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RESUMO



A ejaculagdo precoce é a disfungcdo sexual masculina com maiores taxas de
incidéncia e prevaléncia. De etiologia complexa, as principais abordagens
farmacologicas desta condigcédo tém sido a utilizacdo de anestésicos locais, inibidores
seletivos da recaptura de serotonina e mais recentemente, inibidores da
fosfodiesterase tipo 5. O reflexo ejaculatério € um processo altamente organizado
com a interacdo de areas centrais encefdlicas e espinhais, centros autonémicos
simpaticos e parasimpaticos além de reflexos somaticos. O sistema nervoso
autbnomo simpatico, através da ativacdo de adrenoceptores o4 (o1-ARS),
particularmente o subtipo aa, desempenha papel fundamental na fase de emissao
do reflexo ejaculatério através da modulagcéo da contratilidade de érgédos como o
ducto deferente, vesicula seminal e préstata. Além disso, a participagéo do influxo de
calcio extracelular via canais de calcio dependentes de voltagem tipo L (canais de
calcio tipo L) na atividade contratil destes 6rgaos é bem caracterizada. Devido a
importancia dos a4-ARs e canais tipo L no reflexo ejaculatério, este trabalho avaliou
a eficacia do antagonista de a4-ARs Tamsulosin e das diidropiridinas bloqueadoras
de canais de calcio Nifedipina e (S)-(+)-Niguldipina no retardo da ejaculagcdo em
ratos. Os resultados obtidos demonstram que a atividade contratil do ducto deferente
e vesicula seminal ao estimulo adrenérgico via ativacdo de o4-ARs in vitro é
fortemente inibida pelo antagonista de a4-ARs Tamsulosin e pelas bloqueadoras de
canais de calcio Nifedipina e (S)-(+)-Niguldipina. Entretanto, embora a contragéo
destes 6rgados e, portanto, a fase de emissdo do reflexo ejaculatério tenha sido
afetada, a laténcia ejaculatéria dos animais n&o foi alterada. Estes resultados
indicam que o bloqueio de canais de calcio tipo L ou o antagonismo de a4-ARs no
ducto deferente e vesicula seminal embora efetivos na inibicdo da fase de emisséo

do reflexo ejaculatorio, ndo sdo capazes de retardar a ejaculagdo. Além disso, os



presentes resultados indicam que a modulacdo da atividade contratil dos 6rgéos
participantes da fase de emissao do reflexo ejaculatério ndo oferece uma alternativa

efetiva para o retardo da ejaculacao.

Palavras chave: Adrenoceptores o4, bloqueadores de canais de calcio, ducto

deferente, ejaculagéo, vesicula seminal.



ABSTRACT



Premature ejaculation is one of the most common male sexual dysfunctions. With
complex aetiology, the main pharmacological approaches involve local anesthetics,
selective serotonin reuptake inhibitors and, more recently, phosphodiesterase 5
inhibitors. The sympathetic nervous system plays a crucial role in the ejaculation,
controlling vasa deferentia, seminal vesicles and prostate contraction through oq-
adrenoceptor (a4-AR) activation. In addition, the contractions of these organs are
dependent on influx of extracellular calcium through L-type voltage-dependent
calcium channels (L-type calcium channels). Due to the involvement of a4-ARs and
L-type calcium channels in the ejaculatory reflex, this dissertation evaluated the
efficacy of the a1-AR antagonist Tamsulosin and of dihydropyridine calcium channel
blockers Nifedipine and (S)-(+)-Niguldipine in the delay of ejaculation in rats. The
results showed that the vas deferens and seminal vesicle contraction in response to
a1-AR activation is potently inhibited by Tamsulosin, Nifedipine and (S)-(+)-
Niguldipine. However, although vas deferens and seminal vesicles contractions have
been inhibited, the ejaculatory latency in vivo was not affected. These results show
that although L-type calcium channel blockade and o4-ARs antagonism in the vas
deferens and seminal vesicle are effective in the inhibition of events related to the
seminal emission phase of ejaculation, they are not able to delay the ejaculation. The
present results indicate that modulation of contractions of organs involved in seminal

emission is not a suitable strategy to retard of ejaculation.

Key words: a4 Adrenoceptors, calcium channel blockers, vas deferens, ejaculation,

seminal vesicle.
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INTRODUCAO



A ejaculacédo é um reflexo complexo controlado por areas encefalicas e
espinhais as quais formam uma rede altamente interconectada. As informacgdes
sensoriais genitais da glande peniana, escroto e uretra séo carreadas por aferentes
do nervo dorsal do pénis e nervo pudendo até centros especificos na medula
espinhal e encéfalo que elaboram e articulam os eventos neurofisiol6gicos
envolvidos na ejaculagao (Figura 1).

Estudos neuro-anatébmicos e funcionais de deteccdo da expressdo da
proteina c-Fos realizados em roedores, particularmente no rato, tém permitido o
mapeamento de grupos neuronais ativados apoés diferentes componentes do
comportamento copulatério (Pfaus et al., 1997). No encéfalo, a deteccdo da
proteina c-Fos permitiu a caracterizacdo de um circuito ejaculatério, um grupo de
neurénios ativados especificamente apds a ejaculacdo, representado por neurdnios
na regido posteromedial dos nucleos da estria terminal, zona lateral do nucleo
posterodorsal da amidala medial, nucleo pré-optico posterodorsal e porcado medial
da regido parvocelular do nucleo subparafascicular do talamo (Coolen et al., 1997).
Além deste “circuito ejaculatério” outras areas encefalicas que incluem a area pré-
optica medial e o nucleo paraventricular do hipotalamo sado ativadas durante o

comportamento copulatorio.
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Embora o reflexo ejaculatorio seja fruto de uma complexa troca de
informacgdes entre centros espinhais e sitios supraespinhais, a capacidade de
inducdo de eventos fisiolégicos associados a ejaculacdo em ratos espinalizados
(Carro-Juarez et al., 2003) e a observacao clinica de que a estimulagao vibratéria do
pénis em homens com lesdo na medula espinhal é capaz de induzir ejaculagao
(Biering-Sorensen et al., 2001) sao evidéncias de que a ejaculagdo é um reflexo
espinhal. De fato, a manutencao da integridade da regido lombosacral da medula
espinhal é suficiente e essencial para o reflexo ejaculatério. Em conjunto, estas
observagdes tém sido utilizadas para suportar a existéncia de um gerador espinhal
da ejaculagao (para revisao ver (Carro-Juarez et al., 2008)). Neste contexto, embora
o circuito espinhal relacionado a ejaculacdo n&o seja totalmente conhecido, a
descoberta do papel essencial dos neurdnios espinotaldamicos lombares (neurénios
LSt) no reflexo ejaculatério coloca-os como componentes centrais do gerador
espinhal da ejaculagao (Truitt et al., 2002).

Os neurdnios LSt estdo localizados nas laminas VIl e X nos segmentos
lombares 3 e 4 da medula espinhal e sédo identificados pela imunoreatividade aos
neuropeptideos galanina, encefalina e colecistocinina. Estes neurdnios, ativados
especificamente apdés a ejaculagdo, possuem projecdes diretas para areas
especificamente relacionadas a ejaculagdo (Coolen et al., 2003) e sua estimulagéo
elétrica direta desencadeia eventos fisioldgicos envolvidos no reflexo ejaculatorio
(Borgdorff et al., 2008). Além disso, a observacao de que a lesdo dos neurbnios LSt
abole completamente a ejaculacdo, mas nao outros componentes do
comportamento copulatorio de ratos, demonstra seu papel fundamental no gerador

espinhal da ejaculacao (Truitt et al., 2002).



Perifericamente, o reflexo ejaculatorio envolve a agdo coordenada do sistema
nervoso autbnomo simpatico e parasimpatico, os quais regulam a atividade de
sintese/secrecédo e a motilidade do epididimo, ductos deferentes, vesiculas seminais
e préstata, e de um componente motor somatico responsavel pela modulacdo da
atividade contratii de musculos estriados associados ao sistema urogenital
masculino. Os componentes neurais responsaveis pelo controle dos eventos
relacionados a ejaculacédo estdo organizados em nucleos especificos na regiao

lombosacral da medula espinhal, e sdo demonstrados na Figura 2.

L6

Figura 2. Fontes espinhais de neurbnios que inervam o aparelho urogenital masculino. A: Nucleo
comissural dorsal (DCN) e colunas intermediolaterais (IML). B: Neurdnios espinotaldmicos lombares
(setas). C: Nucleo parasimpatico sacral (SPN). D: Nucleos dorsomedial (dm), dorsolateral (dl) e
parasimpatico sacral (spn). CC: canal central. Abreviagdes no canto inferior esquerdo das figuras

representam os segmentos espinhais das figuras como se segue: L2, L4 e L6 segmentos lombares 2,
4 e 6, respectivamente. Figuras em A, B e C modificadas de (Allard et al., 2005), imagem em D

modificada de (Doly et al., 2004).



A principal fonte de inervagcdo simpatica dos 6rgaos do sistema urogenital
masculino cursa através dos nervos hipogastricos que reinem axonios de neurdnios
pré-ganglionares do nucleo comissural dorsal e das colunas intermediolaterais
localizados nos segmentos lombares 1 e 2 da medula espinhal (Hancock et al., 1979;
Nadelhaft et al., 1987). A inervacao parasimpatica é representada por axénios pré-
ganglionares provenientes dos nucleos parasimpaticos sacrais (segmentos lombar 6
e sacral 1) que cursam através dos nervos pélvicos (Nadelhaft et al., 1984). Na
regidao pélvica, os eferentes simpaticos e parasimpaticos séo distribuidos aos 6rgéos
do sistema urogenital a partir dos ganglios pélvicos principais e acessorios.

Além das células de musculo liso associadas ao ducto deferente e glandulas
sexuais acessorias, 0s musculos isquiocavernoso e bulboesponjoso, ambos
musculos estriados, contribuem de maneira efetiva no processo fisioldégico da
ejaculacdo. Estes musculos estriados tém sua atividade contratil controlada por
motoneurdnios originarios dos nucleos dorsolateral e dorsomedial que cursam no
ramo motor do nervo pudendo (Schroder, 1980)(McKenna et al., 1986).

Fisiologicamente o reflexo ejaculatério consiste em duas fases distintas, a
emissdo seminal e a expulsdo sendo que em humanos distingue-se ainda uma
terceira fase, o orgasmo (Figura 3). A fase de emisséo seminal € governada pelo
sistema nervoso autbnomo e compreende o transporte de espermatozodides
armazenados no epididimo e a secrecdo e transporte de fluidos seminais das
glandulas sexuais acessoérias até a uretra através de contragdes propulsivas do
epididimo, ducto deferente, vesicula seminal e prostata. Paralelamente, a ativagéo
do sistema nervoso autbnomo simpatico durante a emissdo seminal promove a
contragdo da musculatura circular do colo da bexiga impedindo, desta forma, o fluxo

retrogrado de sémen para o interior da bexiga urinaria. A distensdo das paredes da



uretra prostatica causada pela deposi¢cdo do sémen ativa aferentes sensoriais que
desencadeiam reflexos nervosos promovendo contragdes ritmicas dos musculos
isquiocavernoso e bulboesponjoso culminando na expulsdo do sémen pelo meato da

uretra, a ejaculacéo propriamente dita.
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As disfuncdes ejaculatérias sdo as disfungbes sexuais masculinas mais
comuns e podem ocorrer em qualquer uma das fases do reflexo ejaculatério. As
diferentes modalidades de disfung¢des ejaculatérias podem ser classificadas em
ejaculacédo precoce/prematura, ejaculagdo retardadal/inibida, anejaculacéo,
ejaculagéo retrograda e anorgasmia (McMahon et al., 2004). Dentre elas, a
ejaculacao precoce é a disfungdo ejaculatéria com maior incidéncia, acometendo
aproximadamente 20-30% da populagdo masculina em algum periodo da vida além
de contar com uma das maiores taxas de prevaléncia, cerca de 30-40% (Althof, 2006;
Ralph et al., 2005).

Segundo a Sociedade Internacional para Medicina Sexual a ejaculacao
precoce é definida como a disfungéo sexual masculina caracterizada pela ocorréncia
de ejaculacdo antes ou por volta de um minuto apdés a penetragdo vaginal com
incapacidade de retardar a ejaculagdo em todas ou quase todas as relagdes sexuais
e com conseqiéncias negativas pessoais tais como sofrimento, frustracdo ou
prevencao de intimidade sexual (McMahon et al., 2008).

A ejaculagdo precoce tem etiologia complexa, podendo envolver fatores
psicogénicos (ejaculacdo precoce adquirida) como altos niveis de ansiedade em
relacdo ao ato sexual, e fatores organicos (ejaculagdo precoce permanente), os
quais incluem hipersensibilidade peniana, endocrinopatias e disfungbes no sistema
serotonérgico central (McMahon et al., 2004).

A terapéutica da ejaculacdo precoce € dependente da etiologia e,
objetivamente, visa o prolongamento da laténcia ejaculatéria intravaginal. As
abordagens disponiveis para o tratamento da ejaculagcao precoce séo a psicoterapia

e a terapia farmacolégica (Althof, 2005).



A terapia farmacoldgica da ejaculagdo precoce permanente inclui a reducéo
da sensibilidade peniana através do uso de anestésicos locais (Choi et al., 2000;
Henry et al., 2003) e o aumento do limiar ejaculatério com antidepressivos triciclicos
e mais recentemente inibidores de fosfodiesterase tipo 5 (Chen et al., 2003).

Atualmente, a farmacoterapia com inibidores seletivos de recaptura de
serotonina tem demonstrado os melhores efeitos terapéuticos e tem sido a opgéo
mais escolhida para os casos de ejaculacao precoce permanente (Waldinger, 2005;
Waldinger et al., 1998). Sua utilizagédo é baseada no importante papel inibitorio da
ejaculacdo que a serotonina possui no sistema nervoso central e sua efetividade tem
sido demonstrada em estudos pré-clinicos e clinicos (Waldinger et al., 1994).

Recentemente, a observacdo do efeito modulador de drogas efetivas no
retardo da ejaculagcéo na contratilidade de 6rgaos participantes da fase de emissao
do reflexo ejaculatério, particularmente sobre o ducto deferente e vesicula seminal,
tem atraido crescente interesse para a investigagdo da modulagdo da contratilidade
destes érgdos como uma possivel abordagem para o retardo da ejaculagao. De fato,
drogas como a paroxetina e a fluoxetina (Seo et al., 2001; Yaris et al., 2003) e os
inibidores da fosfodiesterase tipo 5 (Gajar et al., 2007; Orhan et al., 2006) reduzem a
contratilidade do ducto deferente e vesiculas seminais in vitro e a este efeito tem
sido creditada parte da eficacia terapéutica destas drogas no retardo da ejaculagéo
(Chen et al., 2007; Hsieh et al., 1998).

Neste contexto, drogas que modulam a atividade do sistema nervoso
autbnomo tém grande potencial terapéutico. Como discutido anteriormente, o
sistema nervoso autbnomo desempenha um papel fundamental na ejaculagéo
através do controle da fase de emisséo do reflexo ejaculatério e em especial a

divisado simpatica do sistema nervoso auténomo figura como principal efetor.



De fato, técnicas histolégicas demonstram que grande parte das fibras
nervosas que inervam as camadas musculares do ducto deferente, vesiculas
seminais e prostata é constituida por fibras simpaticas (Alm, 1982; McConnell et al.,
1982; Vaalasti et al., 1979; Yuri, 1990). Nelas, foram detectados neuropeptideos
como a somatostatina, encefalina e neuropeptideo Y (Dixon et al., 1998; Jen et al.,
1999) e estudos funcionais demonstram a participacéo do trifosfato de adenosina
(ATP) na atividade contratil do ducto deferente (Mulryan et al., 2000). Dentre as
substancias detectadas nos nervos simpaticos o principal neurotransmissor estocado
nas varicosidades que mantém intimo contato com as células de musculo liso dos
orgaos participantes da fase de emissdo do reflexo ejaculatério € a noradrenalina
(Dixon et al., 1972).

