O valor de inclinagcdo da reta obtido pela regressao linear de cada curva
padrao gerada foi utilizado para se calcular a eficiéncia (E) de amplificacdo do PCR

de acordo com a seguinte equacao (Dhanasekaran et al., 2010):

E=10 (-Vinclinag&o) _ 1

3.7 Quantificacao absoluta das amostras

A quantificagdo absoluta foi determinada pela relacdo dos valores de C;
obtidos de cada amostra de um dos 3 subtipos de adrenoceptores a; amplificados
com a sua respectiva curva padrdo gerada por interpolacdo na regressao linear

obtida.

4, Experimentos de ligacéo do radioligante [*H]Prazosin em segmentos de
tecido intacto

Os experimentos com radioligante em segmentos de tecido intacto foram
realizados como descrito previamente por (Muramatsu et al., 2005). Em resumo,
os tubulos epididimarios isolados da porcdo proximal ou distal da cauda do
epididimo de rato foram cortados em pequenos segmentos (3 mm). Cada
segmento foi incubado com [*H]Prazosin por 16 a 18 h & 4°C em 250 ul de solucéo
tampéo de Krebs (135.7 mM NacCl, 5.9 mM KClI, 1.2 mM MgCl;, 2.0 mM CacCl,, 1.2
mM NaH;PO4, 10.5 mM NaHCOg3 e 11.5 mM glicose, pH 7,4).

Nos experimentos de saturacdo da ligacdo foram utilizadas concentracdes
crescentes de [*H]Prazosin (20-2000 pM) e as curvas de competicdo foram
realizadas com [*H]Prazosin 350 pM. Apés o periodo de incubacdo, os segmentos

de tecidos foram rapidamente secos em papel de filtro, transferidos para tubos de
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plasticos contendo 1.5 ml de solucdo tampao de Krebs a 4 °C e gentilmente
agitados por 1 minuto a 1200 rpm. Posteriormente, os segmentos de tecidos foram
secos em papel de filtro e solubilizados em 500 ul de solugdo 0.3 M de NaOH a
37°C. Durante o periodo de solubilizagdo, os tubos foram fortemente agitados
varias vezes. Os segmentos de tecidos demoraram cerca de 24h para a completa
solubilizacdo. A medicdo da radioatividade foi realizada com aliquotas de 100 pl de
cada amostra dissolvida com a adicéo de 4 ml de liquido de cintilagcdo (Optiphase
Hi Safe 3, Perkin Elmer). A contagem da radiacao foi realizada em um contador de
cintlacdo liquida. A ligacdo especifica foi determinada pela subtracdo da
guantidade de ligacdo radioativa mensurada na presenca de fentolamina 100 uM
da ligacéo radioativa total mensurada por mg de proteina. Os experimentos foram
realizados em duplicata para cada concentracdo do [°H]Prazosin usado nos
experimentos de saturacdo. A abundancia de adrenoceptores a; foi representada
pela ligacdo maxima obtida pelo total de proteina mensurada no tecido (fmol por
mg total de proteina no tecido). A quantidade de proteina total de cada segmento
de tecido foi mensurada pelo método de Bradford, utilizando albumina sérica

bovina como padréo (Bradford, 1976; Ernst and Zor, 2010).

5. Estudos de contracao in vitro

Os tubulos epididimarios correspondentes as porc¢des proximal ou distal da
cauda do epididimo foram cortados em segmentos de aproximadamente 1,5 cm de
comprimento e utilizados para a realizacao do registro digital de tenséo isométrica.
Os tecidos isolados foram mantidos em camaras musculares de 10 ml contendo
solucdo nutritiva de Tyrode modificada (Picarelli et al., 1962) com a seguinte

composicao (mM): NaCl 138; KCI 5.7; CaCl, 1.8; NaH,PO, 0.36; NaHCO3 15 e
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glicose 5.5, pH 7,4). A solugéo nutritiva foi diluida em agua destilada e aerada
continuamente com uma mistura carbogénica (95% O», 5% CO,), pH 7,4 a 30°C.
Posteriormente os tubulos epididimarios foram distendidos a uma tensao
basal de 0.5 g (regido proximal) ou 1 g (regido distal) e deixados estabilizar por um
periodo de 30 minutos, com troca periodica da solucdo de Tyrode a cada 15
minutos. Em seguida, “choques” de KCI (80mM) foram realizados para determinar a
viabilidade e proporcionar a estabilizacdo da resposta maxima do tecido.

Ap6s um periodo de 30 minutos de repouso, duas curvas concentragao-
resposta a noradrenalina foram construidas nos tubulos epididimarios pela adicao
cumulativa da droga ao banho com um intervalo minimo de 45 minutos entre elas
para checar a reprodutibilidade das contragbes. A segunda curva concentracao-
resposta a noradrenalina foi considerada a curva controle.

Apés a construcdo da segunda curva concentracao-resposta a noradrenalina
(curva controle), curvas concentracao-resposta a noradrenalina foram realizas na
presenca de concentracfes crescentes dos antagonistas seletivos prazosin (a;-AR
seletivo), ioimbina (a,-AR seletivo), 5-methylurapidil (a;a-AR seletivo), RS 100329
(a1a-AR seletivo) e BMY 7378 (a1p-AR seletivo).

Todos antagonistas foram adicionados ao banho apds o término da
construcéo da curva concentragao-resposta controle e deixados em contato com o
tecido por pelo menos 45 minutos até a construgcdo das curvas concentracao-
resposta a noradrenalina seguinte.

Todas as curvas concentracao-resposta a noradrenalina foram realizadas na
presenca de um coquetel com cocaina (3 uM), cortisona (10 uM) e propranolol (0.1
MM) para o blogueio dos processos de captacdo neuronal, extraneuronal e

adrenoceptores 1 e B2, respectivamente.
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6. Analise dos dados

Nos experimentos com radioligante, os dados obtidos com os estudos de
competicdo foram primeiramente analisados para o modelo de um sitio de ligacéo e
posteriormente para o modelo de dois sitios de ligacéo utilizando o programa de
microcomputador GraphPad Prism (Versdo 5.00, Graph Pad Software, San Diego,
CA, USA). Se a soma residual dos quadrados foi significantemente menor para a
analise de dois sitios do que a de um sitio (p <0,05), o modelo de dois sitios foi
aceito (teste F para comparacao).

As curvas concentracao-resposta obtidas nos experimentos funcionais foram
normalizadas pela porcentagem da resposta maxima da segunda curva
concentragao-resposta de noradrenalina construida (curva controle). A poténcia da
noradrenalina estimada nas diferentes condi¢des foi apresentada como o valor de
pPECso, 0 negativo do logaritmo da concentracéo efetiva do agonista que é capaz de
produzir 50% da resposta maxima. As afinidades dos antagonistas (pKg) foram
determinadas por analise de Schild (Arunlakshana and Schild, 1959).

Todos os dados obtidos foram analisados pelo programa GraphPad PRISM
(Versao 5.00, Graph Pad Software, San Diego, CA, USA). Os valores foram
apresentados como média + erro padrdo da média de n experimentos. As
diferencas entre os valores médios foram analisadas através do test t de Student
nao pareado, ou Anova seguido de Tukey para comparagcdes multiplas. Diferencas

significativas foram consideradas quando o valor de p<0,05.

7. Drogas e reagentes

Prazosin (prazosin hydrochloride), propranolol ((z)-propranolol hydrochloride),

loimbina (Yoimbine), BMY 7378, 5-methylurapidil, Research Biochemicals
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International (Natick, MA, USA); RS 100329, Tocris Bioscience (Bristol, UK);
Acetato de cortisona (Cruz Vermelha); Noradrenalina ((L)-(-)-Norepinephrine
bitartrate salt monohydrate), Dimetilsulféxido (DMSO), Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA); Cocaina (cocainum hydrochloricum puriss), (Boehringer Ingelhein

GmbH, Ingelhein, Germany).

