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RESUMO

BROLLO, Jorge Luiz Alves. Analise da composi¢do do matriz extracelular das camadas
urotelial e muscular da bexiga de mulheres em diferentes idades, 2010. 34f. Tese
(Doutorado em Fisiopatologia e Ciéncias Cirurgicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas.
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2011.

A complacéncia da bexiga depende de musculos lisos, fibras colagenas, fibras
elasiticas e suas relacBes. O objetivo deste trabalho é determinar a composi¢do da matriz
extracelular em amostras de bexigas normais atraves de analise bioquimica de colageno e
glicosaminoglicanos em amostras obtidas de mulheres em diferentes grupos de idade,
analisando separadamente as camadas urotelial e muscular. Avaliamos 17 amostras de
bexiga divididas em trés grupos: infancia (N=5), menacme (N=6) e p6s-menopausa (N=6).
As bexigas foram analisadas para concentracdo de GAG total e coladgeno e para analise
qualitativa de GAG por eletroforese em gel de agarose. Na camada muscular, ndo houve
diferenca entre os grupos tanto para GAG quanto para colageno. Na camada urotelial, a
andlise da concentracdo de coldgeno ndo mostrou diferenca entre 0s grupos, mas a
concentracdo de GAG no grupo da pos-menopausa (0.21 + 0.12 ug de acido hexurénico/mg
de tecido seco) apresentou diferenca em relacdo aos grupos do menacme (1.78 + 1.62 g de
acido hexurénico/mg de tecido seco) e da infancia ( 2.29 + 1.32 pg de acido hexurénico/mg
de tecido seco).Nosso trabalho concluiu que a concentracdo de GAG esté substancialmente
diminuida na camada urotelial da bexiga de mulheres na p6s-menopausa.

Palavras-chave: Bexiga. Camada muscular. Colageno. Glicosaminoglicanos. Urotélio.



ABSTRACT

Bladder compliance is dependent on smooth muscle, collagen fibers, elastic fiber and
their ratios. The luminal surface of the urothelium is covered by an adhering
glycosaminoglycan (GAG) layer. The aim of this study was to determine the composition of
the extracellular matrix (ECM) in normal samples of women bladders through biochemistry
analysis of collagen and GAG on samples obtained from individuals from different age
groups, analyzing separately the urothelial and muscular layers. We studied samples taken
from bladders of 17 patients divided in three different groups: childhood (N=5), menacme
(N=6) and menopause (N=6). Bladders were analyzed for total GAG and collagen
concentration per mg dry tissue and for the contents of GAG species, as determined by
agarose electrophoresis and reported as the percent of total sulfated GAG. In muscular layer,
collagen and GAG concentration showed no difference between groups. In urothelial layer,
collagen concentration showed no difference between groups but GAG concentration in
menopause ( 0.21 + 0.12 pg hexuronic acid /mg dry tissue) was different from menacme (1.78
+ 1.62 pg hexuronic acid /mg dry tissue) and childhood ( 2.29 + 1.32 pg hexuronic acid /mg
dry tissue). There was no difference between sulfated GAG in three groups.In conclusion,
GAG concentration in urothelial layer was substantially lower in menopause women.

Keywords: Bladder. Muscular layer. Collagen. Glycosaminoglycans. Urothelium,
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INTRODUCAO

A principal funcdo da bexiga é a de agir como um 6rgéo de armazenamento de curto

tempo para a urina, enquanto mantém sua composicao similar aquela gerada pelos rins [1].

A bexiga se desenvolve a partir do seio urogenital, que € um tubo endodermal
derivado do intestino terminando com uma expansdo caudal chamada cloaca. O septo
urorretal subdivide a cloaca em seio urogenital anterior e canal anorretal posterior. Sua
origem embrioldgica é comum ao do terco inferior da vagina e do restante do trato urinario
[2,3].

A origem e o papel do trigono da bexiga permanecem controversos: os ductos de
Wolff se fundem com a cloaca e permanecem com o seio urogenital. Dessa forma, o trigono
se formaria a partir dos ductos de Wolff enquanto o restante da bexiga se forma a partir do
endoderma do seio urogenital [4].