A noradrenalina liberada durante as descargas simpaticas interage com oy-
ARs promovendo a contracdo das células de musculo liso do sistema urogenital
masculino. Existem trés subtipos de a1-ARs denominados aa, ai4g € aiip, 0S quais
sdo membros da superfamilia de receptores acoplados a proteina G e que sinalizam
intracelularmente principalmente através da estimulacdo da produg¢ao dos segundos
mensageiros intracelulares trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol via ativagéo da
fosfolipase CB por proteinas G da familia Gg11 (Zhong et al., 1999). No ducto
deferente e vesiculas seminais as células de musculo liso contraem em resposta a
ativacdo predominante de a1a-ARs (Furukawa et al., 1995; Silva et al., 1999).

Os segundos mensageiros produzidos pela ativacao dos a4-ARs elevam os
niveis de calcio intracelular, culminando na contragdo da célula muscular lisa. Além
do caélcio estocado nas reservas intracelulares, liberado pela acédo do IP; sobre
receptores para IP3 no reticulo endoplasmatico liso, o influxo desse ion a partir do

meio extracelular por meio de canais de calcio dependentes de voltagem tipo L
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contribui de forma efetiva na contracdo. De fato, estudos com bloqueadores de
canais de calcio demonstram claramente a dependéncia das contragbes do ducto
deferente em relagéo ao calcio extracelular (Belevych et al., 1999; Boselli et al., 1998;
Burt et al., 1998; Burt et al., 1996).

O papel fundamental dos a4-ARs na fungéo sexual masculina foi demonstrado
em um modelo de camundongos knockout para os trés subtipos de a4-ARs que
apresentam severa infertilidade apesar de produzirem esperma capaz de fertilizar in
vitro 6vulos de fémeas da mesma espécie (Sanbe et al., 2007). Além disso, a
importancia dos o4-ARs pode ser inferida a partir das disfungbes ejaculatérias
observadas com o uso de antagonistas de a4-ARs no alivio da obstrugcédo da uretra
causada pela hiperplasia prostatica benigna (Giuliano, 2006).

As disfungbes sexuais observadas durante a utilizacdo dos antagonistas de
o1-ARs relacionam-se a disturbios ejaculatorios, particularmente redugé&o do volume
de ejaculado e ejaculacédo retrograda sem incidéncia significativa de disfungcdes
orgasticas ou da libido, o que reforca uma acéo periférica predominante sobre os
orgaos participantes do processo de emissdo seminal (Giuliano, 2006; Kobayashi et
al., 2009; Marks et al., 2009).

O impacto dos antagonistas de a4-ARs na ejaculagdo, aliado a alta
sensibilidade do ducto deferente e vesicula seminal a bloqueadores de canais de
calcio possuem implicagao clinica, uma vez que emerge a possibilidade de utilizagao
deste “efeito colateral” no retardo da ejaculagéo.

Existe um grande arsenal de agentes farmacologicos que apresentam agdes
antagonistas seletivas em o4-ARs e atividade de bloqueio de canais de calcio
dependentes de voltagem tipo L, muitos deles ja utilizados ha tempos na terapéutica

farmacologica de varias doencas. Dentre os antagonistas de a4-ARs clinicamente
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utilizados no tratamento da obstrugdo da uretra destaca-se o Tamsulosin, uma
benzenosulfonamida antagonista seletivo de alta afinidade de o4-ARs. Desde sua
introducdo na terapéutica os estudos clinicos demonstram grande efetividade
terapéutica do Tamsulosin (Lepor, 1998); além disso o perfil de incidéncia de efeitos
colaterais observados com o Tamsulosin é bem mais favoravel quando comparado a
outros antagonistas de a4-ARs como o Prazosin, Doxazosin e Alfuzosin (Chapple,
1996). Interessantemente, diferente do observado com outros antagonistas de ou-
ARs o uso crénico ou agudo de Tamsulosin esta associado a incidéncia significativa
de disfuncao ejaculatéria (Hellstrom et al., 2006).

A Nifedipina e a (S)-(+)-Niguldipina s&o bloqueadoras de canais de calcio tipo
L pertencentes a classe quimica das diidropiridinas. Estas drogas possuem potente
acao bloqueadora de canais de calcio tipo L e s&o utilizadas clinicamente no controle
da hipertenséo arterial (Stason et al., 1997). Interessantemente, a (S)-(+)-Niguldipina
€ uma diidropiridina que apresenta alta afinidade por ambos, a4a-ARs e canais de

calcio tipo L (Boer et al., 1989).
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HIPOTESE E OBJETIVOS



A dissertagéo teve a seguinte hipétese norteadora:

“A inibicdo ou retardo da fase de emisséo do reflexo ejaculatério através da redugéo
da contratiidade dos ductos deferentes e vesiculas seminais por meio do
antagonismo de adrenoceptores a4 e/ou do bloqueio de canais de calcio tipo L pode

retardar a ejaculacao”.

Assim, o principal objetivo da dissertacéo foi avaliar se drogas que antagonizam
o4-ARs e/ou o bloqueiam canais de calcio tipo L no ducto deferente e vesiculas
seminais sao capazes de retardar a ejaculagéo.

Os objetivos especificos foram:

e Auvaliar o efeito do antagonista de a1-ARs Tamsulosin e das diidropiridinas
bloqueadoras de canais de calcio tipo L Nifedipina e (S)-(+)-Niguldipina nas
contragdes induzidas por noradrenalina no ducto deferente e vesicula seminal
de rato in vitro;

e Avaliar os efeitos da administracdo de Nifedipina, (S)-(+)-Niguldipina e
Tamsulosin na ejaculagdo através da analise do comportamento copulatério

de ratos.
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MATERIAL E METODOS



Animais

Foram utilizados ratos Wistar adultos de ambos os sexos (machos 12 a 20 e
fémeas 12 a 16 semanas de idade) provenientes do Biotério Central da UNESP-
Campus de Botucatu. Os animais foram mantidos em ambiente controlado
(temperatura: 25 £ 1°C; umidade: 55 + 5%; 12/12h claro/escuro, luzes ligadas as
7:00h) com livre acesso a ragéo e agua.

Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica para
0 Uso de Animais de Experimentacdo da UNESP — Botucatu (protocolo n° 61/08,

anexo 1).

1. Avaliagdo dos efeitos da Nifedipina, (S)-(+)-Niguldipina e Tamsulosin na
contratilidade do ducto deferente e vesiculas seminais in vitro

Ratos machos adultos (12-16 semanas) foram decapitados em guilhotina e os
ductos deferentes ou as vesiculas seminais foram cuidadosamente retirados e
preparados para o registro digital de tensao isométrica. Os ductos deferentes inteiros
ou as vesiculas seminais foram limpos de tecidos aderentes e conteudos luminais e
montados em camaras musculares de 10 ml sob 1g de tensdo em solug¢ao nutriente
Tyrode modificada (Picarelli et al., 1962) com a seguinte composi¢cao (mM): NaCl
138; KCI 5.7, CaCl, 1.8, NaH,PO, 0.36, NaHCO; 15, dextrose 5.5, mantida a 30°C,
pH 7.4 continuamente borbulhada com mistura de 95%02/5%CO..

Apbs um periodo de estabilizacdo de 30 minutos a contracdo ao KCIl 80 mM
foi observada para avaliacao da viabilidade tecidual e da estabilizacdo da resposta
contratil maxima em trés ocasides separadas entre si por um periodo de 30 minutos.

Apds 30 minutos da ultima contragdo ao KCI 80mM, caso pelo menos trés
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contracbes de magnitude semelhante tivessem sido observadas, curvas
concentragcéo-resposta para noradrenalina foram construidas pela adicdo cumulativa
do agonista, segundo o0 método de Van Rossum (Van Rossum, 1963).

Apbs a lavagem e relaxamento dos 6rgdos foram adicionados Tamsulosin
(0,1-100 nM), Prazosin (0,3-30 nM), (S)-(+)-Niguldipina (3-1000 nM) ou Nifedipina
(10-1000 nM) e decorridos 45 minutos foram construidas curvas concentragéo-
resposta para a noradrenalina ainda na presenca das drogas. Ap6s lavagem e
relaxamento dos 6rgaos uma nova concentragdo do antagonista foi incubada por 45
minutos e o procedimento de constru¢cdo da curva repetido. Utilizou-se incrementos
de 3 vezes nas concentragdes sucessivas dos antagonistas e o tempo de incubacgéo
de 45 minutos foi respeitado durante todo o experimento.

Todas as curvas concentragcdo-resposta de noradrenalina foram obtidas na
presenga de cocaina 6uM, cortisona 10uM e propranolol 0,1uM para inibigdo da
captura neuronal e extraneuronal de noradrenalina e antagonismo de
adrenoceptores B3, respectivamente, equilibradas com a preparagéo por 45 minutos

(Pupo, 1998).

Determinacdo dos efeitos da (S)-(+)-Niquldipina e do Tamsulosin nas contracoes

induzidas por CaCl, no ducto deferente

Curvas concentracdo-resposta cumulativas para CaCl, na auséncia e
presenca de (S)-(+)-Niguldipina ou Tamsulosin foram construidas no ducto deferente
em solu¢do nutritiva nominalmente sem calcio (mesma composigcdo da solugéo
citada anteriormente exceto pela omissdo de CaCl,) com alta concentracdo de K* (80
mM), obtida pela adicdo de KCI 74,3 mM 1 minuto antes da construgédo da curva

concentragédo-resposta. Apds obtencdo de duas curvas concentragdo-resposta
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semelhantes ao CaCl, (0,1-100 mM), o Tamsulosin (0,1-30 nM) ou a (S)-(+)-
Niguldipina (30-300 nM) foram incubados por 45 minutos e apo6s este periodo uma
nova curva concentragao-resposta ainda na presenca da droga foi obtida. A poténcia
do CaCl; na indugéo das contragdes e a resposta maxima atingida na auséncia e

presenca das diferentes concentragdes dos antagonistas foram comparadas.

Analise estatistica

Os resultados sdo apresentados como média * erro padrao da média (epm)
obtidos com n tecidos. As respostas contrateis a noradrenalina sdo expressas em
gramas (g) de tenséo e as ao CaCl, como porcentagem da resposta em 1,8 mM de
Ca?*. A poténcia da noradrenalina e do CaCl, & expressa como pDj, 0 negativo do
logaritmo da concentragdo molar da droga necessaria para indugédo de 50% da
resposta maxima e a poténcia dos antagonistas como pAz, o negativo do logaritmo
da concentracdo do antagonista que promove um deslocamento de duas vezes a
direita na curva concentracéo resposta do agonista. O pA; foi calculado através da
construcéo de grafico de Schild (Arunlakshana et al., 1959). Quando a inclinagédo da
reta de regresséo no grafico de Schild foi diferente da unidade teérica, o pA, foi
estimado através da equacao (1): pAz= log(CR-1)-logB, na qual CR é o antilog da
diferenca entre os valores de pD, na auséncia e na preseng¢a do antagonista e B é a
menor concentracdo molar do antagonista capaz de antagonizar a resposta do

agonista.
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Poténcia da Nifedipina e (S)-(+)-Niquldipina na inibicdo das contracées induzidas por

noradrenalina no ducto deferente e vesicula seminal

A poténcia dos bloqueadores de canais de célcio na inibicdo da resposta
contratil a noradrenalina no ducto deferente e vesiculas seminais foi estimada
através da plCsp, 0 negativo do logaritmo da concentragcdo molar da diidropiridina
necessaria para inibicado de 50% da magnitude de resposta a noradrenalina.

Comparacdes entre a poténcia da Nifedipina ou (S)-(+)-Niguldipina num
mesmo tecido foram estabelecidas entre as estimativas de plCsy para reducéo de
50% da tensdo maxima desenvolvida pela noradrenalina. Devido a dependéncia
dos valores de plCsy na magnitude do estimulo a ser inibido, as poténcias inibitérias
da Nifedipina ou (S)-(+)-Niguldipina foram comparadas entre o ducto deferente e
vesicula seminal utilizando-se a estimativa de plCsy para inibicdo de estimulos
submaximos em ambos os tecidos (resposta da noradrenalina efetiva em 70% em
cada tecido).

Comparacdes estatisticas foram realizadas através do teste t de student ndo
emparelhado ou com analise de variancia (ANOVA) seguido por teste de Newman-
Keuls para comparagbes multiplas. Valores de p<0,05 foram aceitos como

significantes.

2. ANALISE DO COMPORTAMENTO COPULATORIO

Ratos Wistar machos (12 a 20 semanas de idade) e fémeas com
receptividade sexual natural (12 a 16 semanas) foram utilizados para analise do
comportamento copulatorio.

Trinta minutos antes das avaliagdes do comportamento copulatério as fémeas

adultas foram expostas a um macho sexualmente experiente e aquelas que
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apresentaram lordose ap6s a monta do macho foram selecionadas para avaliagéo
do comportamento copulatério do macho.

Os ratos machos (a partir de 12 semanas de idade) foram submetidos a trés
testes de comportamento copulatério para aquisicdo de experiéncia sexual e
caracterizagdo do comportamento copulatorio individual e somente aqueles que
ejacularam duas ou mais vezes em pelo menos dois dos testes foram selecionados
para a realizagcéo dos experimentos (ver Apéndice).

A Figura 4 apresenta um esquema dos eventos registrados na avaliagéo do
comportamento copulatério e os parametros avaliados durante uma sessao
representativa com um rato adulto (120 dias) sexualmente experiente e tratado com

veiculo.
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Figura 4. Representagéo grafica do protocolo aplicado para analise do comportamento copulatoério.
Abreviacdes representam os pardmetros avaliados como se segue: R introduc¢ao do rato macho para
aclimatizagdo a caixa de observacgdo, F apresentagdo da fémea sexualmente receptiva ao macho,
LMI laténcia para primeira monta ou intromissao, LI laténcia para a primeira intromissao, NM numero
de montas e NI numero de intromissdes até a ejaculagédo, LE laténcia ejaculatoria, PR periodo
refratario pods-ejaculatorio (para definicdes vide infra). O esquema representa uma adaptacdo da
figura originalmente publicada por (Larsson et al., 1999) e posteriormente modificada em (de Jong et
al., 2006).

Os ratos machos foram colocados individualmente em caixas de acrilico
transparente (caixa de observacédo) e mantidos sozinhos durante dez minutos para
aclimatizacao. Apds este periodo a fémea sexualmente receptiva foi introduzida na
caixa de observacdo e o comportamento copulatério observado por trinta minutos
apo6s a primeira monta ou intromissdo. Os parametros avaliados foram:

e A laténcia para a 12 monta ou intromisséo (LMI, tempo decorrido entre
a apresentacao da fémea receptiva e a primeira monta ou intromisséo);
e Laténcia para a primeira intromissao (LI, intervalo de tempo entre a
apresentacao da fémea receptiva e a primeira monta com intromisséo

peniana);
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E em cada série ejaculatoria:

e numero de montas até a ejaculagdo (NM, montas sem intromisséao
peniana) e o numero de intromissbes até a ejaculacdo (NI, montas
com intromiss&o peniana);

e Laténcia ejaculatoria (LE), definida como intervalo de tempo entre a
primeira intromissao e a ejaculacéo;

Além dos parametros acima mencionados, a partir dos registros calculou-se o
periodo refratario pds-ejaculatério (PR) (intervalo de tempo entre a ejaculacao e a
primeira monta ou intromisséo da préxima série ejaculatéria);

Adicionalmente registrou-se o0 peso Umido dos plugs seminais (PS)
deslocados pelas intromissdes de séries ejaculatorias sucessivas.

Nos casos em que 0 macho nao realizou uma monta ou intromisséo em até
dez minutos ap6és a introducao da fémea receptiva na caixa o teste foi interrompido e
o macho considerado sexualmente inativo naquela ocasido. Analises sucessivas do
comportamento copulatério foram separadas entre si por intervalos de sete dias e
iniciadas e finalizadas dentro do 2° terco do periodo escuro do ciclo claro/escuro (4

horas ap6s o desligamento das luzes) sob iluminagcao com luz vermelha.