17



Resultados



1. Expressdo de mRNA para os subtipos de adrenoceptores a; na cauda
do epididimo de rato

A quantificacdo absoluta pela técnica de PCR em tempo real pode ser
conveniente, pois permite a comparacao da expressdo de mRNA dos diferentes
subtipos de adrenoceptores a;. Entretanto, é necessaria a construgcdo de uma
curva padrao para cada um dos 3 subtipos de adrenoceptores a;. Na figura 2 estao
representadas as curvas padrdo construidas a partir do produto purificado da
reacdo de PCR dos subtipos de adrenoceptores a;. As curvas padréo
apresentaram coeficiente de correlacdo (r’) médio de 0.989. A eficiéncia de
amplificagdo do PCR variou entre as curvas com uma média de inclinagéo de -2.93
(Figura 2). Nao houve diferenca entre as inclinaces das retas geradas a partir da
curva padrao (p>0,05).

Estabelecidos os parametros das curvas padrdo, os valores de Ct obtidos das
reacdes de amplificacdo dos cDNAs das regides proximal e distal da cauda do
epididimo de rato foram interpolados na regressado linear correspondente a sua
curva padrdo e quantificados em copias por pl de DNA. Os resultados obtidos
mostram a expressao de mRNA dos trés subtipos de adrenoceptores a; na cauda
distal e proximal do epididimo de rato. Entretanto, ha diferencas na expressao dos
subtipos de adrenoceptores a; (Fig. 3; p<0,05). A Figura 3A mostra a expressao de
MRNA que codifica cada um dos subtipos de adrenoceptores a; na porcao proximal
da cauda do epididimo de rato. Os dados obtidos mostram diferentes niveis
absolutos de mRNA entre os subtipos de adrenoceptores a; na propor¢ao de aiq
>012> Ap (P<0,05).

Na Figura 3B € mostrada a expressdao de mRNA codificante para os subtipos

de adrenoceptores a; presentes na cauda distal do epididimo de rato. Os niveis
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absolutos de mRNA obtidos foram diferentes entre os subtipos de adrenoceptores

0y na proporgao de ai5= ai4 > ayp (P<0,05).

A

22 22
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Figura 2. Curvas padrdo construidas com os produtos de PCR purificados dos
adrenoceptores a;, (A e D), ai, (B e E) e a4 (C e F) da cauda proximal (A, B e C) e distal
(D, E e F) do epididimo de rato. Cada simbolo representa a média + epm de 8 amostras de

4 ratos.
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Figura 3. Expressao absoluta do mRNA codificadores dos 3 subtipos de adrenoceptores a;
na cauda proximal (A) e distal (B) do epididimo de rato. Dados apresentados como média +
epm de 8 amostras provenientes de 4 ratos. Diferentes letras indicam diferencas

significativas (P<0,05).
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2. Experimentos de ligagdo com o radioligante [°H]Prazosin em
segmentos de tecidos intactos na cauda proximal e distal do epididimo de
rato

2.1 Saturacao daligacéo

O radioligante [*H]Prazosin (20-2000 pM) se ligou de maneira concentrac&o-
dependente aos segmentos da cauda proximal do epididimo de rato (Fig. 4A-B)
com ligacao inespecifica de = 25% da ligacdo total na concentracdo de 320 pM
(proxima aquela correspondente a constante de dissociacdo no equilibrio, Kp). O
coeficiente de Hill estimado foi aproximado da unidade (1.06), indicando que a
ligacdo especifica do [*H]Prazosin é condizente com um Gnico sitio. A constante de
dissociacdo (pKp) e a maxima capacidade de ligacdo (Buax) calculadas foram de
9.59+0.28 pM e 132+41 fmol.mg™ proteina, respectivamente (n=6).

Nos segmentos de tecido intacto da cauda distal do epididimo de rato, o
radioligante [*H]Prazosin (20-2000 pM) também se ligou de maneira concentragéo-
dependente (Fig. 4C-D). A ligacéo inespecifica na concentracédo de 320 pM foi de =
30% da ligacao total e o coeficiente de Hill calculado foi proximo da unidade tedrica
(0.75). A constante de dissociacdo (pKp) e a maxima capacidade de ligacédo (Bmax)
foram de 9.40+0.21pM e 134428 fmol.mg™ proteina, respectivamente (n=7).

Os dados obtidos indicam a presenca de densidades semelhantes de
adrenoceptores a; em segmentos proximais e distais da cauda do epididimo de
rato. Além disso, ndo houve diferenca significativa entre os valores de pKp nas

regides investigadas (Tabela 2).
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Figura 4. Curva de saturacdo da ligacdo do [*H]Prazosin em segmentos de tecido intacto
na cauda proximal (A, B) e distal da cauda do epididimo de rato (C, D). Cada simbolo

representa a média £ epm de 6 ou 7 experimentos.

Tabela 2. Valores da constante de dissociacéo (pKp) e maxima capacidade de

ligac&o (Bwax) do [*H]Prazosin na cauda do epididimo de rato.

Regido pKp Bwmax (fmol.mg™ proteina)
Proximal 9.59+0.28 132+41
Distal 9.40+0.21 134428

Valores estdo apresentados como média + epm de 6 ou 7 experimentos.

22



2.2 Analises daligacdo competitiva

Com o objetivo de investigar os subtipos de adrenoceptores a; presentes na
cauda do epididimo de rato, curvas de competicdo foram realizadas através da
utilizagdo de ligantes seletivos.

As curvas de competicdo da ligacéo especifica do [*H]Prazosin pelos ligantes
seletivos realizadas na presente dissertacdo estdo representadas na figura 5 e 6
para as regides proximal e distal da cauda do epididimo de rato, respectivamente.

O ligante prazosin (ndo seletivo para os subtipos de adrenoceptores a;) inibiu
toda a ligacdo especifica do [PH]Prazosin com afinidade condizente & esperada
para os 3 subtipos de adrenoceptores a;. A curva de competicdo foi monofasica
indicando a presenca de um unico sitio de ligacdo para este ligante na cauda do
epididimo de rato (Fig. 5A e 6A).

Os ligantes 5-methylurapidil e RS 100329 (seletivos para o subtipo de
adrenoceptor a;4) foram capazes de inibir toda a ligacéo especifica do [*H]Prazosin
com afinidades semelhantes aquelas encontradas para o subtipo de adrenoceptor
aia. As curvas de competicdo foram monofasicas indicando um Unico sitio de
ligacdo em ambos ligantes (Fig. 5B-C e Fig. 6B-C).

O ligante BMY 7378 (seletivo para o adrenoceptor a;p) foi capaz de inibir
totalmente a ligacdo especifica do [*H]Prazosin. Entretanto, a competicdo foi
bifasica indicando a presenca de dois sitios de ligacdo: um de alta afinidade
condizente com aquela esperada para o subtipo de adrenoceptor aip e outro de
baixa afinidade condizente com aquelas encontradas para o0s subtipos de
adrenoceptores aia e aig. As proporcdes dos sitios de alta afinidade foram de 49%
para a regiao proximal e 52% para a regido distal da cauda do epididimo rato (Fig.

5D e Fig. 6D).
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As afinidades estimadas dos ligantes seletivos utilizados no presente trabalho
indicam a presenca propor¢cdes semelhantes de proteinas correspondentes aos
subtipos de adrenoceptores aia € a;p em ambas as regides da cauda do epididimo
de rato. Os valores de pKi obtidos na cauda proximal e distal do epididimo de rato
estdo apresentados na tabela 3 (regido proximal) e 4 (regido distal),
respectivamente.

Para facilitar a interpretacdo dos dados, os valores de pKi estimados na
cauda do epididimo de rato sdo comparados com valores de pKi retirados da
literatura para cada um dos trés subtipos de adrenoceptores a; recombinantes

(Tabela 5).
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Figura 5. Curvas de competicdo da ligacdo especifica do [*H]Prazosin pelos ligantes
prazosin (A), 5-methylurapidil (B), RS 100329 (C) e BMY 7378 (D) na cauda proximal do
epididimo de rato. Cada ponto representa a média + epm de 3-4 experimentos.

