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INTRODUCAO:

O ducto deferente dos ratos € composto por
camadas adventicia, muscular e mucosa,
funcionando como um canal que conecta o
epididmo ao ducto ejaculatério. Estudos
anteriores identificaram uma rede densa de
varicosidades catecolaminérgicas no ducto
deferente, com adenosina 5-trifosfato (ATP) e
noradrenalina como principais co-transmissores.
Além desses mediadores classicos, o ducto
deferente de humanos, ratos e camundongos
libera 6-nitrodopamina (6-ND), uma
catecolamina que desempenha um papel
significativo como regulador endégeno da
contratilidade do ducto deferente (SANTICCIOLI,
1986; BURNSTOCK 1995; ANTON 1977). A 6-
ND aumenta marcadamente as contragoes
induzidas por catecolaminas classicas, como
dopamina, noradrenalina e  adrenalina.
Recentemente, a 6-cianodopamina (6-CYD) foi
identificada como uma nova catecolamina
enddgena em coragbes de coelhos isolados,
mas sua atividade biologica no ducto deferente
ainda n&o foi elucidada (BRITTO-JUNIOR 2024;
BRITTO JUNIOR 2023, BRITTO JUNIOR,
2023). Este estudo investiga a liberacdo basal de
6-CYD do ducto deferente isolado de ratos e seu
efeito na contratilidade desse tecido.

METODOLOGIA:

Ratos Wistar machos adultos foram
utilizados, @ mantidos em  condi¢cbes
controladas de temperatura, umidade e ciclo
claro-escuro, com acesso ad libitum a agua
e racao. Apos a eutanasia com isoflurano, os
ductos deferentes foram excisados e
imersos em solugcdo de Krebs-Henseleit
(KHS), mantida a 37°C e oxigenada
continuamente. Os ductos deferentes
isolados foram incubados por 30 minutos.

A liberacao basal de 6-
cianodopamina (6-CYD) e outras
catecolaminas  foi  quantificada  por
cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa em tandem (LC-
MS/MS). Foram realizadas curvas de
resposta-concentracdo para noradrenalina,
adrenalina e dopamina na auséncia e
presenca de 6-CYD, utilizando banhos de
orgaos e transdutores de forgca isométrica
para medir a contratilidade dos tecidos. A
viabilidade do tecido foi avaliada com 10 yM
de noradrenalina.
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Curvas de resposta-concentracao
também foram conduzidas em tecidos pré-
tratados com tetrodotoxina para investigar o
efeito na liberacdo de catecolaminas e na
contratilidade induzida por noradrenalina,
adrenalina e dopamina. Estimulagdes
elétricas de campo (EFS) foram realizadas
para avaliar as contracfes dependentes de
frequéncia em tecidos pré-incubados com 6-
CYD.

A expresséao de tirosina hidroxilase e
da proteina S100 foi avaliada por
imunohistoquimica para identificar a origem
das catecolaminas. Os dados foram
analisados estatisticamente, com valores de
pPpEC50 e Emax representando a média *
erro padrdo da média (S.E.M.).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Liberacéo Basal de 6-Cianodopamina e 6-
Nitrodopamina do Ducto Deferente
Isolado de Rato

A analise por LC-MS/MS revelou que
0 ducto deferente isolado de rato liberou
guantidades significativas de 6-CYD (Figura
1A) e 6-ND (Figura 1B). A liberagéo de 6-
cianodopamina ndo foi afetada pela
tetrodotoxina (30 min, 1 uM), enquanto a
liberacao de 6-nitrodopamina foi
virtualmente abolida pela mesma (Figura
1B).
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Figura 1. Liberacéo basal de 6-cianodopamina
(painel A) e 6-nitrodopamina (painel B) de vasos
deferentes isolados de ratos, com e sem incubacéo
com tetrodotoxina 1uM.

Efeito da  6-Cianodopamina nas
Contracdes do RIEVD Induzidas por
Noradrenalina, Adrenalina e Dopamina

A 6-CYD apresentou efeitos
potenciadores distintos sobre as contragdes
induzidas por noradrenalina, adrenalina e
dopamina no ducto deferente isolado. A
noradrenalina induziu contracdes
dependentes da concentracdo, e a pré-
incubacdo com 6-CYD a 1 nM aumentou
significativamente os valores de Emax sem
causar um deslocamento da curva de
concentragédo-resposta, enquanto
concentragdes de 10 e 100 nM provocaram
deslocamentos marcantes para a esquerda,
causando diminuicao significativa de peEC50
(Figuras 2A-D).
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Figura 2. Efeito da 6-cianodopamina (6-CYD) nas
contracdes dependentes da concentracéo de tiras
de ducto deferente epididimario isolado de rato
(RIEVD) induzidas por noradrenalina (NA).