Cirurgia para implante de cénula na veia juqular e administracdo de drogas

A Nifedipina, (S)-(+)-Niguldipina, Tamsulosin ou o veiculo apropriado foram
administrados por via intravenosa através de canulas implantadas cirurgicamente na
veia jugular direita.

Os ratos sexualmente experientes selecionados foram anestesiados com
cetamina e xilazina (70 mg/kg e 10mg/kg, respectivamente) e a veia jugular direita foi

canulada com tubos de polietiieno (PE10 conectados a PES50) preenchidos com
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salina heparinizada (1000 Ul/ml). A céanula foi dirigida subcutaneamente e
exteriorizada na regido posterior do dorso do animal sendo presa com linha de
sutura na pele do pescogo. Apds a cirurgia os animais receberam 0,1ml de
pentabidtico subcutaneamente e foram mantidos durante 24h a temperatura
ambiente (25-26°C) para recuperacao. Inspecdes diarias das condig¢des fisicas dos
animais e administragdo de 0,2 ml de salina heparinizada (1000 Ul/ml) pela canula
implantada na veia jugular para prevenir entupimento da canula foram realizadas até

o dia das analises do comportamento copulatério.

Efeitos da administracdo de Nifedipina, (S)-(+)-Niquldipina ou Tamsulosin no

comportamento copulatdrio de ratos sexualmente experientes

A analise do comportamento copulatorio foi realizada trés dias ap6s a cirurgia
para canulagéo da veia jugular.

Para observagao do comportamento copulatério os ratos machos receberam
Tamsulosin (0,3, 1,0 ou 3,0 ug/kg, iv.), (S)-(+)-Niguldipina (10, 50 ou 100 ug/kg, iv.),
Nifedipina (10 , 50 ou 100 ng/kg, iv.) ou veiculo (0,3 ml/rato, iv.) e foram colocados
individualmente em caixas de acrilico transparente por 15 minutos para
aclimatizacao. Apéds este periodo a fémea sexualmente receptiva foi introduzida na

caixa e o comportamento copulatério avaliado como descrito anteriormente.

Analise estatistica

Os dados seréao apresentados como média £ erro padrao da média (LMI, LI,
LE e PR) ou como mediana e intervalo interquartil (NM, NI e PS) para n animais.
Diferengas entre grupos foram avaliadas através de analise paramétrica por ANOVA

seguida por teste de Newman-Keuls para comparac¢des multiplas (LMI, LI, LE e PR)
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e estatistica ndo-paramétrica pelo teste de Mann-Whitney ou por Kruskal-Wallis
seguido por teste de Dunn para comparac¢des multiplas (NM, NI e PS). Valores de

p<0,05 foram aceitos como significantes.

Drogas e reagentes

Tamsulosin (hidrocloreto de tansulosina), IFFECT (Hong Kong); Cocaina (cocainum
hydrochloricum puriss.) (Boehringer Ingelheim  GmbH, Ingelheim, Germany);
Prazosin (Prazosin hydrochloride) e propranolol ((x)-propranolol hydrochloride),
Research Biochemicals International (Natick, MA, USA); Nifedipina (Nifedipine) e
noradrenalina ((L)-(-)-Norepinephrine bitartrate salt monohydrate) e Dimetilsulfoxido
(DMSO), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA); (S)-(+)-Niguldipina  ((S)-(+)-

Niguldipine hydrochloride) Tocris bioscience (Ellisville, MO, USA);

Preparacdo das solucbes: experimentos funcionais de contracéo in vitro

Solucbes estoque de noradrenalina, Tamsulosin, Prazosin, verapamil,
propranolol e cocaina foram preparadas em agua destilada e diluidas de acordo com
0 necessario diariamente antes dos experimentos. A cortisona foi diluida em
dimetilsulféxido (DMSO, 100%).

Para os experimentos funcionais de contracéo a (S)-(+)-Niguldipina foi diluida
em DMSO (100%) em tubos de vidro para evitar a adsor¢ao da droga a superficies
de plastico (ver (Graziadei et al., 1989b)). A solucéo “estoque” de Nifedipina (1 ou
10mM) foi preparada em etanol absoluto e diluicbes subseqientes foram realizadas
em agua destilada. Solugbes “estoque” e diluicbes subseqientes de (S)-(+)-
Niguldipina e Nifedipina foram preparadas diariamente antes dos experimentos em

ambiente protegido de luz. Durante os experimentos de contragdo que utilizaram a
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(S)-(+)-Niguldipina ou Nifedipina as luzes do laboratério foram apagadas e a parede
externa das camaras musculares envoltas com plastico negro para protecéo da luz

ambiente.

Preparacéo das solucées: experimentos de analise do comportamento copulatorio

As solucdes de (S)-(+)-Niguldipina ou Nifedipina utilizadas nos experimentos
de comportamento copulatério foram preparadas em etanol absoluto. A dose final de
etanol administrada foi de 79mg de etanol/rato (equivalente a 0,1ml de etanol
absoluto/rato). Solugbes foram preparadas em tubos de vidro e administradas com a
utilizacdo de seringas de vidro. Todas as solugbes foram protegidas da luz. O

Tamsulosin foi diluido em solucgéo salina (NaCl 0,9%).
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RESULTADOS



Efeitos da Nifedipina, (S)-(+)-Niguldipina e Tamsulosin nas contra¢cées

induzidas por noradrenalina no ducto deferente e vesicula seminal

Foram investigados os efeitos da Nifedipina, (S)-(+)-Niguldipina e Tamsulosin
nas contragdes induzidas por noradrenalina no ducto deferente e vesicula seminal,
orgaos participantes do processo de emissao do reflexo ejaculatorio.

A Figura 5 apresenta registros da atividade contratil induzida pela

noradrenalina no ducto deferente e vesicula seminal.
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Figura 5. Registros representativos da atividade contratil induzida por noradrenalina no ducto
deferente (DD) e vesicula seminal (VS). As contragdes foram induzidas pela adigdo cumulativa de

noradrenalina na presenga do coquetel com antagonista de adrenoceptores B e inibidores do

processo de captura neuronal e extraneuronal de noradrenalina.

A noradrenalina induziu contragcdes de maneira concentragao-dependente nos
tecidos avaliados e foi aproximadamente seis vezes mais potente no ducto deferente
(pD2 6,90 £ 0,05, n=17 vs 6,05 £ 0,06, n=18; p<0,0001) embora tenha induzido maior
tensao na vesicula seminal (3,02 + 0,06g, n=18 vs 2,10 £ 0,04g, n=17; p<0,0001).

A Figura 6 apresenta os efeitos das diidropiridinas bloqueadoras de canais de

calcio Nifedipina e (S)-(+)-Niguldipina nas contra¢des induzidas por noradrenalina no

ducto deferente e vesicula seminal.

25



‘eboup eped esed soOpI0a) 9-€ WOI SOPIQo wds F elpaw wejuasaidal sopeynsay ‘ajusweAndadsal

‘leullas BJN2ISAA 8 8)uaJajap 0)oNp ou sebfolp Sep eiouUgSNE eu ewixew ejsodsal ep wabejusolod owod 019|ed ap sleued ap salopeanbojq sop S8Qde.ljusouod

sojuala)ip sep edussaid eu euljeusspelou ejod EBPIAJOAUSSEP BuwiXew OBSUd) B as-ejuasalde § @ 9 w3 “euldip|nbiN

so0deljuaou0d ap eduasald 8 eiougsne eu (9 8 p) [BUIWSS BINJISOA © ( @ B

N [eboup] Boj

5- o L 8- e o~
L ) ) , 1 . 1 . L . 0
L J
09
euldipinBIN-(+)-(S) e
euldipafiN o Foot
N [eboup] Bo
s- o- L 8- 6 o
L ) " , 1 . 1 . L . 0
-0G
euldipinBIN-(+)-(S) e
euldipgyiN o ® Foot
J

(aj013u00 Xewg 9,)

EPIAJOALISSP Ll

(S1013U0C0 XRWT 9,)

1

IXELU oesus

a8

X2 0Bsu9

EpINoAUSSSp B

W [euleuaipeiou] 6o

-

) @juaJajap 0}onp ou euljeualpelou eled eysodsal-oedeljuaduod sealnd) g einbi4

-(S) no euidipayiN 8p s8ju8dsalId

W [euljeuaupeiou] 60j

€- - G- 9- 1- 8- z- €- - G- 9- .- 8-
1 1 L 1 A . 1 L o L 1 L 1 L 1 L 1 N o
L L
00¢€ S T ﬂ 0001 ® [
oL v |z m oL v g
oc e | e o |
oL e @ o e
oe a [€ oc al€
0 o I 0 o}
() euldipInBIN-(+)-(S) Ly (nu) eurdipayN L
9 p
W [eulneuaupeiou] 6oj W [euleuaipeuou] 6o
c- €- V- G- 9 VA 8- 6" c- € - G- 9- VA 8- 6- OlL-
. L0 A " 1 )
o L
o rih M -l
v
o | %. ® |
e |z Q oL Vv |z
X3 A [e] ®
0 o [ ol * |
(u) euidipinBiIN-(+-(s) [ g (L) euidipann .
q e

(6) ogsua |

1

oesus

(6)

26



A Nifedipina e a (S)-(+)-Niguldipina deprimiram de maneira concentragéo-
dependente a tensdo maxima desenvolvida no ducto deferente e vesicula seminal e
em ambos os tecidos a (S)-(+)-Niguldipina foi significativamente mais potente que a
Nifedipina na redugéo da tensdo maxima desenvolvida (plCso = 7,90 + 0,05 e 7,60 %
0,07, n=4, p<0,05 (ducto deferente); 8,08 + 0,13 e 7,57 + 0,06, n=4, p<0,05 (vesicula
seminal)). Adicionalmente, embora no ducto deferente a resposta contratil a
noradrenalina tenha sido totalmente abolida por ambas as drogas, aproximadamente
30% da contragdo da vesicula seminal foi resistente a acdo de ambos os
bloqueadores de canais de calcio, mesmo em concentragbes que aboliram a
contracdo no ducto deferente. Semelhantemente, o verapamil, um outro bloqueador
de canais de calcio tipo L ndo foi capaz de abolir totalmente a resposta contratil a
noradrenalina na vesicula seminal (dados nao apresentados).

Ainda como pode ser observado na Figura 6 e Tabela 1 a (S)-(+)-Niguldipina,
mas nao a Nifedipina, reduziu a poténcia da noradrenalina em ambos os tecidos, o
que fica caracterizado pelos deslocamentos a direita nas curvas concentragéo-

resposta a noradrenalina.
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Na vesicula seminal, concentragdes de (S)-(+)-Niguldipina entre 10 e 300 nM
nao reduziram adicionalmente a poténcia da noradrenalina embora tenham sido
efetivas na reducédo da resposta maxima tecidual até o limite de 30% da tenséo
maxima desenvolvida pela noradrenalina na auséncia do antagonista (Figura 6).

A poténcia inibitoria da Nifedipina e (S)-(+)-Niguldipina entre os dois tecidos
foi comparada avaliando-se seus efeitos contra a concentracdo de noradrenalina
capaz de induzir 70% da resposta contratii maxima no ducto deferente e vesicula

seminal. Os resultados s&o mostrados na Figura 7.

§1oo— . VS}N'F

o i VS

8 DD}NIG

o

3

2 50

©

©

2

S

(72}

C

& 0 T T T F = g T 1
-10 -9 -8 -7 -6 -5

log [droga] M

Figura 7. Efeito inibitério da Nifedipina (NIF) e (S)-(+)-Niguldipina (NIG) na contrag&o induzida por
noradrenalina no ducto deferente (DD) e vesicula seminal (VS). A inibicdo da resposta da
concentragdo de noradrenalina efetiva em 70% na auséncia das drogas (noradrenalina 0,3uM no
ducto deferente e 3uM na vesicula seminal) foi utilizada para construgdo das curvas. Resultados
representam média + epm obtidos com 3-6 tecidos para cada droga.

A Nifedipina foi equipotente na reducdo da tensdo nos dois tecidos (pICs
ducto deferente = 7,61 £ 0,08 vs 7,65 £ 0,09 (vesicula seminal); p>0,05). Devido ao
potente efeito inibitdério da (S)-(+)-Niguldipina nesta magnitude de resposta nao foi

possivel estabelecer a relagdo completa de inibicdo da tensdo na vesicula seminal

inviabilizando, desta forma, a determinacdo de um valor de plCsp; nota-se, porém,
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através do distanciamento entre as duas curvas concentragao-inibicdo que a (S)-(+)-
Niguldipina foi aproximandamente trés vezes mais potente na inibicdo da contragao
induzida pela noradrenalina na vesicula seminal.

Também foram investigados os efeitos dos antagonistas de a4-ARs Prazosin
e Tamsulosin na reatividade do ducto deferente e vesicula seminal a noradrenalina,

e os resultados sao apresentados na Figura 8.
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O Prazosin deslocou as curvas concentracédo-resposta da noradrenalina a
direita sem deprimir a resposta maxima em ambos os tecidos (Figura 8a e b). A
analise de regressao linear dos deslocamentos proporcionados pelas diferentes
concentragbes de Prazosin através da construgdo do grafico de Schild (Figura 8c)
resultou em uma reta com inclinacédo de 1,05 £ 0,07 e intercepto no eixo das
abscissas (pAz) de 9,50 + 0,04 (n=4) no ducto deferente e inclinagdo 1,07 + 0,06
com intercepto 9,60 + 0,04 (n=4) na vesicula seminal demonstrando que o Prazosin
comportou-se como antagonista competitivo dos receptores «¢-ARs do ducto
deferente e vesicula seminal apresentando afinidades similares pelos a1-ARs destes
dois tecidos.

No entanto, o Tamsulosin (Figura 8d e e) antagonizou de forma complexa as
contragdes induzidas pela noradrenalina no ducto deferente e vesicula seminal, pois
concomitantemente aos deslocamentos a direita nas curvas concentragao-resposta
a noradrenalina, a agdo antagonista nas concentragbes maiores que 0,3 nM em
ambos os tecidos foi associada a marcante redugdo na contragdo maxima de até
85,1 + 1,85% no ducto deferente (plCso = 9,08 £ 0,09; n=4) e 95,3 + 0,51% na
vesicula seminal (plCso = 8,81 % 0,12; n=4) caracterizando, desta forma, um
antagonismo intransponivel (insurmountable).

O comportamento intransponivel apresentado pelo Tamsulosin inviabilizou a
utilizacado da regressao de Schild para quantificagcdo do pA,; portanto, a poténcia do
Tamsulosin foi determinada através da equacdo (1) utilizando-se o efeito do
Tamsulosin 0,3 nM em ambos os tecidos. Os valores de pA; resultantes foram de
10,50 £ 0,09 (n=4) na vesicula seminal e 10,25 £ 0,23 (n=3) no ducto deferente.

Embora nesta condigdo de antagonismo intransponivel o grafico de Schild

nao possa ser utilizado para avaliagdo da constante de dissociacdo do complexo
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Tamsulosin/adrenoceptor a4 do ducto deferente e vesicula seminal, a representagéo
grafica do log (CR-1) versus log da concentragdo do Tamsulosin foi utlizada para
avaliacéo dos efeitos das diferentes concentragdes do Tamsulosin na poténcia da
noradrenalina em ambos os tecidos (Figura 8f). No ducto deferente o Tamsulosin
reduziu de forma concentragdo-dependente a poténcia da noradrenalina na faixa de
concentragdes avaliada; porém, a inclinagdo da reta de regressédo no pseudo grafico
de Schild foi significativamente maior que a unidade tedrica (1,35 + 0,08, n=7;
p>0,05). Tal fato demonstra que a redugdo da poténcia da noradrenalina néo foi
proporcional aos incrementos da concentragdo de Tamsulosin. Na vesicula seminal,
a concentragao de Tamsulosin 10 nM reduziu comparativamente menos a poténcia
da noradrenalina, o que caracterizou um comportamento predominantemente
intransponivel representado somente por redugdes concentracdo-dependentes da
tensdo maxima desenvolvida.