Tabela 3. Afinidades estimadas (pKi) para os ligantes de adrenoceptores a; em

segmentos de tecido intacto na cauda proximal do epididimo de rato e respectivos
coeficientes de Hill (nHill).

pKi (maior) pKi (menor) -nHill
Prazosin 9.03+0.17 - 0.84+0.17
5-Methylurapidil 9.28+0.12 - 0.80+0.16
RS 100329 9.32+0.18 - 0.83+0.17
BMY 7378 8.98+0.47 6.28+0.42 0.53+0.12

Valores estdo apresentados como média + epm de 3-4 experimentos.
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Curvas de competicdo da ligacdo especifica do [*H]Prazosin pelos ligantes

prazosin (A), 5-methylurapidil (B), RS 100329 (C) e BMY 7378 (D) na cauda distal do
epididimo de rato. Cada ponto representa a média + epm de 4-5 experimentos.

Tabela 4. Afinidades estimadas (pKi) para os ligantes de adrenoceptores a; em

segmentos de tecido intacto na cauda distal do epididimo de rato e respectivos

coeficientes de Hill (nHill).

pKi (maior) pKi (menor) -nHill
Prazosin 9.22+0.16 - 0.83+0.13
5-Methylurapidil 9.09+0.17 - 0.84+0.08
RS 100329 9.34+0.10 - 1.01+0.13
BMY 7378 8.91+0.39 5.92+0.57 0.42+0.08

Valores estdo apresentados como média + epm de 4-5 experimentos.

26



Tabela 5. Afinidades dos ligantes de adrenoceptores a; na cauda do epididimo de rato

e em células recombinantes expressando cada um dos 3 subtipos dos adrenoceptores

a; recombinantes.

Proximal Distal pKi"”
pKi (maior) pKi (menor) pKi (maior)  pKi (menor) dia dip dip
Prazosin 9.03+0.17 - 9.22+0.16 - 9.00 9.90 9.50
5-Methylurapidil ~ 9.28+0.12 - 9.09+0.17 - 9.02 714 772
RS 100329 9.36+0.17 - 9.34+0.10 - 9.60 7.50 7.90
BMY 7378 8.98+0.47 6.28+0.42 8.9+£0.39 5.9+0.57 7.04 692 8.59

Valores estdo apresentados como média + epm de 3-5 experimentos.

* Valores retirados de Nojimoto et al. e Williams et al. (Nojimoto et al., 2010; Williams et al., 1999)
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3. Estudos de contracao
3.1 Contracdes da cauda do epididimo de rato a noradrenalina

A noradrenalina induziu contracdes concentracao-dependente na cauda do
epididimo de rato. A contracdo induzida pela noradrenalina é exemplificada por um
registro tipico obtido da regiao proximal (Figura 7A) e distal (Figura 7C).

A andlise das curvas concentracédo-resposta a noradrenalina obtidas na cauda
proximal do epididimo de rato apresentaram um valor de pECs, 6.88+0.08 e
resposta maxima de 0.39+0.02 g (Figura 7B) enquanto que na cauda distal do
epididimo de rato o valor de pECso foi 6.97+0.05 e resposta maxima de 1.19+0.02

(Figura 7D).
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Figura 7. Registro digital representativo de contra¢des induzidas pela adicdo cumulativa de
noradrenalina na regido proximal (A) e distal (C) da cauda do epididimo de rato. Os pontos
pretos representam o tempo e as concentracdes de noradrenalina que foram adicionadas
ao banho. Em B e D curva concentragdo-resposta a noradrenalina na porgdo proximal e
distal da cauda do epididimo de rato. Simbolo representa a média + epm de 24 e 25

diferentes tecidos.
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3.2 Efeito dos antagonistas nas contracdes induzidas pela noradrenalina

ApOs a caracterizagdo do efeito da noradrenalina na cauda do epididimo de
rato, o presente trabalho procurou identificar quais adrenoceptores a estavam
envolvidos nas respostas contrateis. Para isto, foram utilizados os antagonistas
prazosin (seletivo para adrenoceptores a;) e ioimbina (seletivo para adrenoceptores
a). Adicionalmente, foi realizado a caracterizacdo farmacoldgica dos subtipos de
adrenoceptores a; mediante o0 uso dos antagonistas subtipo seletivos 5-
methylurapidil (seletivo a;a), RS 100329 (seletivo ai4) € BMY 7378 (seletivo aip).

A Figura 8 e a Tabela 6 mostram os resultados obtidos na porcdo PROXIMAL
da cauda do epididimo de rato e a Figura 9 e a Tabela 7 representam os resultados
obtidos na por¢ao DISTAL da cauda do epididimo de rato.

Todos os antagonistas utilizados promoveram deslocamentos concentracéo-
dependentes a direita nas curvas concentracdo-resposta a noradrenalina em
ambas as regides da cauda do epididimo de rato sem alteracdo da resposta
maxima. As inclinacdes das retas obtidas pelo grafico de Schild ndo diferiram da
unidade tedrica, caracterizando assim o antagonismo competitivo classico (Figuras
8e9eTabelas6 e 7).

As afinidades estimadas nas duas regifes estudadas da cauda do epididimo
de rato foram similares para todos os antagonistas utilizados. Os valores de pKg
calculados para os antagonistas exibiram ordem de afinidade RS 100329 >
prazosin > 5-methylurapidil >> ioimbina > BMY 7378 (Figura 7-8 e Tabela 6-7).

Os dados obtidos sugerem a participacao principal de adrenoceptores a;a na

contratilidade da cauda proximal e distal do epididimo de rato.

30



A

Tioimbina (uM)
1004 o o ’
4 0.1
S 75 03
9 4
%2}
S 501
(7]
2
25+
0+ = . ; ; :
-9 -8 -7 -6 -5 -4
log [noradrenalina] M
1 5-methylurapidil (nM) )
100 o o
= o 3
> 754
~ u 10
o
*g 50 A 30
% v 100
[0]
24
254
0 —— T T T T T 1
-9 -8 -7 -6 -5 -4
log [noradrenalina] M
1BMY 7378 (um)
1004 o o
| 3
— ° 0.3
9\1 751 o 1
% 1 a 3
S 501
(7]
2
25+
O -r T T T T 1

-9 -8 -7 -6 -5 -4
log [noradrenalina] M

Resposta (%)

Resposta (%)

log (CR -1)

1Prazosin (nM)
1004 o o °
1 e 1 )
751 a 3
A 10
501 v 5
254
I
g
0 v T T T T T T T T 1
-9 -8 -7 -6 -5 -4
log [noradrenalina] M
1 Rs 100329 (nM)
100+
754
504
254
01 M T T T T T T T T 1
-9 -8 7 -6 -5 -4
log [noradrenalina] M
2.09 A loimbina
1 ® Prazosin
154 vV  5-Methylurapidil g
1¢ RS 100329
104 © Bwr7es
0.54
0.0+
T T T T T T T 1
-10 -9 -8 -7 -6 -5

log [antagonista] M

Figura 8. Curvas concentracdo-resposta a noradrenalina na cauda proximal do epididimo de rato
obtidas na auséncia e presenca dos antagonistas ioimbina, prazosin, 5-methylurapidil, RS 100329 e
BMY 7378 (A-E). Em F é apresentado o grafico de Schild dos antagonistas. Cada simbolo
representa a média + epm de 4 experimentos.

Tabela 6. Valores de pKg € inclinacdo da reta no grafico de Schild para os antagonistas na cauda

proximal do epididimo de rato.
pKg inclinacéo da reta
loimbina 7.06+0.07 0.81+0.11
Prazosin 9.15+0.06 1.06+0.12
5-methylurapidil 8.58+0.05 0.92+0.09
RS 100329 9.31+0.03 0.93+0.07
BMY 7378 6.57+0.13 0.98+0.32

Valores apresentados como média + epm de 4 experimentos
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Figura 9. Curvas concentracdo-resposta a noradrenalina na cauda distal do epididimo de rato
obtidas na auséncia e presenca dos antagonistas ioimbina, prazosin, 5-methylurapidil, RS 100329 e
BMY 7378 (A-D). Em D é apresentado o grafico de Schild dos antagonistas. Cada simbolo
representa a média + epm de 4-5 experimentos.