Recentemente, alguns estudos sugerem que o trigono é formado predominantemente
de células musculares lisas da bexiga, com contribuicdo limitada de fibras longitudinais do
ureter [5].

Durante o desenvolvimento, o musculo liso se diferencia a partir do mesénquima da

bexiga. Um sinal do epitélio é necessario para dar inicio a essa diferenciacéo [4].

A B

ureter

il | | ureter

bladde
muscle

Figura 1 — Modelos de formacdo embrioldgica do trigono: A) Formado por parte do ureter,
considerado independente da bexiga. B) Formado pelo musculo da bexiga com pequena
contribuicéo do ureter — retirado de Vianna, 2007 [5].

A bexiga pode ser dividida em dois componentes principais: o corpo, localizado
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entre os orificios ureterais e a base consistindo no trigono, juncéo uretrovesical, detrusor e
parede anterior da bexiga [6].

E composta de musculo liso e fibras colagenas. A complacéncia depende do balanco
entre masculo liso, fibras colagenas e fibras elasticas [7].

A parede muscular é composta de musculo liso, o musculo detrusor, que é
funcionalmente e estruturalmente diferente da musculatura do trigono e da uretra e €
responsavel pela contratilidade da bexiga. Normalmente, o espaco intracelular do musculo
detrusor ¢ minimo. Miofilamentos e corpos densos estdo encarregados da contracao [6,7].

O urotélio refere-se a células especializadas que recobrem a pelve renal, ureter,
bexiga e uretra em condigoes normais. E um epitélio transicional de origem endodermal,
composto de trés camadas com tipos celulares morfologicamente distintos. A camada basal,
com células entre cinco e dez um de diametro, a camada intermediaria, com diametro de
vinte um e a camada superficial com células hexagonais (umbrella cells) que, na
dependéncia do grau de estiramento da bexiga, alteram-se entre cinglienta e cento e vinte
pum de diametro. A reposicao de células se da por fusdo da camada basal para formar as
células intermediarias e fusdo das intermediarias para formar as umbrella cells [1, 8].

Enquanto as células da camada basal ndo tém aspectos consideraveis em sua
morfologia, as umbrella cells tm dois aspectos Unicos: a membrana apical é coberta por
placas que sdo separadas por uma membrana plasmatica. Essa membrana faz o folheto da
membrana apical parecer mais grosso que o folheto interno. Além disso, o citoplasma tem
densidade maior que a do citoplasma das vesiculas que estdo associadas com a rede de
fibrilas finas [1, 9].

Recentemente, uma camada de células intersticiais com caracteristica de
miofibroblastos situadas imediatamente abaixo do urotélio foi identificada. O aumento no
numero de miofibroblastos é associado ao aumento da atividade espontanea da bexiga,
como acontece na hiperatividade do detrusor [10].

O sistema contréatil envolve uma complexa interacdo entre as partes anatbmicas e
estruturais do trato urinario e o controle do sistema nervoso. Durante o enchimento as
células musculares devem relaxar e alongar em um curto intervalo e tempo. Durante o
esvaziamento, a geracdo de forca e o encurtamento devem ser iniciados rapidamente e
sincronicamente [6].

O controle consciente da funcdo vesical aparece na primeira infancia através de um
complexo sistema de arcos reflexos no cérebro e na medula raquiana [11].

A integridade dos ligamentos pubouretrais, musculos pubococcigeos e do tecido
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conjuntivo da fascia endopélvica sdo importantes na continéncia urinaria feminina [2].

Colégeno e fibras elésticas sdo os principais componentes da matriz extracelular
(MEC). Estes elementos estdo presentes na parede da bexiga e estdo diretamente
relacionados com a sua complacéncia [12].

Os fibroblastos estdo envolvidos na regulacdo da sintese do colageno e de outras
proteinas da matriz extracelular em resposta a tensdo mecéanica. O aumento da tensdo
mecanica “estica” os fibroblastos com aumento coordenado da producdo de colageno e
diminuicao da producdo de colagenase. O contrario também acontece: a reducdo da tensdo
mecanica causa colapso dos fibroblastos com reducédo da producdo de colageno e aumento
da producdo de matriz metaloproteinases (MMP) resultando na fragmentacdo do colageno
[13].