No ducto deferente e vesicula seminal drogas que bloqueiam o influxo de
calcio extracelular reduzem de maneira significativa a resposta contratil a
noradrenalina em ambos os tecidos (Figura 6). Portanto, avaliou-se através de
experimentos funcionais de contragdo no ducto deferente se o Tamsulosin interfere
nas contragdes induzidas CaCl, adicionado a solugéo nutritiva livre deste ion. Os

resultados sdo apresentados na Figura 9.
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Figura 9. Curvas concentragdo-resposta para o CaCl, no ducto deferente em solugédo nutriente sem
célcio. KCI 74,6 mM (concentragao final de K™ na solugéo: 80mM) foi adicionado a solugéo nutritiva e
ap6s 1 minuto o CaCl, foi adicionado de maneira cumulativa. Tamsulosin (0,1-30nM) ou (S)-(+)-
Niguldipina (30-300 nM) foram equilibrados por 45 minutos antes da construgdo de curva
concentragao-resposta para o CaCl,. A tensdo desenvolvida foi normalizada em relagdo a magnitude
desenvolvida em 1,8 mM de CaCl,. Resultados representam média + epm obtidos com 4 tecidos para

cada droga.

O Tamsulosin nédo afetou as contragbes induzidas por CaCl, nas
concentragcbes que reduziram significativamente a tensdo desenvolvida na
reatividade do ducto deferente e vesicula seminal a noradrenalina excluindo, desta
forma, este mecanismo de acdo como determinante do perfil intransponivel
apresentado pelo Tamsulosin em ambos tecidos.Como esperado, a (S)-(+)-
Niguldipina deprimiu a resposta maxima além de reduzir a poténcia do CaCl, em

pouco mais que trés vezes.
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Avaliacao dos efeitos da Nifedipina (10, 50 ou 100ug/kg, iv), (S)-(*+)-Niguldipina
(10, 50 ou 100ug/kg, iv) ou Tamsulosin (0,1 , 0,3 ou 3,0ug/kg, iv) no

comportamento copulatorio de ratos machos sexualmente experientes

A andlise do efeito da Nifedipina, (S)-(+)-Niguldipina e Tamsulosin na
ejaculacao foi realizada através da observacdo do comportamento copulatério de
ratos machos sexualmente experientes. No Apéndice €& apresentada a
caracterizagdo do comportamento copulatério dos ratos machos avaliados nesta
dissertacao durante o periodo de aquisicao de experiéncia sexual.

Todos os animais tratados com veiculo, Nifedipina, (S)-(+)-Niguldipina ou
Tamsulosin nas diferentes doses estudadas apresentaram ativo comportamento
exploratério da caixa de observacdo durante o periodo de aclimatizacao,
investigaram ativamente a regido anogenital da fémea e demonstraram o
comportamento de “perseguicido” (pursuit) da fémea imediatamente antes do inicio
da copula caracterizada pela realizagdo de uma monta ou intromiss&o. Todos os
animais tratados com veiculo ou drogas ejacularam durante os testes.

A Tabela 2 apresenta os parametros do comportamento copulatério apos a
administragdo das diferentes doses de Nifedipina, (S)-(+)-Niguldipina ou do veiculo

(79mg de etanol/rato + 0.2ml de salina 0.9%).
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A Nifedipina e a (S)-(+)-Niguldipina ndo afetaram a motivacédo sexual dos
animais ou a capacidade motora para execu¢ao da copula visto que a laténcia para
o inicio do comportamento sexual (LMI) e o tempo necessario para a execugéo da
primeira intromissao (LI) ndo foram afetados. Também ndo foram encontradas
evidéncias para modificagcdo do limiar ejaculatério visto que a quantidade de
estimulo necessaria para ejaculacéo, estimada a partir do NI, ndo foi modificada em
nenhuma das diferentes doses testadas de ambas as drogas. Da mesma forma, a
laténcia ejaculatéria dos animais nao foi alterada por nenhuma das doses testadas
de Nifedipina ou (S)-(+)-Niguldipina.

A Nifedipina na dose de 10ug/kg reduziu significativamente o PR quando
comparada ao grupo que recebeu veiculo, porém, este efeito ndo foi dose-
dependente ja que as doses de 50 e 100ug/kg nao afetaram este parametro. A (S)-
(+)-Niguldipina, por outro lado, ndo foi capaz de alterar o PR nas doses testadas.

Os parametros do comportamento copulatério para as outras séries
ejaculatérias ndo puderam ser comparados estatisticamente devido ao numero
sucessivamente reduzido de animais que atingiram trés ou mais ejaculagées em
todos os grupos; entretanto, comparagbes estatisticas foram realizadas para a
segunda série ejaculatoria.

A avaliacdo dos parametros do comportamento copulatério para a segunda
série ejaculatéria foi consistente com os resultados descritos para a primeira série
ejaculatéria. Novamente, a Nifedipina na dose 10ug/kg reduziu significativamente o
PR quando comparado com o grupo que recebeu veiculo (veiculo: 386,4 + 14,10s
(n=9), Nifedipina 10ug/kg: 309,3 + 11,94s* (n=6), Nifedipina 50ug/kg: 386,5 + 21,02s
(n=6) e Nifedipina 100ug/kg: 371,90 + 22,73s (n=7), *p<0,05 vs veiculo) enquanto os
outros parametros permaneceram inalterados. Consistentemente, as doses de 50 e
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100ug/kg de Nifedipina ndo afetaram os parametros do comportamento copulatério
avaliados. A (S)-(+)-Niguldipina n&o afetou qualquer parametro do comportamento
copulatério da segunda série ejaculatéria em nenhuma das doses. Adicionalmente, a
Nifedipina e a (S)-(+)-Niguldipina ndo afetaram o peso umido dos PS.

A Tabela 3 apresenta os parametros do comportamento copulatério dos

animais tratados com Tamsulosin ou veiculo (0,3ml de salina 0,9%).
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O tratamento com Tamsulosin 0,3 , 1,0 ou 3,0ug/kg ndo afetou nenhum dos
parametros do comportamento copulatério avaliados.

O peso dos PS recuperados apoés a analise do comportamento copulatério foi
reduzido significativamente (= 66%) pelo tratamento com Tamsulosin 0,3 ug/kg; além
disso, a recuperagédo de PS foi proporcionalmente menor nos ratos tratados com
Tamsulosin, pois somente 55,6% dos animais tratados tiveram ao menos um PS
recuperado apds a avaliacdo do comportamento copulatorio, enquanto nos ratos
tratados com veiculo (controle) foi possivel recuperar PS de todos os animais
avaliados. Na dose de 1,0 ug/kg de Tamsulosin foram recuperados PS de somente 2
dos 6 animais (= 33%), além disso, também observou-se redu¢ao no peso dos PS,
entretanto, devido ao baixo numero de PS recuperados (n=4 PS, pesos: 60, 60, 40 e
30mg) néo foi possivel estabelecer com precisdo a porcentagem total de redugao do
peso dos PS esperada com esta dose de Tamsulosin. Ndo foram recuperados PS de

animais tratados com Tamsulosin 3,0 pg/kg.
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DISCUSSAO



As contragdes do ducto deferente e vesicula seminal do rato a noradrenalina
foram potentemente inibidas pelas diidropiridinas Nifedipina e (S)-(+)-Niguldipina
caracterizando, desta forma, a participacdo do influxo do ion célcio via canais de
calcio dependentes de voltagem tipo L nas respostas contrateis ao estimulo
adrenérgico. De fato, a presenca destes canais em tecidos de rato foi demonstrada
eletrofisiologicamente no ducto deferente (Belevych et al., 1999) e através de
experimentos de ligagdo com drogas seletivas marcadas radioativamente no ducto
deferente e vesicula seminal (Castillo et al., 1992; Powers et al., 1985). Além disso,
a génese e propagacéao de potencias de acéo e as contragdes do ducto deferente a
estimulacdo elétrica do nervo hipogastrico in vitro (Blakeley et al., 1981) ou a
ativacado dos nervos intramurais do ducto deferente (Brown et al., 1983; Mallard et al.,
1992) sao inibidos pelo bloqueio de canais dependentes de voltagem tipo L.

De maneira similar, a caracterizagcao eletrofisiologica de correntes de calcio
tipo L em células de musculo liso do ducto deferente humano (Park et al., 2004) e o
seu papel nas contragbes induzidas pela ativacédo dos nervos intramurais do ducto
deferente (Fovaeus et al., 1987) e a noradrenalina exdgena (Furukawa et al., 1995)
sdo conhecidos, embora no ducto deferente humano o componente adrenérgico
dependente da participacédo destes canais seja proporcionalmente menor, cerca de
30-40% da resposta a noradrenalina exoégena.

Como observado por Silva e colaboradores (Silva et al, 1999)
aproximadamente 30% da resposta a noradrenalina na vesicula seminal foi
resistente ao bloqueio de canais de calcio tipo L. Adicionalmente, este trabalho
demonstrou que esta ndo € uma particularidade das diidropiridinas visto que o

verapamil, um bloqueador de canais de calcio pertencente a classe quimica das
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fenilalquilaminas, também n&o foi capaz de abolir completamente a resposta contratil
da vesicula seminal a noradrenalina.

Interessantemente, o bloqueio de canais dependentes de voltagem tipo L ndo
abole totalmente as respostas contrateis a noradrenalina exégena da vesicula
seminal humana. Neste tecido a utilizagdo de um antagonista de receptores para o
trifosfato de inositol e de um inibidor da Rho-quinase reduzem de maneira
significativa a magnitude de contragéo a noradrenalina exdégena (Birowo et al., 2009)
indicando a participacdo de fontes de calcio intracelular e de vias alternativas
independentes de calcio na resposta contratil.

Fato similar ao observado na vesicula seminal humana é constatado no tecido
do cobaio. De acordo com investigacbes em células de musculo liso isoladas da
vesicula seminal de cobaio as despolarizagdes do potencial de membrana de
repouso e o0s transientes de calcio intracelular induzidos pela noradrenalina
endoégena ou exdgena sdo potentemente inibidos pela Nifedipina, porém, séo
abolidos completamente somente apés a inibicdo da liberagdo de calcio de estoques
intracelulares (Kubota et al., 2003). Juntos, estes resultados demonstram que na
vesicula seminal além do influxo de calcio extracelular via canais dependentes de
voltagem tipo L a mobilizagdo de calcio de estoques intracelulares e/ou o influxo de
calcio extracelular via outros canais de membrana sido importantes na resposta
contratil a noradrenalina.

A maior poténcia da (S)-(+)-Niguldipina na inibicdo das contragbes do ducto
deferente e vesiculas seminais a noradrenalina quando comparada a Nifedipina &
esperada visto que além de possuir afinidade cerca de sete a dez vezes maior pelos
canais dependentes de voltagem tipo L, a (S)-(+)-Niguldipina também antagoniza

potentemente aa-ARs (pK; =9,65-9,83 (Chess-Williams et al., 1996; Graziadei et al.,
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1989a), responsaveis pela contracdo desses 6rgaos a noradrenalina exégena (Pupo,
1998; Silva et al., 1999).

A estimativa de poténcia inibitéria da Nifedipina na contragcdo do ducto
deferente a noradrenalina observada neste estudo (plCs50=7,6 £ 0,07) € consistente
com a estimativa de 7,8 + 0,1 descrita por Boselli e colaboradores (Boselli et al.,
1998). Na vesicula seminal, entretanto, experimentos avaliando a participacéo de
canais de calcio tipo L nas contragdes a noradrenalina empregaram concentragdes
maximamente efetivas de Nifedipina (10uM (Silva et al., 1999) inviabilizando desta
forma a comparacdo de estimativas de poténcia. Estudos avaliando a poténcia
inibitéria da (S)-(+)-Niguldipina na reatividade do ducto deferente e vesiculas
seminais a noradrenalina ndo foram encontrados.

O Prazosin antagonizou as respostas contrateis do ducto deferente e vesicula
seminal a noradrenalina de maneira consistente com um antagonismo competitivo,
deslocando as curvas concentracao-resposta a noradrenalina a direita sem reducgéao
da resposta maxima tecidual; além disso, a estimativa de afinidade obtida através da
analise de regressao de Schild (pAx= 9,50 e 9,60 no ducto deferente e vesicula
seminal, respectivamente) e a inclinagcao nao diferente da unidade teérica reforcam a
hipétese de que nestes o6rgaos os adrenoceptores o mediando as respostas
contrateis a noradrenalina exdgena sao do tipo a4 (Pupo, 1998; Sharif, 1994; Shima,
1993; Silva et al., 1999).

Os resultados deste estudo corroboram para a caracterizagdo do Tamsulosin
como um potente antagonista de o4-ARs. A estimativa de poténcia obtida no ducto
deferente (pA2=10,25) é consistente com valores obtidos no ducto deferente humano
(pA2/pKi= 10,00-10,22 (Furukawa et al., 1995; O'Malley et al., 1998) e condizente

com estimativas de afinidade para receptores aa Obtidas em ensaios de ligagdo com
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drogas marcadas radioativamente em receptores recombinantes ou nativos
(pKi=9,20-10,55 (Ford et al., 1996; Martin et al., 1997; Richardson et al., 1997).

Além da elevada poténcia, o comportamento antagonista apresentado pelo
Tamsulosin no ducto deferente e vesicula seminal foi caracterizado por marcante
depressao na tensdo maxima desenvolvida pela noradrenalina. Este comportamento
do Tamsulosin foi descrito no antagonismo das respostas contrateis a noradrenalina
de 6rgdos como o ducto deferente de rato e humano (Noble et al., 1997), colo da
bexiga de coelhos (Kava et al., 1998) e veia femoral de coelhos (Takayanagi et al.,
1986). Cabe ressaltar que esta € a primeira caracterizagdo do perfil intransponivel
apresentado pelo Tamsulosin nas contragdes induzidas pela noradrenalina na
vesicula seminal.

Embora o Tamsulosin tenha reduzido as contragbes no ducto deferente e
vesicula seminal de maneira concentracdo-dependente os efeitos nos dois 6rgaos
foram qualitativamente diferentes. No ducto deferente a agdo antagonista do
Tamsulosin nas doses testadas foi sempre acompanhada de redugbes da poténcia
da noradrenalina e a redugdo na resposta maxima observada foi de
aproximadamente 86%. Ja na vesicula seminal, as concentracdes de 10 e 30nM de
Tamsulosin nao tiveram efeito adicional na redugdo da poténcia da noradrenalina
embora tenham praticamente abolido a resposta contratil tecidual ao agonista. De
fato, o perfil do antagonismo intransponivel apresentado pelo Tamsulosin na
vesicula seminal é semelhante ao comportamento de antagonistas competitivos
irreversiveis em situacbes onde ha “reserva” de receptores, caracterizado por
reducées na poténcia dos agonistas sob determinada faixa de concentragbes
seguido por redugdes concentragdo-dependentes da resposta maxima atingida sem

alteracbes de poténcia (Chess-Williams et al., 2002). Entretanto, experimentos de
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ligacdo com Tamsulosin marcado radioativamente demonstram que a interagao
deste antagonista com aa-ARs é reversivel e completamente deslocada por outras
drogas antagonistas competitivos classicos como o Prazosin e agonistas como a
noradrenalina e adrenalina (Yazawa et al., 1993). Portanto, ndo ha subsidio para a
hipétese de antagonismo intransponivel resultando numa inativagéo irreversivel dos
a1-ARs pelo Tamsulosin.