Tabela 7. Valores de pKg e inclinacdo da reta no gréafico de Schild para os antagonistas na cauda
distal do epididimo de rato.

pKg inclinacéo da reta
loimbina 7.35+0.07 1.09+0.12
Prazosin 9.51+0.02 0.98+0.03
5-methylurapidil 9.03+0.03 1.02+0.05
RS 100329 9.63+0.02 0.96+0.04
BMY 7378 6.99+0.04 0.91+0.07

Valores apresentados como média + epm de 4-5 experimentos.
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Discussao



A presente dissertacdo quantificou a expressdo dos subtipos de
adrenoceptores a; (MRNAs e proteinas) presentes na cauda proximal e distal do
epididimo de rato, bem como caracterizou o subtipo de adrenoceptor a; envolvido
na resposta contratil destes tecidos a noradrenalina.

A caracterizacado farmacologica do receptor responsavel pela contracdo da
cauda do epididimo de rato € importante devido o papel fundamental que os
adrenoceptores a tém no transporte do esperma ao longo do epididimo e no
processo ejaculatério. O transporte dos espermatozéides ao longo do epididimo
ocorre pela pressdo de fluidos secretados nos tubulos seminiferos e contracdes
ritmicas da musculatura lisa presente nos tubulos epididimarios (Talo et al., 1979;
Turner, 2008). As contracdes do epididimo sdo controladas pelo sistema nervoso
autbnomo e a cauda do epididimo é a regido que recebe maior inervacédo simpatica
guando comparada ao caput (cabeca) ou corpo (Ricker, 1998). Drogas que
interferem na neurotransmissao simpatica tém efeitos relevantes no tempo de
transito dos espermatozoéides e na quantidade de espermatozoides estocados na
cauda do epididimo. Por exemplo, a simpatectomia cirlrgica ou quimica em ratos
causa aumento do tempo de transito dos espermatozoides e do numero de
espermatozoides presentes na cauda do epididimo (Billups et al., 1990a; Kempinas
et al., 1998a). Uma publicacdo recente mostrou que a sibutramina, uma droga
simpatomimética indireta inibidora da recaptacdo de noradrenalina, diminui a
guantidade e o tempo de transito dos espermatozoéides na cauda do epididimo de
ratos (Bellentani et al., 2011). Neste mesmo trabalho, o estudo in vitro de
contracdes mostrou que a sibutramina aumenta a atividade contrétil e a poténcia da
noradrenalina na cauda distal do epididimo do rato propondo uma explicacdo para

a diminuicdo do tempo de transito e da quantidade de espermatozoides
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observadas. Desta maneira, 0 uso dos experimentos de contracdo da cauda do
epididimo se mostra interessante na caracterizacao dos efeitos de drogas sobre os
adrenoceptores a; e 0 sistema reprodutivo e pode contribuir na elucidacdo dos
mecanismos pelos quais essas drogas afetam parametros espermaticos e a
performance reprodutiva do macho.

Durante a fase de emissdo do processo ejaculatério, descargas simpaticas e
parassimpaticas provocam a contracdo do epididimo, ducto deferente, vesicula
seminal e préstata levando a conducdo do esperma para a uretra posterior
(Vignozzi et al., 2008). Pacientes com hiperplasia prostatica benigna associada a
sintomas do trato urinario inferior se beneficiam de drogas cujo principal
mecanismo de agado € o antagonismo de adrenoceptores a; presentes na prostata,
uretra e colo da bexiga reduzindo o tbnus da musculatura lisa destes o6rgaos;
assim, tais drogas aliviam a obstrucdo da uretra e o0s sintomas urinarios
caracteristicos da prostata aumentada (van Dijk et al.,, 2006). Porém, o uso
particular de duas dessas drogas, o tamsulosin e o silodosin, estdo associados a
maior incidéncia de disfungcbes ejaculatérias, como a diminuicdo do volume do
ejaculado ou até mesmo a anejaculacdo (Hellstrom and Sikka, 2009; Kobayashi et
al., 2008). De fato, estudos com camundongos nocautes propdéem um papel
fundamental dos adrenoceptores a;a N0 processo ejaculatério, uma vez que a
auséncia desses receptores reduz em aproximadamente 50% a taxa de prenhez de
fémeas cruzadas com estes machos e ha diminuicdo da contratilidade do ducto
deferente (Sanbe et al.,, 2007). Além disso, o mesmo trabalho demonstra que o
ducto deferente de camundongos nocaute para os trés subtipos adrenoceptores a;
nao contrai em resposta a noradrenalina e estes machos triplo nocaute sao

inférteis.

34



Os experimentos de RT-gPCR conduzidos na presente dissertacao
mostraram a expressao de mMRNA codificando todos os trés subtipos de
adrenoceptores a; na cauda do epididimo de rato. Porém, os niveis de mRNA de
cada um dos subtipos de adrenoceptores a; foram diferentes ao longo das regides
da cauda do epididimo investigadas. Na regido proximal da cauda do epididimo foi
encontrada maior expressdo de mRNA dos adrenoceptores a;q4 enquanto que na
regiao distal a abundancia de mRNA dos adrenoceptores aia € aig foram
semelhantes. As quantidades de mRNA dos adrenoceptores ai, foram baixas em
ambas as regifes da cauda do epididimo quando comparadas as dos outros dois
subtipos de adrenoceptores a;. Estes resultados sdo consistentes com aqueles
descritos por Queiroz et al (Queiroz et al., 2002) usando ensaios de protecao da
ribonuclease (Ribonuclease Protection Assays, RPA), que também observou a
expressao dos trés subtipos de adrenoceptores a; na cauda do epididimo de rato,
mas com maior abundancia de mRNA codificando os subtipos de adrenoceptores
O14 € O14. Resultados similares também sdo encontrados em outros tecidos do trato
reprodutivo de animais e humanos, tais como a préstata, ducto deferente e vesicula
seminal (Kojima et al., 2006; Moriyama et al., 1997; Price et al., 1993; Suzuki et al.,
1997; Yono et al., 2008).

Com o objetivo de verificar a expressdo protéica dos subtipos de
adrenoceptores a; nas diferentes regides da cauda do epididimo de rato foram
realizados estudos de ligacdo do radioligante [°H]Prazosin em segmentos de tecido
intacto. As curvas de saturacdo da ligacdo total e ndo-especifica do radioligante
[*H]Prazosin obtidas tanto na regido proximal quanto distal do epididimo de rato
revelaram sitios de ligacédo especificos, cujas constantes de dissociacédo estimadas

nas porgdes proximais (pKp=9.59) e distais (pKp=9.40) sdo condizentes com a
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afinidade deste radioligante por adrenoceptores a;. Ainda, 0s ensaios de saturacao
revelaram que segmentos proximais e distais da cauda do epididimo expressam
densidades semelhantes destes receptores. Esses dados sdo suportados por
dados da literatura obtidos por Ventura & Pennefather (1994) com o radioligante
[*H]Prazosin em preparacées de membranas provenientes da cauda do epididimo
de rato. Entretanto, a densidade de receptores estimada em nossos experimentos
foi aproximadamente sete vezes maior do que a relatada por Ventura e
Pennefather (1994). A diferenca observada pode estar relacionada as metodologias
empregadas na obtencdo do material biolégico, uma vez que na presente
dissertacdo os ensaios de ligacdo foram feitos em segmentos de tecido, enquanto
que o outro estudo usou “preparagdes de membrana”. De fato, uma das vantagens
da utilizacdo de segmentos de tecido intacto na realizacdo dos experimentos de
ligacdo de radioligantes ao invés da utilizacdo de preparacdes de membrana é a
conservacao dos receptores presentes no tecido a ser utilizado, uma vez que o
processo da obtencdo de preparacfes de membrana pode levar a uma grande
perda dos receptores (Muramatsu et al., 2005; Tanaka et al., 2004).