O estiramento é o estimulo relevante que regula o transporte através das membranas.
Durante o estagio inicial de enchimento, as umbrella cells podem ter discretas fungdes nesta
regulacdo. Mudangas no meio ambiente das umbrella cells alteram a coordenacdo do
transporte i6nico através das membranas. [14].

A superficie luminal do urotélio € recoberta por uma camada de
glicosaminoglicanos (GAG). Esta camada permite que a bexiga minimize os efeitos da
composic¢do da urina durante o armazenamento [1].

Uma propriedade essencial a funcdo normal da bexiga é que os constituintes
normais da bexiga ndo podem comprometer as propriedades de barreira do urotélio. Assim,
mudancas nas taxas fisioldgicas ph, célcio ou uréia tém efeitos minimos na barreira
urotelial. ConcentracBes ndo fisiolégicas dessas substancias como aumento da uréia ou
diminuicdo de calcio aumentam a permeabilidade do urotélio mas, quando retornam aos
valores normais, a permeabilidade retorna ao normal [1].

Os componentes majoritarios da matriz extracelular, como colagenos, fibras
elasticas, proteoglicanos e GAG desempenham um papel relevante nas propriedades
biomecanicas e viscoelasticas da parede vesical, principalmente em relacdo a complacéncia
desse tecido [15].

A biossintese do colageno e sua organizacdo sdo moduladas pelos esterdides
ovarianos e 0 hipoestrogenismo esta associado a alteragdes no metabolismo do tecido
conjuntivo. Estudos prévios identificaram receptores de estrogénio em tecido conjuntivo e
células musculares lisas do trigono da bexiga, uretra, mucosa vaginal, musculo elevador do
anus e ligamento uterossacro [2].

O estrogénio estimula o crescimento, o fluxo sangliineo e a retencdo de agua em
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diversos 6rgdos sexuais e também influencia a diferenciacdo, maturagdo e funcdo de varios
tecidos incluindo o sistema nervoso central e periférico [16].

GAG sdo macromoléculas heteropolissacarideas encontradas na matriz extracelular,
altamente anidnicas responsaveis por inumeras propriedades fisicoquimicas dos
proteoglicanos, que sdo complexos glicoconjugados compostos por uma proteina central
ligada a vérias cadeias de GAG [17].

Os principais grupos de GAG distinguidos através dos seus residuos s&o: Acido

hialurdnico; Heparan sulfato; Queratan sulfato; Condroitin sulfato e Dermatan sulfato [18].

Os GAG sdo altamente hidrdfilos e, devido a isto, ocupam um grande volume em
relacdo a sua massa, formando um gel mesmo em baixas concentra¢fes. Sua carga ionica
altamente negativa atrai uma “nuvem” de cétions, que sdo osmoticamente ativos, carreando
uma grande quantidade de agua que ira embeber a matriz extracelular deixando-a como se
fosse um gel. Esta particularidade capacitard a MEC a resistir a forcas de compresséo,
facilitara a migracdo celular e promovera a lubrificacdo necesséria as articulagGes [18].

Os proteoglicanos e os GAG sdo importantes na determinacdo das propriedades
biomecanicas dos tecidos. Sabe-se que estdo envolvidos na determinacdo do diametro das
fibras colagenas assim como na manutencdo da hidratacdo dos tecidos, ja que produzem um
ambiente hidratado ao redor das células e no tecido conjuntivo [19, 20].

Além disso, as cadeias de GAG que recobrem a superficie urotelial sdo consideradas
como um importante regulador da permeabilidade da parede vesical, e estdo também
associadas a inibicdo da aderéncia bacteriana e da formacao de calculos [21].

Como acontece em diversos 6rgdos e tecidos de individuos do sexo feminino, o
desenvolvimento e o crescimento normal da bexiga também séo afetados por hormonios
sexuais.