Tendo em vista a dependéncia das contragdes do ducto deferente e vesicula
seminal no influxo de calcio extracelular investigou-se se o comportamento
intransponivel apresentado pelo Tamsulosin poderia ser creditado a uma redugao no
influxo do ion calcio através do bloqueio direto de canais de calcio. Nossos
resultados e os apresentados por (Noble et al., 1997) negam esta hipotese visto que
o Tamsulosin ndo modificou as contrag¢des induzidas pelo influxo de cloreto de calcio
adicionado de maneira cumulativa a solugdo nutritiva em solugdo com alta
concentragcédo de potassio. Dados obtidos em experimentos de ligagdo com drogas
marcadas radioativamente fornecem suporte adicional a estas observacdes ja que o
Tamsulosin 1uM desloca somente cerca de 20-22% da droga radioativa
(diidropiridina ou fenilalquilamina) associada aos canais de calcio dependentes de
voltagem tipo L (Kuo et al., 2000), indicando que possivelmente nas concentra¢des
empregadas neste projeto ele ndo interage com os canais de calcio de maneira
significativa.

Os resultados apresentados nesta dissertacdo ndo podem contribuir
adicionalmente para a elucidacdo dos mecanismos moleculares determinantes do
perfil intransponivel apresentado pelo Tamsulosin e, portanto, ndo seréo discutidos

adicionalmente. Ressalta-se, entretanto, que investigagbes mais especificas
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direcionadas ao esclarecimento deste comportamento antagonista estdo em
andamento neste laboratério.

As bloqueadoras de canais de calcio Nifedipina e (S)-(+)-Niguldipina nao
foram capazes de modificar parametros relacionados especificamente com o limiar
ejaculatério (NI e LE, revisto em (de Jong et al., 2006)) embora nas mesmas doses
empregadas neste estudo a Nifedipina reduza em até 40% a pressao arterial média
e a resisténcia vascular nos leitos mesentérico e renal de ratos (Smits et al., 1993),
em 40% as contragbes da bexiga urinaria estimuladas com carbacol e em 81% a
frequéncia de contracdes espontaneas da bexiga urinaria de ratos (Maggi et al.,
1982) e a (S)-(+)-Niguldipina (65ug/kg iv) reduz a significativamente (=30%) a
pressao arterial média em ratos (Sanders et al., 1988).

Adicionalmente, na concentracdo plasmatica de Nifedipina livre de
aproximadamente 20 nM estimada a partir do perfil de concentragdo plasmatica da
Nifedipina ap6s administragdo da dose de 100ug/kg iv (Sattari et al., 2003) e da
fracdo plasmatica livre da Nifedipina (3,5%(Eliot et al., 1999)) cerca de 40% da
resposta do ducto deferente e 30% da resposta da vesicula seminal a noradrenalina
estariam inibidas. Cabe ressaltar ainda que a inibigdo citada anteriormente foi
calculada a partir do efeito da Nifedipina em estimulos maximos ou submaximos da
noradrenalina atingidos in vitro, situacbes que podem representar condigdes
suprafisiolégicas que subestimam a verdadeira poténcia do bloqueador de canais de
calcio in vivo.

A Nifedipina reduziu significativamente o periodo de inatividade sexual apés a
primeira e segunda ejaculagdes na dose mais baixa avaliada. A extenséo do periodo
refratario pos-ejaculatério é um parametro mediado no sistema nervoso central e de

fato a Nifedipina é capaz de atravessar a barreira hematoencefalica devido a sua
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elevada lipossolubilidade (Janicki et al., 1988; Mason et al.,, 1991; Uchida et al.,
1997). Além disso, a presencga de canais dependentes de voltagem tipo L no tecido
encefélico foi identificada através de experimentos de autoradiografia ou de ligagcéo
com diidropiridinas marcadas radioativamente a preparagcbes de membrana de
regides discretas do encéfalo de ratos (Gould et al., 1985; Huguet et al., 1987),
suportando a hipotese do efeito central da Nifedipina atuando nestes sitios
especificos. Dentre as substadncias moduladoras do periodo refratario pds-
ejaculatério ja identificadas estdo a ocitocina (Hughes et al., 1987) e sistemas
neurotransmissores incluindo o noradrenérgico, dopaminérgico, serotoninérgico e
GABAérgico (Fernandez-Guasti et al., 2003; Mclintosh et al., 1984a; Mclntosh et al.,
1984b; Mclintosh et al., 1984c). No rato, a lesdo dos sistemas noradrenérgico e
dopaminérgico prolongam de maneira significativa o periodo refratario pods-
ejaculatério enquanto a reducdo dos niveis de serotonina ou a inibicdo
farmacolégica do sistema GABAérgico tem o efeito contrario.

Interessantemente, a administracao sistémica de diferentes diidropiridinas
modifica o conteudo cerebral de serotonina e dopamina e seus metabdlitos
demonstrando que o bloqueio de canais de calcio tipo L é capaz de alterar a
atividade destes sistemas de neurotransmissores (Gaggi et al., 1995a; Gaggi et al.,
1995b). Além disso, estudos empregando eletrofisiologia em neurdnios do encéfalo
de ratos demonstram que canais dependentes de voltagem tipo L modulam a
liberacdo de GABA dos terminais neuronais em diferentes nucleos do sistema
nervoso e que o efeito final da ativagdo destes canais é um aumento (Bhaukaurally
et al., 2005; Li et al., 2008; Watanabe et al., 2002) ou redugéo (Druzin et al., 2002)
da liberagdo de GABA. A identificacdo do(s) sistema(s) de neurotransmissor(es)

envolvido(s) responsavel(eis) pela mediacdo dos efeitos da Nifedipina através da
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utilizacao de testes especificos esclarecerdo o mecanismo pelo qual a Nifedipina
afeta o periodo refratario poés-ejaculatorio.

Como ressaltado anteriormente, embora a (S)-(+)-Niguldipina apresente
afinidade sete a dez vezes maior pelos canais dependentes de voltagem tipo L
quando comparada com a Nifedipina, a (S)-(+)-Niguldipina foi incapaz de modificar o
periodo refratario pds-ejaculatério. Assim como a Nifedipina a (S)-(+)-Niguldipina
apresenta elevada lipossolubilidade (coeficiente de particdo em membranas
bioldgicas 16.000-100.000(Boer et al., 1989)) e, portanto, sua ineficacia ndo é devido
a inacessibilidade ao sistema nervoso central, hipétese corroborada pela acao
protetora da droga no teste de eletrochoque maximo-convulsivo (Borowicz et al.,
1997).

Curiosamente, as diidropiridinas podem apresentar efeitos sitio-especificos
com diferentes drogas apresentando espectros de agdo em sitios que néo
necessariamente se sobrepdem no sistema nervoso central (Gaggi et al., 1995b),
desta forma, a efetividade da Nifedipina mas nao da (S)-(+)-Niguldipina na
modulac¢ao do periodo refratario pos-ejaculatorio pode representar agao seletiva da
Nifedipina em um sitio ndo compartilhado com a (S)-(+)-Niguldipina.

O Tamsulosin n&o alterou parametros associados a motivagdo sexual dos
ratos e estes resultados s&o consistentes com as observagdes clinicas que
demonstram que as disfun¢des sexuais observadas com a utilizacdo do Tamsulosin
no tratamento da hiperplasia prostatica benigna, sao disfungbes ejaculatérias
relacionadas a modificacao de caracteristicas seminais (volume ou constituicdo) mas
nao de disfungbes de libido ou orgasticas (Rosen et al., 2009).

Os presentes resultados contrastam com os efeitos do Tamsulosin no

comportamento copulatério de ratos descritos por Ratnasooriya e Wadsworth
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(Ratnasooriya et al., 1994). No referido trabalho os autores observaram que a
administragcdo de Tamsulosin (150ug/kg, subcutaneamente) foi associada a uma
intensa redugdo nas laténcias para a primeira monta e para a primeira intromissao e
no numero de montas e de intromissdes realizados para a primeira ejaculagao. A
reducdo da laténcia para a primeira intromissdo e do numero de montas observadas
pelos autores pode ser creditada a um efeito pré-erétil ja caracterizado em modelos
experimentais com outros antagonistas de a4-ARs (Sironi et al., 2000). Este efeito
resultaria da facilitagcdo do fluxo sanglineo ao pénis devido a redugcéo do ténus
contratil das células de musculo liso dos tecidos eréteis e das artérias penianas via
antagonismo de a4-ARs, responsaveis pela contragcdo ao estimulo adrenérgico
nestes tecidos (Andersson et al., 1997; Simonsen et al., 2002).

A reducédo do peso dos plugs seminais observada em ratos tratados com
Tamsulosin demonstra que este antagonista de o4-ARs afetou de maneira
significativa a fase de emissdo do reflexo ejaculatério nas doses testadas. E bem
caracterizado que o plug seminal de ratos € constituido principalmente por material
da vesicula seminal coagulado em fun¢do da mistura com secrec¢des da glandula de
coagulagdo. Além disso, o peso do plug seminal & diretamente relacionado a
quantidade de secregao emitida pelas vesiculas seminais durante o processo de
ejaculacao (Carballada et al., 1992), desta forma, a redugdo do peso dos plugs
seminais reflete a acdo inibitéria do Tamsulosin sobre a atividade contratil da
vesicula seminal. Estes efeitos sdo consistentes com as observagdes que
demonstram que o Tamsulosin reduz a elevacao da presséao intraluminal da vesicula
seminal induzida pela estimulagdo do nervo hipogastrico em ratos anestesiados

(Giuliano et al., 2004; Kim et al., 2004).
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Outros eventos também relacionados a ejaculagdo como a contragdo da
prostata e da musculatura da uretra (induzidas pela administracao intravenosa de
fenilefrina 10ug/kg) sdo potentemente inibidas pelo Tamsulosin nas doses utilizadas
neste estudo (Kontani et al., 2002).

Drogas efetivas no retardo da ejaculagédo como a fluoxetina e a paroxetina
(inibidores seletivos da recaptura de serotonina) também inibem a atividade contratil
do ducto deferente e vesicula seminal in vitro e in vivo, efeitos creditados a atividade
de bloqueio de canais de calcio tipo L (Kara et al., 1996; Kim et al., 2004; Madeo et
al.,, 2008; Stauderman et al., 1992; Waldinger et al., 1994; Yaris et al., 2003).
Atualmente estes efeitos periféricos tém sido utilizados como suporte para a
hipétese de que parte do retardo na ejaculacdo observada experimentalmente e
clinicamente com estas drogas pode ser devido a reducédo direta da atividade
contratil dos ductos deferentes e vesiculas seminais in vivo (Seo et al., 2001).

Fisiologicamente, o reflexo ejaculatério consiste em duas fases distintas, a
emissdo seminal e a expulsao. Na primeira fase, espermatozoéides e secre¢des da
vesicula seminal e glandulas prostaticas sao transportadas até a uretra via
contragdes das células de musculo liso destes 6rgéos culminando na deposicao de
sémen na porcéao prostatica da uretra. A distensao da uretra causada pela deposicéo
do sémen ativa terminais nervosos e desencadeia reflexos neurais culminando em
uma série de contragdes de musculos estriados da regido pélvica promovendo a
expulsdo do sémen pelo meato da uretra (Coolen et al, 2004). De fato,
experimentalmente a distensédo da uretra pela injecéo de salina ou sua estimulag&o
mecanica desencadeia uma série de eventos que mimetizam a ejaculagéo, incluindo
expulsdo dos conteudos da uretra. Interessantemente estas respostas podem ser

prevenidas pela anestesia da uretra fornecendo evidéncia de que, pelo menos
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experimentalmente, o estimulo fornecido pela emissdo do sémen é suficiente para
desencadear a ejaculagcéo (McKenna et al., 1991).

Baseada nas informagdes supracitadas a hipotese norteadora deste projeto
propds que a modificacdo do transporte de sémen até a uretra impediria ou pelo
menos retardaria a ativacdo dos eventos subsequientes do reflexo ejaculatério,
resultando assim no retardo da ejaculacdo. Porém os resultados obtidos nao
suportam esta hipdtese visto que a inibicdo da fase de emissdo seminal com o
Tamsulosin ou a utilizagcdo de drogas que potencialmente reduzem a atividade
contratil dos érgéos participantes dessa fase do reflexo ejaculatério foram incapazes
de afetar a laténcia ejaculatoria dos animais. Como ressaltado durante o texto, as
doses das drogas empregadas neste estudo inibem de maneira significativa eventos
fisiologicos relacionados a ejaculagéo e, portanto, é improvavel que a incapacidade
das drogas em prolongar a laténcia ejaculatéria seja causada pela ineficiéncia das
doses selecionadas. De fato, a vasectomia (McGlynn et al., 1974) ou a redugéo
dramatica do volume de ejaculado ap6s a remoc¢ao cirurgica das vesiculas seminais
(Beach et al., 1963) ou ap6s a simpatectomia quimica com guanetidina (Holmes et
al.,, 1991) ndo modificam o desempenho do comportamento copulatério e mais
especificamente a laténcia ejaculatéria em ratos. Similarmente, em humanos a
atonia dos ductos deferentes e vesiculas seminais resultante da desnervacéo
simpatica invariavelmente observada durante a cirurgia para linfadectomia
retroperitoneal para o tratamento de cancer testicular ndo provoca alteragcdes na
capacidade erétili ou orgasmo (Kedia et al., 1975). Além disso, 0 mesmo
procedimento de anestesia da uretra que previne a ocorréncia da ejaculacao

induzida pelo estimulo da mucosa da uretra no animal anestesiado (McKenna et al.,
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1991) ndo modifica o desempenho do comportamento copulatorio de ratos (Holmes
etal., 1991).

Em conjunto, os resultados obtidos neste projeto ndo suportam a reducao da
contratilidade do ducto deferente e vesiculas seminais através do antagonismo de
a1-AR’s e/ou do bloqueio de canais de célcio dependentes de voltagem tipo L como
abordagens efetivas no retardo da ejaculagéo.

Cabe ressaltar que capacidade do Tamsulosin em abolir totalmente a
formacao de plugs seminais em conjunto com a observagéo de que a fentolamina é
capaz de inibir totalmente as contragbes da vesicula seminal via estimulagcdo dos
nervos intramurais (Iravani et al., 1994), favorece a hipétese que in vivo a atividade
contratil da vesicula seminal de rato € predominantemente controlada pelo sistema
nervoso autdbnomo simpatico via liberagdo de noradrenalina e ativacado de a4-ARs.
Neste contexto, a manutencgéo da laténcia ejaculatoria inalterada frente a marcante
inibicdo da atividade contratil da vesicula seminal durante a copula demonstra ser
pouco provavel que a modulagéo da contragédo deste 6rgéo seja um alvo efetivo para
o retardo da ejaculacéo.

Adicionalmente, os resultados desta dissertacdo também ndo suportam a
hipétese que o retardo da ejaculacdo de drogas efetivas no tratamento da
ejaculagcdo precoce como os inibidores seletivos da recaptura de serotonina tem
algum componente periférico, creditado a modulacdo da contratilidade do ducto

deferente e vesiculas seminais.
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DISFUNCOES  EJACULATORIAS: IMPACTO DO  COMPORTAMENTO
INTRANSPONIVEL APRESENTADO PELO TAMSULOSIN

O Tamsulosin ocupa uma posi¢cao de destaque dentre os antagonistas de a-
ARs utilizados terapeuticamente no tratamento dos sintomas da hiperplasia
prostatica benigna devido a caracteristicas particulares como agao terapéutica
rapida e prolongada, menor incidéncia de efeitos hipotensivos, desnecessidade de
aumento gradual da dose até a dose terapeuticamente 6tima e também devido a
facilidade na aderéncia ao tratamento devido ao regime diario de dose Unica
(Schulman et al., 1996).

A incidéncia de efeitos adversos comumente associados aos antagonistas de
a1-AR’s como dores de cabeca, taquicardia ou palpitacdo, sonoléncia e hipotencéo
postural é comparavel entre pacientes que recebem Tamsulosin e pacientes que
recebem placebo em estudos clinicos de fase IIl. Entretanto, embora o Tamsulosin
seja bem tolerado, sua utilizacdo € consistentemente associada a incidéncia
significativa de disfungbes ejaculatorias, diferentemente do observado com a maioria
dos outros antagonistas de a4-ARs terapeuticamente utilizados. De fato, 4,5-18%
dos pacientes tratados com Tamsulosin relatam a ocorréncia de disfungéo
ejaculatoria (Chapple, 1996). Impressionantemente, em um estudo clinico de fase 111
avaliando a eficacia do Tamsulosin no tratamento de hiperplasia prostatica benigna
desenvolvido em conjunto em 14 centros clinicos dos Estados Unidos, cerca de 30%
dos pacientes tratados com Tamsulosin (de um total de 949 individuos) relataram a
ocorréncia de disfungao ejaculatoria (Narayan et al., 2001).