Na presente dissertacdo foram utilizados ligantes seletivos para competir com
o radioligante [*H]Prazosin com o propésito de caracterizar farmacologicamente 0s
subtipos de adrenoceptores a; presentes nas por¢des proximais e distais da cauda
do epididimo. O uso de ligantes seletivos na caracterizacdo dos perfis
farmacologicos dos subtipos de adrenoceptores a é uma ferramenta valiosa que se
fundamenta na razoavel seletividade (30 a 100 vezes) que os ligantes apresentam
pelos diferentes receptores estudados. As curvas de inibicdo da ligacdo especifica
do [*H]Prazosin em segmentos proximais ou distais da cauda do epididimo foram

consistentes com a competicdo por um unico sitio de ligagdo com altas afinidades
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para os ligantes prazosin (seletivo a;), 5-methylurapidil (seletivo a;a) e RS 100329
(seletivo aja). As altas afinidades para o prazosin indicam adicionalmente a
marcacdo de adrenoceptores a; pelo [*H]Prazosin a auséncia da “contaminagéo”
de populagdes de adrenoceptores a, em segmentos proximais e distais da cauda
do epididimo de rato. Em contraste, as curvas de inibicdo da ligacdo especifica do
[*H]Prazosin pelo ligante BMY 7378 (seletivo aip) foram bifasicas tanto em
segmentos proximais ou quanto distais da cauda do epididimo reconhecendo um
sitio de ligacdo de alta afinidade e outro de baixa afinidade, cada um deles
correspondendo a aproximadamente metade dos receptores marcados. Ainda, os
altos valores de pK; estimados para os ligantes seletivos de adrenoceptores aia (5-
methylurapidil e RS 100329) e adrenoceptores aip (BMY 7378) sugerem a
presenca de uma populacéo heterogénea de receptores na cauda proximal e distal
do epididimo de rato composta pelos adrenoceptores a;a € aip. As afinidades
estimadas na cauda do epididimo de rato sdo semelhantes a de outros estudos
realizados com segmentos de tecido intacto provenientes da iris de coelho, artéria
caudal e aorta toracica de rato (Muramatsu et al., 2009; Tanaka et al., 2004).
Queiroz e colaboradores (Queiroz et al., 2002) também relatam a presenca de
um populacdo heterogénea de adrenoceptores a; na cauda do epididimo de rato
composta por adrenoceptores a;a € adrenoceptores aisz ou a;p. No entanto, as
afinidades dos ligantes por Queiroz et al (2002) diferem daquelas estimadas na
presente dissertacdo. No estudo de Queiroz et al., (2002) os ligantes prazosin e 5-
methylurapidil apresentaram um sitio de alta e outro de baixa afinidade, enquanto
gue no presente trabalho os dois ligantes reconheceram apenas um sitio de ligacao
de alta afinidade. Interessantemente, o ligante BMY 7378 reconheceu apenas um

sitio de baixa afinidade no estudo de Queiroz et al (2002) enquanto que dois sitios
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de ligacédo foram marcados por este ligante no presente estudo. Deste modo, 0s
experimentos de ligacdo com segmentos de tecido intacto evidenciam a presenca
dos adrenoceptores aip na cauda do epididimo de rato apesar dos experimentos
com preparacdo de membrana ndo serem capazes. Ha outros exemplos na
literatura de discrepancias semelhantes. Por exemplo, o adrenoceptor a;_um
fendtipo do adrenoceptor aja, SO € detectavel em experimentos com o radioligante
[*H]Prazosin em segmentos de tecido intacto, uma vez que mediante a
homogeneizacdo do tecido para a obtencdo de preparacbes de membrana o
receptor detectado é o adrenoceptor aia (Hiraizumi-Hiraoka et al., 2004; Morishima
et al., 2008; Morishima et al., 2007). Da mesma maneira, estudos comparativos
usando o adrenoceptor a;g em preparacdes de membrana ou segmentos de tecido
intacto apontam diferencas significativas (=100 vezes) nas afinidades estimadas da
ketanserina (Sathi et al., 2008). Além disso, é importante salientar que diversos
tipos celulares e tecidos conjuntivos estdo presentes nos experimentos de ligacao
gue usam segmentos de tecido intacto podendo levar a resultados diferentes
daqueles obtidos com tecidos homogeneizados (Muramatsu et al., 2005).

E interessante notar que a presenca do adrenoceptor aip SO foi identificada
pelo uso do BMY 7378, enquanto que os ligantes seletivos de adrenoceptores aia
investigados nédo indicaram a presenca deste receptor. Era esperado que 0s
ligantes seletivos de adrenoceptores a;a também exibissem curvas de inibicdo da
ligacdo [*H]Prazosin com perfis bifasicos evidenciando a presenca dos dois sitios
de ligacao.

Nos estudos funcionais, a noradrenalina foi capaz de promover contracdes
concentracdo-dependente em ambas as por¢cdes da cauda do epididimo de rato

com alta poténcia. As respostas a noradrenalina foram competitivamente
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antagonizadas pelo prazosin, ioimbina, 5-methylurapidil, RS 100329 e BMY 7378. A
alta afinidade estimada para o prazosin e a baixa afinidade estimada para a
ioimbina sdo condizentes com as esperadas na ativacao de adrenoceptores a; Tais
resultados sao suportados por experimentos in vivo (presséo intraluminal) e in vitro
(estimulacdo elétrica) mediante a utilizagdo de agonistas e antagonistas
adrenérgicos na cauda do epididimo de rato que relatam a participacao principal
dos adrenoceptores a; (Pholpramool and Triphrom, 1984; Ventura and Pennefather,
1991). Entretanto, outros trabalhos verificaram o envolvimento de adrenoceptores
a; € az na contragcdo da cauda proximal do epididimo de rato e de cobaia
(Chaturapanich et al., 2002; Haynes and Hill, 1996).

Os ligantes seletivos de adrenoceptores aia (5-methylurapidil e RS 100329)
antagonizaram com altas afinidades as contracfes induzidas pela noradrenalina
em ambas as porcdes da cauda do epididimo de rato. Contrariamente, o ligante
seletivo de adrenoceptor ai;p (BMY 7378) exibiu um baixo valor de afinidade. Em
conjunto, os resultados obtidos indicam a predominéncia de adrenoceptores aia
mediando as contracfes da cauda proximal e distal do epididimo de rato em
resposta a noradrenalina. As afinidades estimadas sdo semelhantes aquelas
estimadas por nosso grupo e pela literatura em outros tecidos nos quais 0s
adrenoceptores a;a estdo envolvidos nas respostas contrateis a agonistas de
adrenoceptores a (Campos et al., 2003a; Campos et al., 2003b; Honner and
Docherty, 1999; Kamikihara et al., 2007; Kamikihara et al., 2005; Lima et al., 2005;
Pupo, 1998).

Apesar dos dados de RT-qPCR e de ligacdo do radioligante [*H]Prazosin
apontarem a existéncia de adrenoceptores a;p na cauda do epididimo de rato, 0

presente trabalho ndo foi capaz de identificar a participacdo destes receptores na
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contracdo da cauda do epididimo. Interessantemente, é sabido que as contracdes
do ducto deferente de rato em resposta a agonistas adicionados a cuba muscular
resultam da ativacdo de adrenoceptores aia, enquanto que ha a participacdo de
adrenoceptores a;p has contragdes evocadas pela estimulagéo elétrica deste 6rgao
(Honner and Docherty, 1999). Alem disso, experimentos realizados no ducto
deferente de camundongos nocautes para adrenoceptores a;p mostram que o BMY
7378 tem menor potencia na reducdo da contratilidade em resposta a
noradrenalina exdgena ou por estimulacdo elétrica evidenciando assim a
participacdo dos adrenoceptores aip nas respostas contrateis uma vez que a
contracao por agonistas exdégenos também € mediada por adrenoceptores a;a em
camundongos selvagens (Bexis et al., 2008; Cleary et al., 2003).