Em ratas adultas que foram ooforectomizadas antes da puberdade, a composic¢éo da
MEC vesical difere acentuadamente do padrdo verificado nos animais controle [22]. Por
outro lado, em investigacdo em que foram utilizadas amostras provenientes de adultos
jovens, foram analisadas a composi¢do de colageno e GAG na camada urotelial de
mulheres e foi demonstrado que ndo h& diferencas significativas em relacdo a0 mesmo
tecido de homens [23]. Nesse caso, em que se analisou uma por¢do restrita da bexiga
normal obtida de populagdo com faixa etéria estreita, o envolvimento de hormonios
femininos na composi¢do vesical € menos aparente. Entretanto, esses achados tém

importantes implicagdes para o conhecimento da fisiopatologia da cistite intersticial e ndo
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excluem a possibilidade de participacdo de hormonios femininos nessa doenca.

O estrogénio afeta o contetdo e o metabolismo do coldgeno diferentemente na
dependéncia da funcdo do 6rgdo envolvido. Durante a vida reprodutiva, a relacdo entre
formacédo e degradacao de coldgeno permanece estavel. Com o envelhecimento, o turnover
de colageno apresenta-se diminuido, assim, a concentracdo de coldgeno aumenta apés a
menopausa em diversos tecidos e suas fibras aumentam em didmetro. Esse processo
acontece em associacdo a diminuicdo na relacdo proteoglicanos/ coldgeno e da origem a um
tecido aumentado em resisténcia, porém diminuido em elasticidade [2].

Todos esses dados indicam que a MEC e hormonios femininos desempenham um
importante papel tanto na funcdo normal como na patologia da bexiga. No entanto, a
composicao da MEC vesical na mulher ndo é bem conhecida, sobretudo se considerarmos
as camadas muscular e urotelial separadamente. Também ndo sdo conhecidas as possiveis
diferencas nessa composicdo entre faixas etérias que apresentam diferentes perfis de
hormonios sexuais circulantes, como a infancia, a puberdade, e a p6s-menopausa. Os
poucos trabalhos sobre a composicdo de proteoglicanos e GAGs na bexiga de humanos
utilizam apenas tecidos de adultos e ndo analisam separadamente os diferentes sexos [24,
25].
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1 OBJETIVO

Determinar composicdo da MEC em amostras normais de bexigas de mulheres
atraves da analise bioguimica de colageno e GAG em amostras obtidas de individuos de
diferentes faixas etarias, variando de criancas a idosas, analisando separadamente as

camadas muscular e urotelial.



16

2 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética do Hospital Universitario Pedro
Ernesto em 12 de junho de 2008, conforme resolucdo n°. 196 sobre pesquisa envolvendo
seres humanos, com o n°. 1871-CEP/HUPE (ANEXO)

2.1 Amostras de tecido

Amostras da cupula da bexiga foram obtidas durante autopsia de mulheres que
tiveram morte acidental, que ndo apresentavam sinais de doenca metabolica ou de
alteracfes macroscopicas de vias urinarias, e cujo tempo post-mortem era inferior a 6 horas.
Imediatamente ap6s a excisdo, as amostras foram fixadas em acetona por 48 horas e em
seguida dissecadas para se obter as camadas urotelial e muscular [23]. Em amostras de
parede de bexiga assim fixadas, a camada urotelial € facilmente destacavel da camada
muscular. Essas duas camadas de tecido, foram posteriormente clivadas em fragmentos de
aproximadamente 3x3 mm e delipidadas por meio de duas a quatro trocas de 24 horas cada
em cloroférmio:metanol (2:1, v/v), dependendo da quantidade de tecido adiposo no
material. As amostras foram entdo secas em estufa a 60°C e pesadas em balanca analitica.

As amostras foram reunidas nos seguintes grupos etarios: (a) criancas pré-puberes — 5
amostras — 7 a 9 anos(média= 8,2) ; (b) menacme — 6 amostras — 18 a 28 anos
(média=22,5) e (c) pds-menopausadas — 6 amostras — 67 a 88 anos (média= 75 anos).