De maneira mais especifica, as disfungbes ejaculatorias observadas com a
administragdo de Tamsulosin crénica ou agudamente s&o representadas por

reducdo do volume de ejaculado e anejaculagao (Hellstrom et al., 2006; Hellstrom et
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al., 2009). Além disso, analises do sémen de homens tratados com Tamsulosin, mas
nao com Alfuzosin, demonstram reducgao da viscosidade seminal e da quantidade e
motilidade de espermatozdides no ejaculado (Hellstrom et al., 2009).

As secregdes da vesicula seminal contribuem com até 80% do volume total
do ejaculado (Giuliano et al., 2005); portanto, parece consistente a hipotese que a
disfuncao ejaculatéria causada pelo Tamsulosin resulte do antagonismo de a4-ARs
na vesicula seminal com consequente inibicdo da atividade contratil durante a fase
de emissao do reflexo ejaculatério. De fato, o Tamsulosin reduziu o peso dos plugs
seminais in copula e estes resultados sao consistentes com a observacao de que ele
€ capaz de reduzir a elevacao de pressao intraluminal da vesicula seminal induzida
pela estimulacéo do nervo hipogastrico e as contragdes da vesicula humana durante
a ejaculacao (Giuliano et al., 2004; Hisasue et al., 20006).

Porém, a relagcéo entre antagonismo de a4-ARs, inibicdo da atividade contratil
da vesicula seminal e disfun¢des ejaculatorias ndo € tado simples visto que embora
outros antagonistas de a4-ARs como o Prazosin, Terazosin e o Alfuzosin também
sejam efetivos na inibicdo da atividade contratil da vesicula seminal e do ducto
deferente in vivo (Giuliano et al., 2004; Hsieh et al., 1998; Kim et al., 2004; Noguchi
et al., 2008), néo estdo associados a ocorréncia de disfungbes ejaculatorias. Além
disso, a fracdo de receptores a4-ARs teoricamente antagonizados nas vesiculas
seminais e ductos deferentes pelo Tamsulosin (89,5%), Doxazosin (81,4%), Prazosin
(83,3%) e Terazosin (89,7%) nas respectivas concentragbes plasmaticas
terapéuticas sdo muito semelhantes (Ito et al., 2007).

Neste contexto, a caracterizagcdo do perfil de antagonismo intransponivel
apresentado pelo Tamsulosin no ducto deferente e vesicula seminal realizada neste

projeto tem sua importdncia destacada. O Tamsulosin reduz de maneira
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concentracdo dependente a forca de contracdo maxima desenvolvida pelo ducto
deferente e vesicula seminal ao estimulo adrenérgico via ativacédo o4-ARs, e este
efeito ndo é suplantado pela concentragdo maxima de noradrenalina alcangada nos
experimentos in vitro (at¢ 1 mM). Diferentemente, embora o Prazosin tenha
antagonizado as contra¢des de ambos os 6rgaos a noradrenalina com alta afinidade,
seus efeitos puderam ser superados aumentando-se suficientemente a
concentragéo de noradrenalina in vitro, caracterizando o comportamento antagonista
competitivo reversivel classico.

De acordo com estas observagbes, um dos fatores que provavelmente
contribuem para a incidéncia de disfuncdes ejaculatérias com o Tamsulosin consiste
na redugao da capacidade contratil e conseqiientemente do volume de sémen e da
quantidade de espermatozdides emitidos pela vesicula seminal e pelo ducto
deferente ao estimulo adrenérgico ocasionada pelo antagonismo intransponivel
apresentado pelo Tamsulosin nos a1-ARs destes 6rgaos. Diferentemente, devido a
transponibilidade do efeito dos outros antagonistas de a4-ARs na resposta contratil
maxima do ducto deferente e vesicula seminal, provavelmente, a noradrenalina
endogena liberada pelas descargas simpaticas € capaz de transpor a ocupag¢ao dos
o4-ARs e induzir atividade contratil para emissdo de um volume normal de sémen,
justificando, desta forma, a menor incidencia de disfungdes ejaculatérias observada
com outros antagonistas de a4-ARs clinicamente utilizados no tratamento de
hiperplasia prostatica benigna.

Interessantemente, a fenoxibenzamina, um antagonista de a-ARs que reduz a
capacidade contratil do ducto deferente (Chess-Williams et al., 2002) e vesicula
seminal a noradrenalina (Silva et al., 1999) devido a inativacao irreversivel de oq-

ARs induz disfun¢des ejaculatérias muito similares aquela observada com o
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Tamsulosin, caracterizada por intensa reducéo do volume de ejaculado sem afetar a
sensacao de orgasmo subserqiente & ejaculacdo (Gerstenberg et al, 1990),
fornecendo suporte adicional a proposta apresentada nesta dissertagéo.

Portant, o mecanismo molecular pelo qual o Tamsulosin apresenta o

comportamento intransponivel nos a1a-ARs do ducto deferente e vesicula seminal

merece investigagéo adicional.
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CONCLUSOES



e O antagonismo de a4-ARs e/ou o bloqueio de canais de calcio dependentes
de voltagem tipo L no ducto deferente e vesicula seminal ndo séo capazes de
retardar a ejaculagdo, embora afetem de maneira significativa a fase de
emissao do reflexo ejaculatorio;

e O comportamento intransponivel apresentado pelo Tamsulosin nos a4-ARs
do ducto deferente e vesicula seminal contribui para as disfung¢des
ejaculatorias observadas clinicamente com o Tamsulosin;

e A modulagdo da contratilidade da vesicula seminal e ducto deferente ndo

oferece um alvo efetivo para o retardo da ejaculagao;
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APENDICE



ANALISE DO COMPORTAMENTO COPULATORIO

O efeito da administragdo de Nifedipina, (S)-(+)-Niguldipina e Tamsulosin na
ejaculacao foi avaliado através de observagdes padronizadas do comportamento
copulatério de ratos machos.

O comportamento copulatério dos ratos machos sexualmente experientes
observados durante o desenvolvimento desta dissertagcdo foi caracterizado pela
ocorréncia de intensa investigacdo da regido anogenital da fémea, montas,
intromissbes e ejaculagbdes. A Figura 10 mostra alguns parametros do
comportamento dos animais ao longo da fase de aquisicdo de experiéncia sexual e

os parametros do comportamento copulatério avaliados neste estudo.
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Ao longo de testes sucessivos a LMI, LI, LE e PR foram significativamente
reduzidos quando comparados com o primeiro teste enquanto o NI para a primeira
ejaculacédo permaneceu inalterado ao longo dos diferentes testes. Ainda, foi
observada uma reducado significativa na LE para cada ejaculagdo em séries
ejaculatérias sucessivas dentro de um mesmo teste. O numero de intromissdes
necessario para a ejaculacado foi significativamente reduzido apdés a primeira
ejaculacao (p<0.05 para comparacao entre o NI da 12 serie ejaculatéria vs demais
séries). O parametro NM apresentou intensa variagéo entre individuos e entre os
mesmos individuos em diferentes testes e por isso nao foi avaliado adicionalmente.

Na amostra de ratos avaliada durante o presente estudo foi possivel observar
grande variagao na laténcia para a primeira ejaculagdo e no numero de ejaculag¢des
realizada no periodo de 30 minutos de teste. A Figura 11 apresenta a analise de

distribuicéo destes dois parametros.

69



Q

30+ — . .
- Laténcia ejaculatéria média + epm: 461,8 + 23,6 s
X
S
= 204
©
2
o
e
«@ 10_
ps]
(o8
o
L

0-

0 250 500 750 1000 1250 1500 1750
Laténcia ejaculatoria (s)

b

50+
—_ 0-1 (11,0%)
S 2-3 (62,8%)
= 40 4 ou + (26,2%)
2 1
T 30+
e ]
©
‘© 20+
[
<D 4
T
9_) 10_
LI_ .

0= ma—

0 1 2 3 4 5 6

Numero de ejaculagdes/30min

Figura 11. Analise da distribuicdo da laténcia para primeira ejaculagao (a) e do nunero de ejaculagdes
realizadas no periodo de 30 minutos de analise do comportamento copulatério (b) de ratos
sexualmente experientes. Resultados representam parametros de 164 ratos machos adultos durante

o terceiro teste de analise do comportamento copulatério da fase de aquisicdo de experiéncia sexual.

A laténcia ejaculatéria dos animais apresentou ampla variagéo (entre 97 e
1523 segundos) e foi caracterizada por uma média de 461,81 segundos (65% das

laténcias compreendidas entre 160,8 e 762,9 segundos) (Figura 11a). O numero de

70



ejaculacdes realizadas no periodo de 30 minutos de observagéo variou entre 0 e 5
como demonstrado na Figura 11b. Ainda de acordo com a Figura 11b a maior parte
dos animais avaliados (62,8%) realizou entre 2 e 3 ejaculagdes durante o teste de
comportamento copulatério, enquanto que animais atingindo somente uma unica
ejaculacao representaram 10,4% do total.

Animais que ejacularam apenas uma Uunica vez apresentaram a laténcia
ejaculatéria muito extensa (1113 = 47,7 s, n=17) e, portanto, ndo foram utilizados
nos experimentos com as drogas selecionadas. O grupo experimental foi constituido
de animais selecionados dentre os 147 animais que ejacularam duas ou mais vezes
durante os testes de comportamento copulatorio (laténcia ejaculatéria média de
391,1 £ 17,7s).

Além dos parametros ja mencionados avaliou-se o peso dos plugs seminais
(PS) de cada macho. Durante a cépula, os PS séo formados ap6s cada ejaculacao
no interior da vagina da fémea devido a coagulacédo da secrec¢ao da vesicula seminal
ficando fortemente presos ao cérvix uterino. Apds a realizacdo de intromissdes
sucessivas em uma nova série ejaculatéria os PS sédo deslocados da vagina da
fémea tornando possivel sua recuperacéo ao final dos trinta minutos de observacgéo
do comportamento copulatério permitindo, desta maneira, sua analise.

Na Figura 12 apresenta-se uma analise da distribuicdo do peso dos plugs

seminais recuperados durante este estudo.
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Como pode ser observado o peso do PS independe do nivel de experiéncia
sexual do rato ja que ndo houve variagao neste parametro entre os diferentes testes
de comportamento copulatério (p>0,05 para as comparag¢des entre todos os testes,
Kruskal-Wallis). Observa-se também que o peso do PS é bastante homogéneo entre
diferentes animais [100(80-110)mg, n=605 PS, 100 ratos diferentes] e entre
diferentes ejacula¢des de um mesmo rato (2° e 3° PS da esquerda para a direita na
Figura 12f). A homogeneidade no peso dos PS entre os diferentes animais permitiu

a utilizacdo deste parametro para comparacgdes entre os diferentes grupos avaliados.
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O artigo em anexo redigido em 2007/2008 e publicado em 2009 foi construido
com parte dos resultados obtidos durante a dissertacdo da aluna Fernanda Diehl
Nojimoto (“Investigagédo da seletividade dos inibidores da captagéo de noradrenalina
por subtipos de adrenoceptores a4”, Farmacologia, UNESP/Botucatu 2009).

Os resultados obtidos e publicados com a droga sibutramina forneciam forte
evidéncia para a hipétese de que drogas que inibiam a fase de emissédo do reflexo
ejaculatério, particularmente através do bloqueio de canais de calcio dependentes
de voltagem tipo L, teriam o potencial para retardo da ejaculagédo e foram utilizados
como suporte para o desenvolvimento desta dissertacdo. Entretanto, os resultados
apresentados na presente dissertacédo nao suportam a hipétese inicial e indicam que
outros efeitos da sibutramina s&o responsaveis pelo retardo na ejaculagéo
observado.

Os resulados obtidos nesta disertacdo estdo sendo reunidos em um

manuscrito e serdo submetidos ao periédico The Journal of Sexual Medicine.
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Sibutramine is an inhibitor of norepinephrine and 5-HT reuptake largely used in the management of
obesity. Although a fairly safe drug, postmarketing adverse effects of sibutramine were reported including
abnormal ejaculation in men. This study investigates the effects of sibutramine on ejaculation and vas
deferens and seminal vesicle contractility. Adult male rats received sibutramine (5; 20; or 50 mg kg™, ip)
and after 60 min were exposed to receptive females for determination of ejaculation parameters. The vasa
deferentia and seminal vesicles of untreated rats were mounted in isolated organ baths for recording of
isometric contractions and HEK293 cells loaded with fluorescent calcium indicator were used to measure
Premature ejaculation intracellular Ca* transients. Sibutramine 5 and 20 mg kg~ ! reduced ejaculation latency whereas 50 mg
Seminal vesicle kg~ ! increased ejaculation latency. Sibutramine 3 to 30 uM greatly increased the sensitivity of the
Sibutramine seminal vesicle and vas deferens to norepinephrine, but at concentrations higher than 10 pM there were
Vas deferens striking depressions of maximal contractions induced by norepinephrine, carbachol and CaCl,. In HEK293
cells, sibutramine 10 to 100 uM inhibited intracellular Ca®>" transients induced by carbachol. Depending
on the doses, sibutramine either facilitates or inhibits ejaculation. Apart from its actions in the central
nervous system, facilitation of ejaculation may result from augmented sensitivity of smooth muscles to
norepinephrine while reductions of intracellular Ca?™ may be involved in the delayed ejaculation
observed with high doses of sibutramine.

Keywords:
Abnormal ejaculation

© 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction Interestingly, the potencies of the inhibitors of the neuronal
reuptake of monoamines as antidepressants and as inhibitors of

Sibutramine is a non-selective inhibitor of the neuronal reuptake  ejaculation are not necessarily coincident, suggesting that additional

of norepinephrine and serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT) cur-
rently used in the management of obesity and overweight (Padwal
and Majumdar, 2007). The efficacy of sibutramine for treatment of
obesity and overweight is related to increases in the monoaminergic
neurotransmission, especially the noradrenergic, in the centers
controlling satiety in the central nervous system (Jackson et al., 1997).

Although sibutramine is a fairly safe drug, postmarketing adverse
effects were reported including abnormal ejaculation in men (FDA-
Medwatch, 2000, available in http://www.fda.gov/ medwatch/safety/
1999/nov99.htm#meridi). It is well established that 5-HT modulates
negatively ejaculation through activation of inhibitory efferent path-
ways (for review, see Giuliano, 2007). In fact, drugs that increase
serotonergic neurotransmission, such as the antidepressants inhibitors
of the neuronal reuptake of monoamines, delay ejaculation.

* Corresponding author. Fax: 4+551438113744.
E-mail address: aspupo@ibb.unesp.br (A.S. Pupo).

0041-008X/$ - see front matter © 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.taap.2009.05.021

mechanisms may be involved, including peripheral actions such as
direct inhibition of the contractions of the smooth muscles of the vas
deferens (Seo et al., 2001).

Ejaculation is comprised of two coordinated phases, emission and
ejection (for review see McMahon et al, 2004). The sympathetic
nervous system innervates the structures involved in emission,
including the vasa deferentia and seminal vesicles along with the
ejaculatory ducts, the bladder neck, the prostate and other structures
in the perineal floor. Emission starts with bladder neck closure, and
then propulsive contractions of the smooth muscles of the vas
deferens and prostate expel their contents into the prostatic urethra;
this is accompanied by forcible expulsion of the contents of the
seminal vesicles. Norepinephrine released from sympathetic varicos-
ities innervating these organs has an important role in the contrac-
tions of these smooth muscles by activating ot;-adrenoceptors. Finally,
the ejaculate is expelled from the urethra in a series of spurts caused
by rhythmic contractions of the ischiocavernosus, bulbospongiosus
and other associated perineal muscles as a consequence of activation
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of somatic fibers arising from S2 to S4 level of the sacral medulla
(McMahon et al., 2004). In fact, the sympathetic nervous system has
paramount importance in ejaculation and a oa-, @3- and op-
adrenoceptor triple knockout mouse has severe fertility impairment
because emission is drastically impaired in despite of producing viable
sperm (Sanbe et al., 2007).