A adrenalina também causou
contracdes dependentes da concentracao.
A pré-incubacdo com 6-CYD a 1 nM néo
alterou significativamente os valores de
Emax ou pEC50, enquanto a 6-CYD a 10 e
100 nM provocou deslocamentos
significativos para a esquerda nas curvas de
resposta-concentracgéo, reduzindo o valor de
pEC50, embora os valores de Emax
permanecessem inalterados.
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A dopamina também  induziu
contracdes dependentes de concentracao
no tecido. A pré-incubacdo com 6-CYDale
10 nM né&o alterou os valores de Emax u

pEC50, enquanto 6-CYD a 100 nM provocou
deslocamentos  significativos para a
esquerda nas curvas de resposta-
concentracdo e aumentou os valores de

Tabela 1. A poténcia (pEC50) e as respostas maximas (Emax) de noradrenalina, adrenalina, dopamina e 6-
nitrodopamina (6-ND) nos vasos deferentes epididimais isolados de ratos na auséncia (controle) e presenca de
6-cianodopamina (6-CYD)

Catecolamina Condigao

pEC50 (log[M])

P-valor
(Emax)

Emax (mN)

P-valor
(pEC50)

Noradrenalina Controle 3.98+0.18
6-CYD (100 pM) 3.94+0.13
Controle 4.27 £0.19
6-CYD (1 nM) 4.52+0.14
Controle 4.26 +0.08
6-CYD (10 nM) 5.06 + 0.19
Controle 4.48 +0.18
6-CYD (100 nM) 5.00+0.18
Adrenalina Controle 4.77 £0.15
6-CYD (1 nM) 4.69+0.26
Controle 4.65+0.10
6-CYD (10 nM) 5.12+0.17
Controle 4.06 £0.25
6-CYD (100 nM) 5.05+0.18
Dopamina Controle 3.85+0.27
6-CYD (1 nM) 3.80+0.18
Controle 3.75+0.17
6-CYD (10 nM) 4.24 +0.08
Controle 3.94+0.22
6-CYD (100 nM) 4.46 £ 0.08
6-ND Controle 3.84 £ 0.06
6-CYD (100 nM) 3.55+0.12

Emax. Os valores de pEC50, Emax, nimero

- 10.37 £ 1.02 - 4
0.7319 11.54+2.13 0.7954 4
- 8.16 £ 0.74 - 7
0.4527 11.57 +0.72 0.0026 7
- 11.83+1.78 - 4
0.0188 16.83 £ 0.87 0.0451 4
- 7.88+1.44 - 6
0.0110 11.80 + 1.55 0.0048 6
- 12.76 £ 0.72 - 4
0.5503 13.20+1.37 0.7850 4
- 11.80 + 0.63 - 6
0.0440 12.99 + 1.40 0.4598 6
- 9.17 +£1.80 - 4
0.0211 9.39+0.95 0.9187 4
- 13.17 £ 0.51 - 4
0.1186 14.49 + 0.50 0.1186 4
- 10.91+1.18 - 4
0.0446 11.01+0.17 0.9371 4
- 11.46 + 0.66 - 4
0.0492 14.31+0.58 0.0091 4
- 13.43+2.64 - 4
0.0761 13.18+1.10 0.9353 4
esquerda nas curvas de resposta-

de tiras utilizadas e
apresentados na Tabela 2.

p-valores sé&o

Efeito da Tetrodotoxina na Potenciacao
pelas  Contracdes Induzidas por
Noradrenalina, Adrenalina e Dopamina

Nos tecidos pré-tratados com tetrodotoxina
(1 M, 30 min), 6-CYD a 100 nM induziu
deslocamentos  significativos para a

concentracdo a noradrenalina (Figura 8A) e
adrenalina (Figura 8B), mas ndo aumentou
as contracdes induzidas por dopamina
(Figura 8C). Os valores de pEC50, Emax,
namero de tiras utilizadas e p-valores sao
apresentados na Tabela 2.

Efeito da Co-incubacéo de 6-CYD e 6-ND
nas Contragoes Induzidas por
Catecolaminas
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Tabela 2. A poténcia (pEC50) e as respostas maximas (Emax) de noradrenalina (NA), adrenalina (ADR) e
dopamina (DA) na presenca ou ndo de 6-cianodopamina (6-CYD, 100 nM) em preparacdes de ducto deferente
epididimal isolado de rato pré-tratadas com tetrodotoxina (1 yM, 30 min).

Catecolamina pEC50 (log[M])

NA  3.48

NA+6-CYD (100 nM) = 3.92 0.0001
ADR = 4.49

ADR+6-CYD (100 nM) = 4.81 0.0318
DA  3.55

DA+6-CYD (100 nM) = 3.49 0.6731

P-value (pEC50)

Emax (mN) P-value (Emax) i}
11.27 6
11.83 0.2740 6
13.30 6
13.65 0.3706 6
9.89 4
12.14 0.4316 4

Tabela 3. A poténcia (pEC50) e as respostas maximas (Emax) da noradrenalina, adrenalina e dopamina no ducto
deferente epididimario de rato isolado na auséncia (controle) e presenca da co-incubagéo de 6-cianodopamina
(6-CYD) e 6-nitrodopamina (6-ND). Nas curvas de concentracdo-resposta para noradrenalina, a incubacao prévia
com tetrodotoxina (TTX, 1 uM, 30 min) antes da co-incubac¢do com 6-CYD e 6-ND também foi realizada.