2.2 Extracao de GAG

A extracdo de GAG a partir de amostras de tecido foi feita de acordo com protocolo
publicado anteriormente [26]. Resumidamente, o tecido delipidado e seco (30 a 160 mg) é
incubado com papaina bicristalizada (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) em
tampdo acetato 100mM, pH 5.0, contendo cisteina 5 mM e EDTA 5 mM, por 24 horas, a
60°C. Apos centrifugacdo, é adicionado cloreto de cetilpiridinio (CPC) ao sobrenadante
para precipitacdo dos GAGs. As amostras sdo novamente centrifugadas e o complexo CPC-
GAG no pellet é dissociado com NaCl 2M. Os GAGs sdo por fim precipitados ao se
acrescentar dois volumes de etanol absoluto as amostras, que s@o entdo mantidas a 4°C por
24 horas. Ap6s uma série de centrifugacdes e lavagens do pellet, obtém-se a preparacao

final de GAG total, a qual sera utilizada nas analises subsequentes.
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2.2.1 Quantificacdo de GAG total

A quantificacdo de GAG total foi feita por meio da dosagem do acido hexurdnico,
utilizando o método do carbazol [27] e tendo glucurone lactone (Sigma) como padrdo. A
concentracdo de GAG no tecido vesical foi expressa em microgramas de &cido hexurdnico
por miligrama de tecido delipidado e seco.

2.2.2 Determinacdo da concentracdo relativa dos GAG

A quantidade relativa dos GAG sulfatados (condroitim sulfato, dermatam sulfato e
heparam sulfato) foi determinada por eletroforese em gel de agarose a 0.5% em tampéo 1,3-
diaminopropano 50mM, pH 9.0 [28]. Apds corrida a 80 V, o gel é fixado em brometo de N-
Cetil-N,N,N-trimetilamonio 0.1% e corado em azul de toluidina 0.1%. A placa de
eletroforese foi entdo digitalizada em scanner de mesa e a proporcdo de GAGs é
determinada por densitometria das bandas usando o programa ImageJ versdo 1.36 (National
Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA). A identificacdo das bandas na placa de
agarose foi feita com base na comparagdo com a migracdo de padrdes de GAG comerciais

(Sigma) e na susceptibilidade a degradacdes especificas por GAG-liases [26].

2.3 Quantificacdo do colageno total

A concentracdo de colageno total no tecido foi determinada pela dosagem do
aminoacido hidroxiprolina. Amostras de tecido delipidado e seco foram primeiramente
submetidas a hidrolise &cida em HCI 6N por 18 horas a 118°C como previamente descrito
(Cabral et al., 2003), e a dosagem de hidroxiprolina foi entdo realizada segundo o método
de Bergman e Loxley [29]. O resultado foi expresso em microgramas de hidroxiprolina por

miligrama de tecido seco.
2.4 Histologia
Parte das amostras das camadas muscular e urotelial fixadas em acetona foram re-

hidratadas em soro fisioldgico por 12 horas a 4°C e em seguida fixadas em formol

tamponado a 10%. As amostras foram processadas rotineiramente para inclusdo em
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parafina e entdo coradas pelo tricrbmico de Masson. Esse procedimento foi utilizado para

verificar a composicdo histologica das camadas vesicais em estudo.

2.5 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo para cada um dos grupos
etarios. Variacdo dos parametros bioquimicos entre os grupos seré determinada por One-
Way ANOVA, seguida pelo teste de Bonferroni para comparacdo multipla de médias. A

significancia estatistica foi considerada quando p < 0.05.
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3 RESULTADOS

3.1 Histologia

Foi utilizada a coloracdo pelo tricbmico de Masson para verificacdo da integridade das

camadas durante a disseccdo (Figura 2).

Figura 2 — Fotomicrografias de parede vesical. A — parede da bexiga. B- camada muscular

C — urotélio. Coloracdo: Tricrémico de Masson — Aumento: 100x.
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3.2 Camada muscular

A quantificacdo média de colageno (Tabela 1) para o grupo de infancia foi de 44,49 +
9,39 pug de hidroxiprolina/mg de tecido seco. Para o grupo de menacme, a quantificacao foi
de 37,27 = 9,4 ug de hidroxiprolina/mg de tecido seco.

Para 0 grupo de p6s-menopausa, a quantificacdo média foi de 44,35ug + 9,07 ug de
hidroxiprolina/mg de tecido seco.
Nossos resultados mostraram, em relacdo ao contetdo de coladgeno, que ndo houve

diferenga entre os grupos (p=0,34).