The present study characterizes the effects of sibutramine on
ejaculation in male rats and investigates in details the multiple and
complex actions of sibutramine in the contractility of the vas deferens
and seminal vesicle in vitro.

Methods

General.  The experimental procedures were approved by the Ethics
Committee for the Use of Experimental Animals from UNESP —
Botucatu and are in accordance with the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals (NIH). Wistar rats (males, 16 to 20 weeks old, 250
to 380 g; virgin females, 14 to 16 weeks old, 200 to 220 g) were kept in
a controlled environment with temperature at 2541 °C; humidity of
554 5%; 12-h light/dark cycle (lights on at 6:00 a.m.) and had free
access to regular lab chow (estrogen-free) and tap water.

Determination of ejaculation parameters. Male Wistar rats were
previously tested for sexual behaviour. If the male did not mount or
intromit within 10 min, this male was considered sexually inactive
and not used (Agmo, 1997; Gerardin et al., 2005). Thus, sexually
experienced male rats received sibutramine 5; 20; or 50 mg kg~ !, or
vehicle (saline) ip, during the dark phase of the cycle. After 60 min, the
rats were individually placed into a Plexiglass cage under red-light
illumination, and after 5 min, a receptive female in natural oestrus
phase (exhibiting lordosis) was introduced. The following parameters
were recorded: intromission and ejaculation latencies and number of
intromissions until the first ejaculation.

In vitro contraction studies. Male Wistar rats were Kkilled by
decapitation and selected tissues were carefully excised and prepared
for digital recording of isometric contractions as follows: the vas
deferens (epididymal portion) and seminal vesicle were cleaned of
adherent tissues and secretions and mounted in organ baths under
9.8 mN tension in a nutrient solution with the following composition
(mM): NaCl 138; KC1 5.7, CaCl, 1.8, NaH,P0,4 0.36, NaHCOs 15, dextrose
5.5, prepared in glass-distilled, de-ionised water, maintained at 30 °C
(vas deferens) or 32 °C (seminal vesicle), pH 7.4, and continuously
bubbled with 95%0,/5%C0,. This nutrient solution is a modified
Tyrode's solution optimized to minimize erratic “spontaneous”
contractions and along with the respective temperatures, improves
the contractions of these two smooth muscles (Zuleika P. Picarelli,
personal communication). Changes in vas deferens and seminal
vesicle tension were recorded using FORT10 isometric force
transducers (WPI, USA) connected to Transbridge 4M Transducer
Amplifier (WPI, USA) connected to a PC based MP100 System and
analysed off-line using AcqKnowledge version 3.5.7 software (Biopac
Systems Inc., US.A.).

After a 30 min stabilization period, tissues were challenged with
80 mM KCl. This procedure was repeated until reproducible contrac-
tions were obtained. Then, a concentration-response curve to
norepinephrine, methoxamine, carbachol, or KCl was constructed by
adding cumulative concentrations of the drugs. For the concentra-
tion-response curves to CaCl,, tissues were incubated in a nominal
Ca*-free nutrient solution (same composition as above, except that
CaCl, was omitted) with high K™ (80 mM, a submaximal concentra-
tion in the vas deferens) as a depolarizing agent obtained by the
addition of 74.3 mM KCl, 60 s before the concentration-response
curve. After washing and relaxation, sibutramine 3 to 100 uM or
nifedipine (10 to 300 nM, under subdued light) was incubated with
the tissues. After at least 30 min, a concentration-response curve to

the agonist was then obtained in the presence of sibutramine.
Preliminary experiments showed that at least five consecutive
concentration-response curves to the agonists tested are similar in
respect to sensitivity and maximal response in both vas deferens and
seminal vesicle. Sibutramine triggered erratic contractile activity in
the vas deferens, which was quantified by the sum of any phasic or
tonic activity above base line determined at 20 ms intervals during
5 min (15,000 samples) divided by the vas deferens wet weight. For
normalization purposes, these measurements were taken 1 min after
the addition of sibutramine since there was a delay of up to 50 s for the
appearance of contractions.

Intracellular Ca®" measurements. HEK293 cells were propagated in
Dulbecco's modified Eagle's medium with sodium pyruvate
supplemented with 10% fetal bovine serum, 100 pg/ml streptomycin,
and 100 U/ml penicillin at 37 °C in a humidified atmosphere with 5%
CO,. Cells were seeded the night before the experiment at a
concentration of 50,000 cells/100 pl per well of black walled, clear
bottomed, 96-well microplates. Then, the cells were incubated at 37 °C
for 60 min with the appropriate calcium indicator; FlexStation
Calcium Assay Kit® and 2.5 mM probenecid. Cells loaded with this
kit did not require wash step. The final volume in each well was 200 pl.
The cells were incubated with sibutramine (3 to 100 pM) for 30 min.
The plates were then placed into the FlexStation system (Molecular
Devices, USA) to monitor fluorescence before and after the addition of
carbachol, 10 puM. The samples were excited at 485 nm, and emission
was detected at 525 nm with a 515 nm cutoff filter. Samples were read
at 1.52 s intervals for 120 s (total of 79 reads/well). Responses were
measured as peak fluorescence intensity minus basal fluorescence
intensity, calculated within SoftMax®Pro.

Drugs and reagents. Drugs and reagents were obtained from the
following sources: calcium chloride anhydrous (Vetec Quimica Fina
Ltda, Brazil); carbamylcholine chloride (carbachol), methoxamine
hydrochloride, nifedipine and norepinephrine [L-( —)-norepinephrine
bitartrate salt monohydrate] all from Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).
Prazosin hydrochloride (RBI/Sigma, Natick, MA); sibutramine
hydrochloride monohydrate (Jiangyin Eas, China); FlexStation Calcium
Assay Kit® (Molecular Devices, USA); Dulbecco's modified Eagle's
medium; fetal bovine serum, streptomycin and penicillin all from
Invitrogen, USA. All other salts and reagents were analytical grade.

Results
Effects of sibutramine on ejaculation

Sibutramine 5 and 20 mg kg~ ', usual hypophagic doses in rats
(Jackson et al., 1997), reduced the latency for the first ejaculation by
approximately 48% (Table 1). The reduction in the latency for
ejaculation was also accompanied by a reduction in the number of
intromissions until the first ejaculation. However, sibutramine 50 mg
kg~ ! increased the latency for the first ejaculation by approximately
50% (Table 1).

Table 1
Ejaculation parameters in male rats treated with vehicle (saline, ip) or increasing doses
of sibutramine.

Sibutramine (mg kg~ ', ip)

0 (vehicle) 5 20 50
Latency for first intromission (s) 10.4+2.4 66+12 134441 74+14
Latency for first ejaculation (s) 372+ 62 1954+32%  195+29% 558 +62*
Number of intromissions 144+1.7 9.7+14* 9.0+0.8* 10.7+1.0*

until ejaculation

Values represent the mean + s.e.mean of observations made in 6 male rats per group.
* Different from the respective value found in rats treated with vehicle (p<0.05,
ANOVA followed by Newman-Keuls).
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Effects of sibutramine on the contractile tonus of the vas deferens and
seminal vesicle

Incubation of sibutramine induced small contractions in the rat vas
deferens, whose profiles and intensities depended on the concentra-
tions investigated. Sibutramine at 3 and 10 pM triggered erratic,
predominantly phasic contractions on the vas deferens (Fig. 1). The
profiles of the contractile activity in the presence of sibutramine 30
and 100 pM changed to predominantly tonic contractions character-
ized by long lasting sustained elevations above base line toped by
phasic episodes (Fig. 1a). These contractions lasted for all period of
incubation (approximately 40 min). The sum of the contractile events
measured at 20 ms intervals during 5 min shows that sibutramine
induces concentration-dependent increases in the mechanical activity
of the vas deferens (Fig. 1b). These contractions were abolished when
the organs were incubated in nominal Ca®>*-free nutrient solution
(n=4, data not shown) and by 300 nM nifedipine (n=4, data not

235

shown), but were completely resistant to 30 nM prazosin (n =4, data
not shown), a selective o;-adrenoceptor antagonist at a concentration
100-fold higher than its equilibrium dissociation constant (Kg) in the
rat vas deferens (Pupo, 1998). The resistance to prazosin indicates that
activation of oq-adrenoceptors either from a direct action of
sibutramine (agonism) or norepinephrine released from sympathetic
endings is not involved.

Interestingly, 3 to 100 uM sibutramine was unable to trigger phasic
or tonic contractions in the seminal vesicle at 32 or 37 °C (n =4, data
not shown).

Effects of sibutramine on contractions induced by activation of
a;-adrenoceptors and muscarinic acetylcholine receptors

Fig. 2 shows representative tracings of the contractions induced by
norepinephrine in the rat vas deferens in the absence and presence of
increasing concentrations of sibutramine, and Fig. 3a shows the
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Fig. 1. Representative tracings of the contractile activity of the vas deferens in the absence (vehicle, water) and presence of increasing concentrations of sibutramine (a). Panel b
shows the mechanical force developed (mN mg~! tissue wet weight in 5 min) by the vas deferens in the absence (vehicle, water) and presence of increasing concentrations of
sibutramine. The tracings are representative of 4 experiments with organs from 4 rats. Values are mean + s.e.mean of 4 independent experiments with organs from 4 rats. *Different
from the contractile activity found in the presence of vehicle (ANOVA, followed by Newman-Keuls, *p<0.05, *¥p<0.01, #p<0.001).
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Fig. 2. Representative tracings of the contractions of the vas deferens to norepinephrine in the absence (a, vehicle, water) and presence of increasing concentrations of sibutramine
(b-e). Sibutramine was added at least 30 min before the construction of the concentration-response curves to norepinephrine. Tension developed is expressed in mN, the horizontal
calibration bar is for 60 s and the dotted line reflects the baseline before addition of vehicle or sibutramine. The tracings are representative of 4 independent experiments with organs
from 4 rats.

respective concentration-response curves. The maximal contractions To check this, the effects of 6 UM cocaine on contractions induced by
in Fig. 3 were normalized in relation to that induced by 80 mM KCl norepinephrine in the absence and presence of sibutramine were
(25.14-0.8 mN, n=24). Sibutramine 3 pM increased the sensitivity of investigated. This concentration of cocaine is sufficient to induce
the vas deferens to norepinephrine by approximately 20-fold as maximal block of neuronal uptake in the rat vas deferens (Pupo, 1998;
characterized by a leftward shift in the concentration-response curve Pupo et al., 1999; Campos et al., 2003). Fig. 3b shows concentration-
(Figs. 2 and 3a, Table 2). The leftward shift persisted in the presence of response curves to norepinephrine in the absence (control, pECsqg =
10 to 30 uM sibutramine, but there were significant reductions in the 5.85+0.08, Enax, % of KCl 80 mM =113 +5, n=4) and presence of
maximal contractions induced by norepinephrine (Figs. 2 and 3a, cocaine 6 UM (pECsp=6.88 +-0.08, Epax, % of KCI 80 mM=130+5,
Table 2). Since the vas deferens is densely innervated by the n=4) and cocaine 6 uM plus sibutramine 3 pM (pECso = 7.08 + 0.03,
sympathetic nervous system, this leftward shift would result from Emax, % of KCl 80 mM = 115 £ 2, n=4). For comparison, a concentra-

the inhibition of neuronal uptake of norepinephrine by sibutramine. tion-response curve to norepinephrine in the presence of 3 pM
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Fig. 3. Concentration-response curves obtained in the vas deferens for norepinephrine (a), methoxamine (c) and carbachol (d) in the absence (O) and presence of increasing
concentrations of sibutramine (3, @; 10, B; 30, A and 100 uM, V). Panel b shows concentration-response curves to norepinephrine in the absence (©) and presence of 6 UM cocaine
(), 3 uM sibutramine ( @, same as in a), and 6 UM cocaine plus 3 pM sibutramine (<>). Each symbol represents the mean, and the vertical bars when larger than the symbol, the s.e.
mean of 4 independent experiments with organs from 4 rats.
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Table 2
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Parameters of agonism® (pECsg, — log of the effective concentration at 50%; and E.x, maximal contractions in relation to that induced by KCl 80 mM, arbitrarily defined as 1.0) in the
vas deferens for norepinephrine, methoxamine and carbachol in the absence and presence of increasing concentrations of sibutramine.

Sibutramine (uM)

0 3 10 30 100
CR" Inhibition® (%) CR® Inhibition® (%) CR" Inhibition® (%) CR" Inhibition® (%)
Norepinephrine pECsy 5.80+0.09 7.1040.08* 19.9 - 6.89+011% 12 - 6.82+015% 105 - nd. nd. -
Emax 1124005 121+£007 - 0 0.85+0.04% - 25 0324+002% - 68 0" - 100
Methoxamine  pECso 490016 537+017% 29 - 5.45+027% 35 - 557 +£011% 47 - n.d. nd. -
Emax 136+010 1.06+£007 - 23 0994009 - 27 049+0.03* - 64 0* - 100
Carbachol PECso 4.674+0.06 5.09+0.10% 2.6 - 5.02+013% 22 - 5.01+£026% 22 - nd. nd. -
Emax 1194+0.03 125+£005 - 0 1224006 - 0 0.60+0.05% - 50 0.09 + 0.02* 92

¢ Values represent the mean 4 s.e.mean of 4 independent experiments with organs from 4 rats.
b CR is the concentration-ratio between the pECsq in the presence and absence of the respective sibutramine concentration and values higher than 1.0 represent leftward

displacements in the concentration-response curves.

¢ Inhibition represents the percent reduction of maximal response in relation to the respective curve in the absence of sibutramine.
* Different from the respective value found in the absence of sibutramine (p<0.05, paired Student's t-test).

sibutramine was included (same curve as in Fig. 3a). Cocaine
increased the potency of norepinephrine only in the absence of
sibutramine 3 pM, indicating that this potentiation results from the
inhibition of neuronal uptake of norepinephrine. To further examine
this, the effects of sibutramine on contractions induced by methox-
amine, a selective oiy-adrenoceptor agonist that is not a substrate for
neuronal uptake (Trendelenburg et al., 1970), were investigated. There
were only slight, but consistent leftward shifts in the concentration-
response curves to methoxamine in the presence of sibutramine
(approximately 3-fold, Fig. 3c, Table 2), indicating that additional
mechanisms other than the block of neuronal uptake are involved in
the potentiation of the effects of norepinephrine by sibutramine. In
fact, sibutramine also induced similarly small leftward shifts in the
concentration-response curves to the muscarinic acetilcholine recep-
tors agonist carbachol (Fig. 3d, Table 2), indicating that part of this
potentiation is unrelated to the block of neuronal uptake. In
accordance to what was observed in the concentration-response
curves to norepinephrine, there were striking reductions in the
maximal contractions induced by methoxamine and carbachol in the
presence of 30 to 100 uM sibutramine (Figs. 3¢, d, Table 2).

Fig. 4 shows the concentration-response curves to norepinephrine
(a), methoxamine (b), and carbachol (c) obtained in seminal vesicles
in the absence and presence of increasing concentrations of
sibutramine. The maximal contractions in Fig. 4 were normalized in
relation to that induced by 80 mM KCl (18.2+ 1.1 mN, n=20). In
seminal vesicles, 3 to 100 uM sibutramine also induced leftward shifts
in the concentration-response curves to norepinephrine, whereas the
concentrations of 10 to 100 pM reduced the maximal contractions (Fig.
4a, Table 3). This leftward shift induced by sibutramine was similar to
that induced by cocaine 6 pM (pEC50 =6.854-0.08, n =4, data not
shown). However, in contrast to what was observed in the vas
deferens, sibutramine was unable to potentiate the contractions
induced by methoxamine (Fig. 4b, Table 3) and carbachol (Fig. 4c,
Table 3), but depressed the maximal effects of the concentration—
response curves for these drugs.