Catecolamina PEC50 (log[M])
6-ND 10 pM | 5.21

6-ND 10 pM + 6-CYD 100 pM | 5.97 0.006
TTX1puM +6-ND 10 pM | 4.76
TTX1pM +6-ND 10 pM + 6-CYD | 5.36 0.0386
100 pM

6-ND 10 pM | 4.47

6-ND 10 pM + 6-CYD 100 pM | 4.52 0.8811

6-ND 10 pM | 5.53

6-ND 10 pM + 6-CYD 100 pM | 5.39 0.3502

A co-incubacéao dos tecidos com 6-CYD (100
pM) e 6-ND causou deslocamentos
significativos para a esquerda nas curvas de
concentracdo-resposta a noradrenalina e
aumentou seus valores de Emax. Nos tiras
pré-tratados com tetrodotoxina, a co-
incubacgédo com 6-CYD (100 pM) e 6-ND (100
pM) também causou um deslocamento
significativo para a esquerda e aumentou 0s
valores de Emax para noradrenalina. A co-
incubagédo com 6-CYD e 6-ND nao afetou as
respostas contrateis a adrenalina e
dopamina. Os valores de pEC50, Emax,
numero de tiras utilizadas e p-valores sao
apresentados na Tabela 4.

P-value (pEC50)

Emax (mN) P-value (Emax) n
10.19 4
16.88 0.0140 4
6.20 6
10.48 0.0237 6
11.24 4
14.54 0.3104 4
10.79 4
8.33 0.1234 4

Andlises Imuno-histoquimicas

A imuno-histoquimica revelou a presenca de
tirosina hidroxilase no citoplasma das
células epiteliais da mucosa e nas fibras
nervosas do RIEVD (Figuras 10A-D). A
proteina S100 foi observada em estruturas
neurais da lamina propria, tunica média e
adventicia (Figuras 11A-D).

DISCUSSAO:

Os resultados indicam que o ducto
deferente epididimario de rato (RIEVD)
libera basalmente 6-cianodopamina (6-
CYD). Em contraste com a 6-nitrodopamina
(6-ND), a liberacéo de 6-CYD néo foi afetada
pela tetrodotoxina, sugerindo uma origem
epitelial. A presenca de tirosina hidroxilase
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no epitélio do ducto deferente apoia esta
hipdtese.

A 6-CYD nao induziu contracoes
significativas no RIEVD sozinha, mas
potencializou contragcbes induzidas por
noradrenalina, adrenalina e dopamina.
Concentragfes de 6-CYD a 10 e 100 nM
deslocaram as curvas de resposta-
concentracéo para a esquerda, aumentando
os valores de Emax para noradrenalina,
adrenalina e dopamina. A potencializacao
das contracdes por 6-CYD pode envolver
mecanismos de liberagéo e recaptacao de
noradrenalina, bem como aumento da
sensibilidade ao calcio do aparato contratil.

A sinergia entre 6-CYD e
catecolaminas é distinta da de 6-ND, que foi
abolida pela tetrodotoxina e ndo mostrou
seletividade em concentragcées mais baixas.
O efeito sinérgico de 6-CYD parece ser
dependente da concentracdo, enquanto 6-
ND ndo demonstrou essa caracteristica.

A co-incubacdo de 6-CYD e 6-ND
resultou em um sinergismo notavel nas
contracdes induzidas por noradrenalina,
destacando a possibilidade de diferentes
mecanismos/receptores  envolvidos. A
identificacdo de 6-CYD como um modulador
endogeno da contratilidade do ducto
deferente sugere que o epitélio pode regular
a contratilidade do musculo liso, semelhante
ao papel do endotélio na reatividade
vascular.

A descoberta das ciano-
catecolaminas, como 6-CYD, expande o
conhecimento sobre a modulacdo da
contratilidade do ducto deferente. Embora 6-
CYD seja o primeiro mediador enddgeno
conhecido a conter um grupo cianeto, seu
papel fisiologico parece ser modulador e
potencializador da atividade das
catecolaminas classicas.

Os dados sugerem que a 6-CYD pode
aumentar a liberacdo de noradrenalina por
mecanismos exociticos e n&o exociticos. A
presenca de tirosina hidroxilase no epitélio
do ducto deferente apoia a hipotese de que
o epitélio pode ser uma fonte de producéo
de 6-CYD, adicionando uma nova dimenséo
a compreensdo da regulacdo da
contratilidade do ducto deferente.
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