Colageno na camada muscular

Média e desvio padrédo
Infancia 44,49 + 9,39
Menacme 37,27 £9,40
Pds-menopausa 44,35 + 9,07

Tabela 1 —Concentracdo média de colageno de camada muscular de bexiga de mulheres na
infancia, no menacme e na pos-menopausa. A analise pela ANOVA (p>0,05) ndo mostrou
diferenca significativa entre os trés grupos. Resultados expressos em pg de hidroxiprolina/mg

de tecido seco com média e desvio-padrao.

A concentracdo de GAG (Tabela 2) foi, em média, de 1,441 + 1,32 pg de &cido
hexurénico/ mg de tecido seco para o grupo de infancia.
Para 0 grupo de menacme, a concentracdo de GAG foi, em média, de 0,85 £ 1,03 pg
de acido hexurdnico/ mg de tecido seco.
Para o grupo de pds-menopausa, a concentracdo de GAG foi, em media, de 0,36 *
0,04 pg de &cido hexurénico/ mg de tecido seco.

Né&o houve diferenca (p=0,19) entre 0s grupos.
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GAG na camada muscular

Média e desvio padrao

Infancia 1,441 +1,32
Menacme 0,85 +1,03
Pds-menopausa 0,36 + 0,04

Tabela 2 — concentracdo média de GAG da camada muscular de bexiga de mulheres na
infancia, no menacme e na pés-menopausa. A analise pela ANOVA (p>0,05) ndo mostrou
diferenca significativa entre os trés grupos. Resultados expressos em pg de acido hexurdnico/

mg de tecido seco com média e desvio-padrao.

Para a camada muscular, a analise qualitativa dos GAG ndo demonstrou diferenca
entre 0s 3 grupos tanto para condroitin sulfato (19,5 + 6,34 % vs. 21,04 + 6,28 % vs. 16,14
+ 7,33 %, p>0,05), dermatan sulfato (48,99 + 3,43 % vs. 44 £ 2,51 % vs. 44,45 £ 8,34 %,
p>0,05) e heparan sulfato (30,78 £ 4,4 % vs 35,69 + 6,55 % vs. 39,38 + 13,38 %, p>0,05),

respectivamente para infancia, menacme e pds-menopausa (Tabela 3).

GAG sulfatados na camada muscular

CS DS HS
Infancia 19,5 + 6,34 48,99 + 3,43 30,78+ 4,4
Menacme 21,04 + 6,28 44 + 251 35,69 + 6,55
Pds-menopausa 16,14 £ 7,33 44,45 + 8,34 39,38 + 13,38

Tabela 3 — analise qualitativa dos GAG sulfatados da camada muscular de bexiga de
mulheres na infancia, no menacme e na pds-menopausa ndo mostrou diferenga entre 0s
grupos na andlise pela ANOVA (p>0,05) para condroitin sulfato (CS), dermatan sulfato
(DS) e heparan sulfato (HS). Resultados expressos em porcentagem com média e desvio-

padréo.
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3.3 Camada urotelial

A quantificacdo média de colageno (Tabela 4) para o grupo de infancia foi de 78,89 +
8,45 ug de hidroxiprolina/mg de tecido seco. Para o grupo de menacme, a quantificacdo foi
de 74,98 = 10,17ug de hidroxiprolina/mg de tecido seco.

Para o grupo de pds-menopausa, a quantificagdo média foi de 77,08 £ 12,34 ug de
hidroxiprolina/mg de tecido seco.
Nossos resultados mostraram que, em relacdo ao conteddo de colageno, ndo houve

diferencga entre os grupos (p>0,05).

Colageno no urotélio

Média e desvio padrédo

Infancia 78,89 + 8,45

Menacme 74,98 + 10,17

Pds-menopausa 77,08 +12,34

Tabela 4 —Concentracdo média de colageno do urotélio de bexiga de mulheres na
infancia, no menacme e na po6s-menopausa. A analise pela ANOVA ndo mostrou diferenca
entre os grupos (p>0,05). Resultados expressos em pg de hidroxiprolina/mg de tecido seco

com média e desvio-padrao.