Em resumo, os resultados obtidos com os experimentos RT-qPCR indicam a
presenca predominante dos adrenoceptores aia € di1p Na cauda proximal e distal do
epididimo de rato, o que é suportado pelos experimentos com o radioligante
[*H]Prazosin, enquanto que os experimentos funcionais apontam o envolvimento
predominante de adrenoceptores aia Nas respostas contrateis a noradrenalina. O
papel funcional dos adrenoceptores a;p nestes tecidos ainda € desconhecido e
precisa ser investigado. A cauda do epididimo de rato pode representar um bom
modelo para o estudo do efeito de drogas no sistema reprodutivo masculino que
atuam por mecanismo de acédo direta ou indireta sobre os adrenoceptores a;. Além
disso, a cauda do epididimo de rato pode ser utilizada em estudos de
caracterizacao farmacologica de novos ligantes de adrenoceptores a;, bem como

para 0 entendimento de seus mecanismos de acao.
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Conclusao



A cauda do epididimo de rato expressa mMRNAs codificando os trés subtipos

de adrenoceptores qj;

Entretanto, apenas as proteinas correspondentes aos adrenoceptores i €

a1p estdo presentes cauda do epididimo de rato;

A contracdo da musculatura lisa da cauda do epididimo de rato € mediada
predominantemente pela ativacdo de adrenoceptores a;a. Porém, a fungéo

dos adrenoceptores a;p na cauda do epididimo de rato ndo esta elucidada;

A cauda do epididimo pode ser um modelo interessante para a
caracterizacao farmacologia de novas drogas com acdo em adrenoceptores
0, € seus mecanismos de acdo e no estudo dos efeitos de drogas sobre o
sistema reprodutivo masculino com agao direta ou indireta nestes
receptores.
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ABSTRACT: Sibutramine is a drug globally used for the treatment
of obesity. The aim of this study was to investigate male reproductive
disorders caused by sibutramine in adult rats. Wistar rats were
treated for 28 consecutive days (gavage) with 10 mg/kg of
sibutramine. Control animals received only vehicle (dimethylsulf-
oxide and saline). The rats were sacrificed for evaluation of body and
reproductive organ weights, sperm parameters, hormone levels
(luteinizing hormone, follicle-stimulating hormone, and testosterone),
testicular and epididymal histopathology, sexual behavior, fertility
and in vitro contractility of the epididymal duct. Sibutramine
decreased (P < .05) weights of the epididymis and ventral prostate,
but not of other reproductive organs. The sperm number and transit
time in the epididymal cauda were decreased (P < .001), but the
daily sperm production was not altered. Moreover, morphology and

sperm motility, histopathology of the testes and epididymis, sexual
behavior, fertility, and serum hormone levels were not altered by the
treatment. Sibutramine increased the potency of norepinephrine and,
per se, increased the mechanical activity of the epididymal duct in
vitro. Thus, although sibutramine in these experimental conditions
did not interfere with the reproductive process of rats, it provoked
acceleration of the sperm transit time and a decrease in the sperm
reserves in the epididymal cauda. This alteration is probably related
to the sympathomimetic effect of this drug, as shown by the in vitro
assays. In humans, use of this drug might present a threat for male
fertility because sperm reserves in men are naturally lower than
those in rats.

Key words: Male rats, sympathetic innervation.

J Androl 2011;32:718-724

S ibutramine is a widely used antiobesity drug (Luque
and Rey, 2002). It is a centrally acting aid to weight
loss that inhibits the reuptake of serotonin and
norepinephrine involved in the control of food intake
and stimulates thermogenesis, increasing energy expen-
diture (Ara and Brennan, 2007).

The most commonly reported side effects of sibutra-
mine include dry mouth, high blood pressure, fatigue,
constipation, tachycardia, anorexia, headaches, and
insomnia (Luque and Rey, 1999; Richter, 1999; Cuellar
et al, 2000; Perrio et al, 2007). The European Medicines
Agency have recommended suspension of marketing
authorizations for sibutramine. This decision was taken
because of a possible increased cardiovascular risk,
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mainly ischemic heart disease, associated with the use of
sibutramine in patients with pathologies prone to
develop cardiovascular complications. The conclusion
was that the benefits no longer outweigh the risks
(Scheen, 2010). However, this drug is still used in other
parts of the world, including Brazil.

Regarding the effects of this drug on male reproduc-
tion, abnormal ejaculation was observed in rats (Noji-
moto et al, 2009), but studies related to the topic are still
lacking in the scientific literature. In fact, drugs that
increase serotonergic neurotransmission, such as anti-
depressant inhibitors of the neuronal reuptake of
monoamines, delay ejaculation. Apart from its action
in the central nervous system, facilitation of ejaculation
might result from augmented sensitivity of the smooth
muscles of the vas deferens and seminal vesicles to
norepinephrine, whereas reductions of intracellular Ca*
concentrations might be involved in the delayed
ejaculation observed with high doses of sibutramine
(Nojimoto et al, 2009).

It is important to note that sibutramine increases
sympathetic tone (Hirsch et al, 2000) and that other
male reproductive organs, such as the epididymis, might
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also be damaged with changes in sympathetic innerva-
tion. Kempinas et al (1998b) found that chemical or
surgical sympathectomy delays the transit of sperm
through the cauda epididymidis and produces ejacula-
tory dysfunction.

Because of the growing use of sibutramine for obesity
treatment and the dearth of information in the literature
on the effects of this drug in the male reproductive
system, this study evaluates reproductive parameters,
reproductive performance, and the pharmacological
reactivity of the isolated distal cauda epididymal duct
of adult male rats exposed to sibutramine.

Materials and Methods

Animals

Adult male and female Wistar rats were supplied by Central
Biotherium of the State University of Sao Paulo and were
housed in polyethylene cages (43 x30 x15 cm) with laborato-
ry-grade pine shavings as bedding. The animals were
maintained in controlled environmental conditions of temper-
ature (22°C = 2°C), relative air humidity (55% £ 10%), light/
dark cycle (12:12 hours), and air circulation (continuous). Rat
chow and filtered tap water were provided ad libitum. The
experimental protocol followed the Ethical Principles in
Animal Research of the Brazilian College of Animal Exper-
imentation and was approved by the Bioscience Institute/
UNESP Botucatu Ethical Committee for Animal Experimen-
tation (115-CEEA). To evaluate endpoints of general repro-
ductive toxicity and reproductive performance, the study was
conducted in 3 steps—Experiment 1, Experiment 2, and
Experiment 3.

Experiment 1—Reproductive organ weights, serum hormone
levels, sperm parameters, and histology. Adult male rats
(120 days old, n = 10) were treated with 10 mg/kg per day
of sibutramine diluted in dimethylsulfoxide (DMSO) and
saline (60 mg sibutramine/1 mL DMSO/2 mL saline) by gavage
(oral route) for 28 consecutive days. The respective controls (n
= 10) received only vehicle (1 mL DMSO/2 mL saline) at a
dose of 0.17 mL DMSO/kg.

Body weight and weight of reproductive organs. On the day
after the end of treatment, animals were weighed and killed by
decapitation. The right testis, epididymis, vas deferens, ventral
prostate, and seminal vesicle (without the coagulating gland,
full and empty of secretion) were removed, and their weights
were determined.

Hormonal measurement. After decapitation, blood was
collected (between 9:00 and 11:30 Am) from ruptured cervical
vessels for determination of the serum concentrations of
testosterone, luteinizing hormone (LH), and follicle-stimulat-
ing hormone (FSH). Serum was obtained after centrifugation
(1200 x g, 20 minutes, 4°C) in a refrigerated apparatus and
was frozen at —20°C until the moment of hormonal
determination. The analyses were determined by double-
antibody radioimmunoassay at the Neuroendocrinology Lab-
oratory, Dental School of University of Sao Paulo—USP
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campus at Ribeirdo Preto, Sao Paulo state, Brazil. Testoster-
one was measured with the Testosterone kit (Diagnostic
Systems Laboratories, Webster, Texas). The LH and FSH
levels were quantified by specific kits from the National
Institute of Arthritis, Diabetes, and Kidney Diseases
(NIADDK, CITY, STATE). All samples were measured in
the same assay to avoid interassay errors. Intra- and
interanalysis variations were, respectively, 4% and 10% for
LH, 3% and 10% for FSH, and 1.75% and 20% for
testosterone.

Sperm counts, daily sperm production, and sperm transit time
through the epididymis. Spermatids resistant to the process of
testicular homogenization (stage 19 of spermiogenesis) and
spermatozoa present in the caput/corpus and cauda epididy-
midis were enumerated as described by Robb et al (1978), with
modifications by Fernandes et al (2007). To calculate the daily
sperm production (DSP), the number of spermatids per testis
was divided by 6.1, which is the number of days in which
mature spermatids are present in the seminiferous epithelium.
Then, the DSP per gram was calculated to determine the
efficiency of the process. Sperm transit time through the
epididymal caput/corpus and cauda was obtained by dividing
the number of spermatozoa present in each of these regions by
DSP.