Effects of sibutramine on contractions induced by CaCl, in nominal Ca®*
free-high K™ depolarizing nutrient solution

Some concentrations of sibutramine reduced the maximal con-
tractions induced by different stimuli, such as oy -adrenoceptor
(norepinephrine and methoxamine) and muscarinic acetilcholine
receptor (carbachol) activation presenting a classical insurmountable
antagonism. Such behaviour of sibutramine resembles those of
voltage-dependent Ca?" channel blockers, which exert a functional
antagonism of the contractions induced by activation of several
receptors in the rat vas deferens. To check if the insurmountable
antagonism presented by sibutramine is related to the block of
voltage-dependent Ca%™ channels, its effects on contractions induced

by CaCl, in a nominal Ca®* free-high K™ (80 mM) depolarizing
nutrient solution were investigated.
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Fig. 4. Concentration-response curves obtained in the seminal vesicle for norepinephr-
ine (a), methoxamine (b) and carbachol (c) in the absence (©) and presence of
increasing concentrations of sibutramine (3, ®@; 10, ®; 30, A and 100 uM, V). Each
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Table 3

Parameters of agonism® (pECso, — log of the effective concentration at 50%; and E,x, maximal contractions in relation to that induced by KCl 80 mM, arbitrarily defined as 1.0) in the
seminal vesicle for norepinephrine, methoxamine and carbachol in the absence and presence of increasing concentrations of sibutramine.

Sibutramine (uM)

0 3 10 30 100
CR" Inhibition (%)¢ CR® Inhibition® (%) CR® Inhibition® (%) CR" Inhibition® (%)
Norepinephrine pECs, 6104010 6.73+£0.17 43 - 6694015 39 - 670+021 4 - 6.65+018 35 -
Emax  090+£0.04 093+£006 - 0 0.74+£005% - 18 0.414+0.03* 46 0.29 +0.02* 68
Methoxamine  pECs, 4.82+0.11 4.64+014 10 - 460+015 10 - 4804010 1.0 480+029 10 -
Emax 0942004 1034009 - 083+£006 - 0 0.46 +0.02* 48 0.3140.04* 66
Carbachol PECso 4.61£0.07 4.77+0.09 1.0 4704021 1.0 460+£027 10 - 4774030 10 -
Emax 141£005 128+005 - 0 0.99+0.08* - 30 0.45+0.04* - 68 027+0.03*% - 80

? Values represent the mean = s.e.mean of 4 independent experiments with organs from 4 rats.
b (R is the concentration-ratio between the pECso in the presence and absence of the respective sibutramine concentration and values higher than 1.0 represent leftward

displacements in the concentration-response curves.

¢ Inhibition represents the percent reduction of maximal response in relation to the respective curve in the absence of sibutramine.
* Different from the respective value found in the absence of sibutramine (p<0.05, paired Student's t-test).
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Fig. 5. Concentration-response curves to CaCl, in the vas deferens in a nominal Ca®*-
free/High K* (80 mM) depolarizing nutrient solution in the absence (©) and presence
of increasing concentrations of sibutramine (a; 3, ®; 10, ®; 30, A and 100 pM, ¥) and
nifedipine (b; 10, [J; 30, A; 100, V; and 300 nM, <). Panel ¢ shows the respective Schild
plot for the antagonism of CaCl, by sibutramine and nifedipine and the derived
estimative of its potencies (pA;) and slopes of the regression line. Each symbol
represents the mean, and the vertical bars when larger than the symbol, the s.e.mean of
4 independent experiments with organs from 4 rats.

Sibutramine 3 pM increased the maximal contractions induced by
CaCl,, whereas higher concentrations (10 to 100 puM) induced
rightward shifts in the concentration-response curves (Fig. 5a). This
apparently “competitive antagonism” of CaCl,-induced contractions is
a property long known to belong to the L-type voltage-dependent
Ca* channel blockers (Triggle and Swamy, 1983). In fact, nifedipine, a
dihydropyridine Ca?™ channel blocker, also antagonized the contrac-
tions induced by CaCl, presenting behaviour similar to competitive
antagonism (Fig. 5b, n=4). Schild analysis (Arunlakshana and Schild,
1959) of these antagonism shows that the rightward displacements
are linearly related to the concentration of sibutramine and nifedipine
(Fig. 5¢). The potencies of sibutramine and nifedipine (pA,) estimated
through the formula pA, = —log (sibutramine, M) + log (CR-1) were
5.20+ 0.05 and 7.95 4+ 0.12 (Fig. 5c¢, sibutramine n = 12 and nifedipine
n =16, composed by 4 values for each concentration), respectively.

Effects of sibutramine on intracellular Ca®™ transients in HEK293 cells

Carbachol (10 uM, a submaximal concentration) increased the
intracellular Ca®* transients in HEK 293 cells previously loaded with
the fluorescent Ca®™ “NowasH®” dye through activation of endogenous
muscarinic acetylcholine receptors. At 3 pM, sibutramine increased
the intracellular Ca®>* transients induced by carbachol, whereas at 10
to 100 uM these transients were inhibited (Fig. 6).

Discussion

This study investigated the effects of sibutramine, a hypophagic
drug non-selective inhibitor of neuronal reuptake of norepinephrine
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Fig. 6. Effects of increasing concentrations of sibutramine on intracellular Ca®*
transients (expressed as relative fluorescence units, rfu) induced by activation of
endogenous muscarinic acetylcholine receptors in HEK 293 cells by a submaximal
concentration of carbachol (10 uM). Values are mean + s.e.mean of 3 to 5 independent
experiments in duplicate. *Different from the value found in the presence of vehicle
(ANOVA, followed by Newman-Keuls, p<0.01).
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and 5-HT, on ejaculation and on the mechanical activity of the vas
deferens and seminal vesicle, tissues whose contractility are impor-
tant in the early phase of ejaculation.

Depending on the doses or concentrations investigated in the
present study, sibutramine exerted varied and opposite effects on
ejaculation and vas deferens and seminal vesicle contractility. To
facilitate the discussion, the acceleration of ejaculation induced by the
lower doses of sibutramine will be discussed first in light of its effects
increasing the sensitivity of the smooth muscles of the vas deferens
and seminal vesicle to several different contractile stimuli, and then
the delaying action of the higher dose of sibutramine on ejaculation
will be discussed subsequently in light of its inhibitory effects on
smooth muscle contractions and intracellular calcium transients in
HEK 293 cells.

Doses of sibutramine usually effective in reducing food intake and
body weight in rats (5 and 20 mg kg™, ip) accelerated ejaculation by
approximately 50% and consistently reduced by a half the number of
intromissions until ejaculation. These effects are opposite to what is
expected from a drug that enhances monoaminergic neurotransmission
in the central nervous system, especially the serotonergic one. However,
the facilitatory effect on ejaculation is not difficult to explain based on
the peripheral actions of sibutramine observed in the present study.

Firstly, as expected for an inhibitor of the neuronal uptake,
sibutramine presented indirect sympathomimetic actions in the vas
deferens and seminal vesicle, as manifested by the greatly increased
potencies of norepinephrine in inducing contractions of these organs.
However, while sibutramine and cocaine induced comparable
increases in the sensitivity of the seminal vesicle to norepinephrine,
the increase in the sensitivity of the vas deferens to norepinephrine
induced by sibutramine was slightly higher than that induced by
cocaine. This may be related to the block of K™ channels by
sibutramine (see discussion below), which also caused supersensi-
tivity to methoxamine, a selective a;-adrenoceptor agonist that is not
a substrate for neuronal uptake and even for carbachol.

Secondly, sibutramine increased the mechanical activity of the vas
deferens even in the absence of any concomitant stimulation, as
evidenced by the small erratic contractions observed after its
incubation. This effect is consistent with the recently described K™
channels blocking activity of sibutramine (Kim et al., 2007).
Importantly, sibutramine blocked A-Type, Kv4.3, and the delayed
rectifier K* channels, Kv1.3 and Kv3.1 in the same concentration range
(uM) as it triggered contractions in the vas deferens. Moreover, the
electrophysiological properties of the K currents in the vas deferens
are in accordance with the involvement of the above mentioned
A-Type and delayed rectifier K™ channels in the control of the resting
membrane potential and in the regulation of the rhythmic electrical
activity of the smooth muscle cells of the rat vas deferens (Harhun et
al,, 2003). Actually, at least the A-Type, Kv4.3 K™ channel is expressed
in the rat vas deferens (Ohya et al., 1997). Hyperpolarization of the cell
membrane caused by opening of K channels closes voltage-
dependent L-type Ca®>* channels and reduces contractility. Conver-
sely, inhibition of these Kt currents depolarizes the membrane and
opens L-type Ca®* channels leading to smooth muscle contractions. In
fact, the increased mechanical activity of the vas deferens triggered by
sibutramine was abolished by nifedipine and by incubation of the
organs in a nominal Ca?*-free nutrient solution. The K channels
blocking property of sibutramine also explains the nonspecific
increase in sensitivity of the vas deferens to carbachol and
methoxamine, presumably as a result of the depolarization which
facilitates the contractions induced by these agents.

Interestingly, sibutramine was unable to trigger phasic or tonic
contractions in the seminal vesicle but, coherently, it was also unable
to increase the potencies of carbachol and methoxamine. The reasons
for the absence of such effects in the seminal vesicle are unclear but
may involve inherent electrogenic characteristics of these K™ currents
in the seminal vesicle.

Therefore, it is plausible that these two combined actions of
sibutramine, i.e. blockade of K channels in the vas deferens and of
neuronal uptake in both vas deferens and seminal vesicle leading to
increased sensitivity of these tissues to endogenous norepinephrine
released from sympathetic activation during emission, underlie its
apparently paradoxical facilitatory effect over ejaculation observed in
the present study.

The highest dose of sibutramine investigated in the present study
(50 mg kg™ !, ip) delayed ejaculation by approximately 50%. It is well
established that drugs that increase serotonergic neurotransmission
delay ejaculation, and sibutramine (and especially its deaminated
metabolites) is an effective inhibitor of the neuronal uptake of 5-HT. It
is also well established that the delaying effect on ejaculation of most
of the selective and non-selective inhibitors of monoamine reuptake
demands chronic treatment and perhaps, adaptative process in
serotonergic synapses in the central nervous system have to take
place (Giuliano and Clement, 2006; Giuliano, 2007). In the present
study the rats were treated only acutely with a single dose of
sibutramine. Therefore, it is unlikely that the delaying effect of
sibutramine on ejaculation results from its action in the central
nervous system, pointing that peripheral mechanism(s) might be
important. In fact, higher concentrations of sibutramine (10 to
100 pM), in despite of inducing small contractions in the vas deferens,
exerted insurmountable antagonism on the concentration-response
curves to several diverse stimuli, such as norepinephrine, methox-
amine and carbachol. Such nonspecific inhibition indicates that
sibutramine blocks a common event, such as Ca®>* influx into the
smooth muscle cells. Indeed, sibutramine inhibited the contractions of
the vas deferens in response to CaCl, presenting an apparent
“competitive antagonism”, i.e. concentration-dependent rightward
shifts in the concentration-response curves. This is the classical
behaviour observed for the inhibition of concentration-response
curves to CaCl, by L-type Ca?* channel antagonists in several different
smooth muscles (Triggle and Swamy, 1983). In addition, sibutramine
strikingly reduced intracellular Ca®* transients induced by carbachol
(present study) and bradykinin (C. Lameu and A.S. Pupo, unpubl.
data) in HEK 293 cells. Nevertheless, the lowest concentration of
sibutramine investigated (3 uM) increased these Ca®™ transients in
HEK 293 cells, probably as a result of its K™ channels blocking activity.

One would expect that the inhibition of Ca?* influx evidenced for
sibutramine is inconsistent with the small contractile responses
induced by this agent in the rat vas deferens. Sibutramine blocks the
open state of A-Type, Kv4.3, and the delayed rectifier K* channels,
Kv1.3 and Kv3.1 presenting both concentration- and use-dependence,
where the degree of block increases with repetitive depolarizations
(Kim et al., 2007). Also, it would be reasonable to expect that the
maximal contractile effect of sibutramine should be obtained with the
concentration of 3 uM, at which the Ca?™ influx was not inhibited, but
since the block of K* channels by sibutramine is both concentration
and use-dependent, this low concentration of sibutramine probably
induces only small depolarizations, and consequently only small
contractions were observed. However, it is likely that the small and
erratic contractions induced by the higher concentrations of sibu-
tramine do not reflect the true efficacy of sibutramine to depolarize
the smooth muscle cells of the vas deferens because the contractile
stimuli resultant from these depolarizations are counteracted by its
ability to inhibit Ca®* influx.

The current study shows that sibutramine has multiple, complex
and self-canceling effects. The block of Ca®* flux through the
membrane counteracts the increased motilities resultant from the
inhibition of K™ channels in the vas deferens and indirect sympatho-
mimetic action in both vas deferens and seminal vesicles. These self-
canceling effects observed in vitro may be responsible for the absence
of dose-dependence in the facilitatory effect of sibutramine on
ejaculation, since the doses of 5 and 20 mg kg~ ! reduced the latency
for ejaculation similarly by half. However, it is difficult to establish
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whether the absence of dose-dependence is due to the fact that
sibutramine 5 and 20 mg kg~ ! induced similarly maximal facilitatory
effects on ejaculation, or if at 20 mg kg~ the facilitatory effect is
greater but counteracted by the block of Ca?* flux through the
membrane.

It would be important to establish how the findings of the present
study in rats relate to the clinical observation of abnormal ejaculation
in humans. However, abnormal ejaculation encompasses a wide range
of distinct ejaculatory disturbances including retrograde ejaculation
into the urinary bladder, anejaculation (absence of ejaculation) and
changes in the latency for ejaculation. Therefore, it is not possible to
establish the precise relation between the findings of the present
study and the reported adverse effect of sibutramine, because the
latter is too general. Nevertheless, the findings of the present study
may subsidize further investigation on effects of sibutramine in
humans by providing the pharmacological basis for the interpretation
of the specific effect observed.

There is a large difference in the doses of sibutramine used in
humans and those investigated in the present study. In humans,
sibutramine is effective at 10 or 15 mg daily, which in an overweight
subject weighing 100 kg roughly results in 0.1 to 0.15 mg kg~ ! doses.
In rats, the effects of sibutramine on weight gain are noticeable only
with doses close to 3 mg kg~ ! (and maximal at 10 to 20 mg kg™ !,
depending on the study and experimental condition). Therefore, the
effective doses of sibutramine in rats are much higher than those in
humans. We are not aware of differences in the pharmacokinetic or
pharmacodymanic properties of sibutramine in humans and rats that
could explain why rats require much higher doses than humans,
except that the elimination rate of one of the major active metabolites
of sibutramine is approximately two fold higher in the rat (Park et al.,
2004; Um et al., 2008). However, it is interesting to note that this
significant difference in hypophagic potencies between human and
rats is not exclusive to sibutramine; mazindol, another hypophagic
drug with similar mechanism of action, is prescribed to humans at 1 to
3 mg daily (Halpern and Mancini, 2003), while in rats the hypophagic
effect is observed with 6 mg kg~ ! (value converted from micromole
kg~ ! to mg kg~ ! in Wellman et al, 2003). Another example is
phentermine which is prescribed at 15 to 37.5 mg daily for humans
(Bray, 2000) while in rats the hypophagic effect is observed with 5 to
10 mg kg~ ! (Roth et al., 2008).

The present study shows that depending on the doses, sibutramine
either facilitates or inhibits ejaculation. Apart from its actions in the
central nervous system, facilitation of ejaculation may result from
augmented sensitivity of smooth muscles to norepinephrine and to
membrane depolarization while reductions of intracellular Ca?™
concentrations may be involved in the delayed ejaculation observed
with high doses of sibutramine.
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