A concentracdo de GAG (Tabela 5) foi, em média, de 2,29 + 1,32 pg de é&cido

hexurénico/ mg de tecido seco para o grupo de infancia.

Para o grupo de menacme, a concentracdo de GAG foi, em media, de 1,78 £ 1,62 g
de acido hexurdnico/ mg de tecido seco.

Para o grupo de pds-menopausa, a concentracdo de GAG foi, em média, de 0,21 +
0,12 pg de &cido hexurdnico/ mg de tecido seco.

Houve significativa diminuicdo na concentragcdo de GAG no grupo da pos-
menopausa, com p<0,01 quando comparado a infancia e quando comparado ao de

menacme (p<0,04).
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GAG no urotélio

Média e desvio padrédo
Infancia 2,29+1,32
Menacme 1,78 £1,62
Pds-menopausa 0,21+0,12

Tabela 5 — concentragdo média de GAG de urotélio da bexiga de mulheres na infancia, no
menacme e na pos-menopausa. A analise pela ANOVA (p<0,03) mostrou diferenca
significativa entre todos os grupos e o teste de Bonferroni mostrou diferenca no grupo da pés-
menopausa em relagdo ao grupo da infancia (p<0,01) e ao grupo do menacme (p<0,04).
Resultados expressos em pg de &cido hexurdnico/ mg de tecido seco com média e desvio-

padréo.

A analise qualitativa dos GAG ndo demonstrou diferenca entre os 3 grupos tanto para
condroitin sulfato (26,32% vs 17,49% vs. 19,04%, p=0,34), dermatan sulfato (58% vs.
56,65% vs. 56,31%, p= 0,97) e heparan sulfato (15,66% vs. 25,83% vs. 27,28%, p=0,32),

respectivamente para infancia, menacme e pds-menopausa (Tabela 6).

GAG sulfatados no urotélio

CS DS HS
Infancia 26,32 £ 8,21 58 £5,10 15,66 + 4,52
Menacme 17,49 + 214 56,65 + 13,46 25,83 + 15,35
Pds-menopausa 19,04 £9,10 56,31 +6,74 27,28 £ 2,63

Tabela 6 — analise qualitativa dos GAG sulfatados no urotélio da bexiga de mulheres na
infancia, no menacme e na pés-menopausa. A analise pela ANOVA (p>0,05) ndo mostrou
diferenca significativa entre todos os grupos para condroitin sulfato (CS), dermatan sulfato
(DS) e heparan sulfato (HS).
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4 DISCUSSAO

A deficiéncia estrogénica causa atrofia dos epitélios do trato urogenital. Receptores
de estrogénio foram demonstrados em vagina, uretra, bexiga e musculos do assoalho
pélvico. Assim sendo, o estrogénio tem um efeito marcante no trato urinario [7]. Evidéncias
epidemioldgicas e estudos em animais demonstram que o0 estrogénio exerce um importante
papel na proliferacéo celular em tecidos responsivos a este hormonio [8].

Nosso trabalho, entdo, procurou demonstrar como Se comportaria a matriz
extracelular da bexiga de mulheres em diferentes fases da vida, com diferentes perfis
hormonais.

As alteracBes de atrofia urogenital aumentam com o aumento dos anos de pds-
menopausa e sdo atribuidas, ndo s6 ao declinio dos niveis de estrogénio, como também a
diminuicdo dos niveis de androgénio. Numerosos estudos demonstraram que a
administracdo de estrogénio resulta em aumento da musculatura lisa da bexiga, levando a
melhora das funcdes da mesma [30].

A bexiga é constituida principalmente de fibras musculares lisas e colageno. A
musculatura lisa é responsavel pela contratilidade da bexiga e o coldgeno é o maior
componente da MEC das bexigas com perda de elasticidade. A complacéncia é dependente
do musculo liso, colageno, fibras elésticas e suas relacdes [7].

Yang et al. [7] mostraram, em ratas ooforectomizadas, degeneracdo da estrutura da
bexiga com reversao destas alteracdes com a terapia de reposicdo estrogénica.