Histological analysis of testis and epididymis. The left testis
and epididymis were fixed in Alfac fixing solution (85%
ethanol, 10% formaldehyde, and 5% glacial acetic acid) for
24 hours. The fixed organs were embedded in paraplast and
subjected to histological cuts of 5 um thickness, subsequently
stained with hematoxylin and eosin. Histological evaluation
was carried out with the use of transverse sections of the testis
and longitudinal sections of the epididymis, analyzed with the
aid of a light microscope.

Sperm morphology and motility. With the aid of a syringe
and a needle, spermatozoa were removed from the left vas
deferens through internal rinsing with 1.0 mL of formol-saline.
For the analysis, smears were prepared on histological slides
that were left to dry for 90 minutes and observed in a phase-
contrast microscope ( X400 magnification; Seed et al, 1996);
200 spermatozoa were analyzed per animal. Morphological
abnormalities were classified into general categories pertaining
to head morphology (without curvature, without characteristic
curvature, pinhead, or isolated form, ie, no tail attached) and
tail morphology (broken, isolated, ie, no head attached, or
rolled into a spiral) (Filler, 1993).

Sperm motility was analyzed as described by Perobelli et al
(2010) on spermatozoa collected from the right vas deferens.

Experiment 2—Sexual behavior, fertility, and reproductive
performance after mating. In this experiment, another batch of
20 male rats (120 days old) and 40 females (70 days old) were
used following the same experimental design as described for
Experiment 1.

Sexual behavior. One day after the end of sibutramine
treatment, male rats were placed individually in boxes of
polycarbonate crystal, measuring 44 x31 x16 cm, 5 minutes
before introduction of 1 sexually receptive adult female.
Behavioral testing was conducted for 4 hours in the dark
period of the cycle under dim red illumination. For the next
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Table 1. Serum hormonal levels expressed as x = SEM;
Mann-Whitney test, P > .05
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Table 2. Reproductive organs and body weights expressed
as x = SEM

Experimental Groups

Control (n = 10)  Sibutramine (n = 10)

Experimental Groups

Control (n = 10) Sibutramine (n = 10)

FSH, ng/mL 6.05 = 0.46 6.10 = 0.53
LH, ng/mL 1.64 = 0.32 1.50 + 0.30
Testosterone, ng/mL 2.23 £ 0.29 2.33 £ 0.48

Abbreviations: FSH, follicle-stimulating hormone; LH, luteinizing
hormone.

40 minutes, the following measures were recorded: intromis-
sion latency, defined as the time from introduction of the
female into the cage to the first intromission; intromission
frequency, the number of intromissions preceding the first
ejaculation; ejaculation latency, the time from introduction of
the female into the cage to the first ejaculation; intromission
latency postejaculation, the time to the first intromission after
the first ejaculation; intromission frequency postejaculation,
the number of intromissions after the first ejaculation; total
number of ejaculations (Alhenius and Larsson, 1984; Agmo,
1997). If the male did not mount or intromit in the first
10 minutes after the introduction of 1 adult female into the
box, it was considered sexually inactive.

Fertility and reproductive performance. Rats that ejaculated
during evaluation of sexual behavior stayed with the females
for an additional 4 hours, permitting a greater number of
ejaculations. The animals deemed inactive were tested again
daily for the next 5 days, during which different females in
estrus were placed in their boxes during the dark period of the
cycle. At the end of the afternoon males and females were
separated and vaginal smears were collected, in which initial
sperm detection was determined to be day 0 of gestation
(GDO0). On GD20, females were killed by decapitation. After
collection of the uterus and ovaries, the numbers of corpora
lutea, implantation sites, resorptions, live fetuses, and fetal
weights were determined. From these results were determined
fertility potential (efficiency of implantation), implantation
sites/corpora lutea X 100; rate of preimplantation loss,
(number of corpora lutea — number of implantations)/number
of corpora lutea x 100; rate of postimplantation loss, (number
of implantations — number of live fetuses)/number of
implantations X 100; and sex ratio, number of male fetuses/
number of female fetuses x 100.

Experiment 3—Pharmacological reactivity of isolated distal
cauda epididymal duct. Adult male Wistar rats (90 days old, n
= 4) were killed by decapitation, and the whole epididymis was
carefully excised. Strips from the distal cauda epididymidis
(Hinton et al, 1979) were dissected and cleaned of adherent
tissues and spermatozoa. Tissues were mounted in organ baths
under 9.8 mN resting tension in a nutrient solution with the
composition (mM)—NaCl 138; KCl 5.7; CaCl, 1.8; NaH,PO,
0.36; NaHCOj3 15, dextrose 5.5—prepared in glass-distilled,
deionized water, maintained at 30°C, pH 7.4, and continuously
bubbled with 95% O,/5% CO,. Changes of isometric tension in
the distal cauda epididymidis were digitally recorded. After a
30-minute stabilization period with adjustments of basal
tension, tissues were challenged with 80 mM KCI until

Final body, g 460.16 + 11.52  437.34 = 10.25
Testis, g 1.74 = 0.06 1.83 = 0.06
Epididymis, mg 715.86 = 22.72  652.62 * 13.37%

Ventral prostate, mg 597.01 = 40.33 437.17 = 34.992

Full seminal vesicle, g 1.59 = 0.13 1.37 = 0.07
Empty seminal vesicle, mg 611.26 += 38.12 563.53 = 29.78
Vas deferens, mg 131.51 = 3.78 123.99 = 5.21

& Student’s t test, P < .05.

reproducible contractions were obtained. Then, a concentra-
tion-response curve to norepinephrine was obtained in the
absence of sibutramine by adding accumulating concentrations
of the agonist, which was taken as a control curve. After
washing and relaxation, increasing concentrations of sibutra-
mine (1, 3, and 10 uM) were incubated for at least 45 minutes,
then a new concentration-response curve to norepinephrine
was obtained. Concentration-response curves to norepineph-
rine were normalized by the percentage of the maximal
response obtained in the control curve. The potencies of
norepinephrine (pECsp) in the absence and presence of
sibutramine were measured by the negative logarithm of the
concentration of norepinephrine that produced 50% of the
maximal response. Erratic contractile activity triggered by
sibutramine was quantified by the sum of any phasic or tonic
activity above baseline during 5 minutes. For normalization
purposes, these measurements were taken 30 minutes after the
addition of sibutramine.

Statistical Analysis—ANOVA, Student’s ¢, or nonparamet-
ric Mann-Whitney tests were used to compare the data,
according to the experiment and characteristic of each
variable. Differences were considered statistically significant
at P < .05.

Results

Although the hormonal assay revealed that experimen-
tal groups did not differ significantly in serum levels of
testosterone, LH, or FSH (Table 1), sibutramine-treated
rats showed a significant reduction in the weights of the
epididymis and prostate (Table 2).

Exposure to sibutramine did not markedly alter the
number of mature spermatids in the testis, the daily sperm
production, and the number and sperm transit time
through the caput/corpus epididymidis. On the other hand,
there was a significant reduction in both sperm number
and transit time in the epididymal cauda (Table 3).

Histopathological analysis of the testes and epididy-
mis (data not shown) did not reveal any apparent
alterations that could be attributed to sibutramine
exposure (mean percentages of normal tubules in the
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Table 3. Sperm parameters expressed as x = SEM
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Experimental Groups

Control (n = 10) Sibutramine (n = 10)

Spermatid number, 10%/testis

Daily sperm production

108/testis/d

10/g testis/d
Caput/corpus epididymal sperm number, 10%/organ
Cauda epididymal sperm number, 108/organ
Sperm transit time in the caput/corpus, d
Sperm transit time in the cauda, d

216.07 £ 9.45 235.22 = 7.43
35.42 + 1.55 38.56 + 1.22
24.67 = 1.02 25.00 = 1.02

136.18 = 6.82 148.34 = 7.79

276.16 = 12.37 180.98 + 8.87%

3.86 = 0.16 3.86 = 0.19
7.85 = 0.32 4.73 = 0.26%

2 Student’s t test, P < .05.

Table 4. Sexual behavior endpoints expressed as x = SEM, with latencies expressed in seconds. The number of animals that
presented the behavior is indicated in parentheses. Student’s t test, P > .05

Experimental Groups

Control (n = 10)

Sibutramine (n = 8)

Latency to the first intromission, s

No. of intromissions until the first ejaculation
Latency to the first ejaculation, s

First postejaculatory intromission, s

No. of postejaculatory intromissions

No. of ejaculations

50.78 = 10.09 (9)
22.00 + 1.97 (9)
1166.63 = 123.72 (8)
373.83 + 40.78 (6)
10.33 = 1.41 (6)
1.62 + 0.26 (8)

37.25 * 13.15 (8)
17.25 = 2.45 (8)
999.29 + 112.95 (7)
461.83 = 26.73 (6)
10.17 = 2.71 ()
1.57 = 0.20 (7)

control group = 98% and in the sibutramine group =
97.5%). In the same way, the number of morphologi-
cally normal spermatozoa in the sibutramine-treated
group (96%) was comparable to that of the control
group (95.8%). Sibutramine also did not interfere with
sperm motility (data not shown).

Tables 4 and 5 show that there were no differences
among the experimental groups in sexual behavior and
reproductive performance.

In the absence of sibutramine, no spontaneous
contractile activity was observed in the rat isolated
distal cauda epididymidis (Figure la). The incubation
with 1, 3, and 10 uM sibutramine induced phasic
contractions in the epididymal duct (Figure 1b through

d). The sum of the contractile activity induced by
sibutramine measured during 5 minutes was higher than
the contractile activity measured in the absence of
sibutramine (n = 7-8, P < .05; Figure le).
Norepinephrine induced concentration-dependent
contractions in the rat distal cauda epididymidis with
high potency (pECsy = 6.53 = 0.06, n = 8). Incubation
with 1, 3, and 10 uM of sibutramine increased the
sensitivity of the distal cauda epididymidis to norepi-
nephrine approximately 8- (pECso = 7.45 = 0.09, n =
7), 16- (pECsg = 7.72 £ 0.10, n = 7), and 14-fold (pECs,
= 7.66 = 0.19, n = 7), respectively (n = 7-8, P < .05).
This increase was characterized by a leftward shift in the
concentration-response curve to norepinephrine (Fig-

Table 5. Fertility and reproductive performance expressed as X = SEM. Student’s t test, P > .05

Experimental Groups

Control (n = 10)

Sibutramine (n = 8)

Body weight of dams, g
No. of corpora lutea

No. of implants

No. of resorptions

No. of live fetuses

Fetus weight, g

Sex ratio, %°

Fertility potential, %
Preimplantation loss, %2
Postimplantation loss, %?

354.37 + 8.63
12.10 + 0.57
11.80 + 0.70

0.20 = 0.20
11.60 =+ 0.69
3.07 = 0.05
100.00 (66.67—159.82)
100.00 (100.00-100.00)
0.00 (0.00-0.00)
0.00 (0.00-0.00)

373.96 + 4.81
13.37 + 0.26
12.37 + 0.37

0.50 = 0.27
11.87 + 0.40
3.07 = 0.06
78.57 (66.67-206.25)
96.43 (88.87-100.00)
3.57 (0.00-11.12)

0.00 (0.00-7.63)

2 Values expressed as median (Q1-Q3). Mann-Whitney test, P > .05.
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Figure 2. Concentration-response curves to norepinephrine in the
absence and presence of increasing concentrations of sibutramine.
Each symbol represents the mean, and the vertical bars are the SEM
of 8 tissues taken from 4 rats.

ure 2). Additionally, the 10 uM concentration of
sibutramine reduced the maximal contractions induced
by norepinephrine (n = 7-8, P < .001; Figure 2).

Discussion

Despite the increasing use of drugs for treating obesity,
specific detailed work on the reproductive effects of
these compounds, including sibutramine, are scarce.

It is known that the autonomic nervous system plays
an important role in the growth, maturation, and
secretory function of the prostate (Rodrigues et al,
2002). Possibly, the diminution of the weight of the
prostate in the absence of effects on testosterone levels
in animals treated with sibutramine is due to the
sympathomimetic effect of this drug and is related to
its capacity to inhibit noradrenaline reuptake (Haynes
and Egri, 2005; Nojimoto et al, 2009). The reduction of
epididymal weight caused by sibutramine might have
occurred because of the diminished number of sperma-
tozoa in the epididymal cauda region.

Sperm transport through the epididymis is mediated
by contraction of smooth muscles surrounding the duct.
The epididymis receives autonomic innervation pro-

«—

Figure 1. Representative tracings of the contractile activity induced
by vehicle (a) and sibutramine 1 (b), 3 (c), and 10 (d) uM in the distal
portion of the rat cauda epididymidis. (e) Tension developed after
5 min in the absence (vehicle, water) and presence of increasing
concentration of sibutramine. Values are x = SEM of 8 tissue
segments taken from 4 different rats. This is different from the
tension developed in the presence of vehicle (ANOVA followed by
Newman-Keuls; * P < .001, # P < .05).
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ceeding from the inferior mesenteric ganglion, major
pelvic ganglion, and pelvic accessory ganglion (Ricker,
1998). The sympathetic innervation controls the smooth
muscle contractions of the epididymal duct in all regions
of the epididymis, mainly by activation of «;-adreno-
ceptors (Pholpramool and Triphrom, 1984; Ventura and
Pennefather, 1991, 1994). Drugs that interfere with the
sympathetic system or contractile activity of epididymis
have important effects on the sperm transit time through
the organ (Billups et al, 1990; Kempinas et al, 1998a;
Fernandez et al, 2008).

Sibutramine showed 2 distinct effects in the rat distal
cauda epididymidis: increased potency of norepineph-
rine and increased mechanical activity. Similar effects
have also been observed in the vas deferens and seminal
vesicle by Nojimoto et al (2009). The increased potency
of norepinephrine in the rat distal cauda epididymidis
observed in this study might result from the inhibition of
neuronal reuptake by sibutramine, and the induction of
mechanical activity might be associated with the ability
of sibutramine to block voltage-gated K* channels (Kim
et al, 2007). It is known that voltage-gated K* channels
have an important function in the control of smooth
muscle contraction. In the bovine epididymal duct, it
has been demonstrated that voltage-gated ether-a-go-
go-related gene (Erg K*) channels modulate contractile
activity (Mewe et al, 2008). In addition, 10 puM
sibutramine suppressed the maximal contraction ob-
tained in the concentration-response curves to norepi-
nephrine in the rat cauda distal epididymidis. Similarly,
Nojimoto et al (2009) observed reductions in the
maximal contraction of the rat vas deferens and seminal
vesicle with sibutramine 10, 30, and 100 uM. This effect
was credited to the action of sibutramine in blocking
Ca* influx into the smooth muscle cells, and this could
explain the same action observed here in the rat cauda
epididymidis.

The passage of spermatozoa through the epididymis
occurs by means of spontaneous contractile activity of
smooth muscle in the regions of the caput and corpus
and induced contractile activity of smooth muscle in the
cauda region, which is highly innervated (Kaleczyc et al,
1993; Ricker, 1998; Kempinas and Klinefelter, 2010). In
the present study, the sympathomimetic effect of
sibutramine in the smooth muscle of rat distal cauda
epididymidis could explain the decrease in sperm
number and acceleration of sperm transit time, mainly
by induction of contractile activity.

Nojimoto et al (2009) demonstrated that sibutramine
can interfere with ejaculation. However, this was not
observed in the present study because the animals of
both experimental groups presented sexually similar
behavior. This might have occurred because of differ-
ences in experimental protocols and in the sibutramine
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doses used in each study. Moreover, sperm motility,
fertility, and reproductive performance were not altered
by sibutramine exposure.

Therefore, although sibutramine in these experimen-
tal conditions did not interfere with the reproductive
process of rats, it provoked acceleration of the sperm
transit and decreased the sperm reserves in the
epididymal cauda. This alteration is probably related
to the sympathomimetic effect of this drug, as shown by
the in vitro assays. In humans, use of this drug could
present a threat for male fertility because sperm reserves
in men are naturally lower compared with rats (Johnson
et al, 1997).
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