A influéncia do estrogénio no tecido conjuntivo pode ser dependente da regulacao
do metabolismo do colageno. O estrogénio ndo somente estimula a biossintese fibrilar do
colageno como também aumenta a sintese, secrecédo e atividade da matrizmetaloproteinase
(MMP), que pode degradar numerosos componentes do tecido conjuntivo, incluindo o
préprio colageno [31].

Alguns estudos prévios mostraram que, em coelhos ooforectomizados, ocorria uma
significativa atrofia do muasculo liso e uma significativa hipertrofia apds administracéo de
estrogénio [32].

Valeri et al.[16], mostraram que o estradiol em altas concentragbes reduziu a
contratilidade de bexigas de ratos machos em resposta a estimulos elétricos ou
farmacoldgicos.

Estudos experimentais demonstraram alteragcGes estruturais na bexiga com o

envelhecimento. Estas alteracfes incluiam a hipertrofia da musculatura lisa e aumento do
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colageno entre as células musculares além de mudancgas nas concentragcfes relativas de
colageno I e 11 [33].

Estas alterac6es no contetudo de colageno ndo foram encontradas no nosso estudo,
que ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos nas camadas urotelial ou muscular.

O aumento do estrogénio aumenta a atividade da MMP, que é responsavel pela
degradacdo dos componentes da matriz extracelular, como o colédgeno e os proteoglicanos
[34].

Sendo assim, seria esperado um contetdo de coldgeno diminuido em jovens, que
possuiriam uma matriz sob estimulo estrogénico. Talvez haja uma alteracdo qualitativa,
com concentracfes diferentes para diferentes tipos de colageno, o que poderia ter influéncia
na complacéncia da bexiga.

Yang et al. [7] mostraram, através de estudos histolégios, hiperplasia de fibras
colagenas e atrofia de musculo liso em ratas ooforectomizadas, mostrando que estas
alteracbes poderiam interferir na transmissdo elétrica, aumentando a instabilidade vesical,
influenciando na contratilidade do musculo detrusor.

Ha evidéncias que o mdasculo detrusor € caracterizado principalmente por
receptores muscarinicos M2 e M3. O receptor M3 é o maior subtipo da bexiga, sendo
responsavel pela contracdo [36]. Matsumoto et al. [36], demonstraram que o tratamento de
longo prazo com estrogénio diminui os receptores M3 no musculo detrusor e aumenta sua
capacidade funcional. Esta acdo do estrogénio poderia explicar a maior ocorréncia de
bexiga hiperativa na p6s-menopausa.

O tratamento com estradiol aumenta a densidade do musculo liso e retorna a relagédo
fibras musculares/ musculo liso a niveis normais, revelando a influéncia do estrogénio na
funcdo da bexiga, mediada pelos receptores de estrogénio [7].

Cayan et al. [30] demonstraram que a adi¢do de testosterona ao estrogénio na terapia
de reposicdo hormonal aumentava a capacidade e complacéncia da bexiga e também do
conteudo de mduasculo liso de ratas. Lin et al. [37], analisando bexigas de coelhos,
concluiram que a testosterona pode ser tdo importante quanto o estrogénio em controlar
respostas contrateis da bexiga.

Hipertrofia e hiperplasia da musculatura lisa da bexiga podem ocorrer em resposta a
obstrucdo urinaria, como, por exemplo, na hiperplasia prostatica benigna ou apos
descentralizacdo em injurias da medula espinal [6].

AlteragOes estruturais na parede da bexiga s&o comuns em obstrugOes uretrais, sendo

a hiperplasia benigna da préstata uma das causas mais frequentes de obstrucdo em
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humanos.

Kondo e Susset [38], ndo verificaram alteracfes no coldgeno de bexiga de cachorros
submetidos a obstrucdo infravesical. Uvelius et al. [39] descreveram diminuicdo do
conteddo de colageno no muasculo detrusor afetado pela obstrucdo infravesical.
Contrariamente, Dixon et al. [40] mostraram aumento de coldgeno em bexiga de porcos
com a mesma patologia.

Rubinstein et al. [12] observaram aumento dos componentes do tecido conjuntivo
como colageno e fibras elasticas no masculo detrusor de bexigas de homens com obstrucéo
infravesical.

Devido as suas interacbes com o coldgeno e outros componentes da matriz
extracelular, é possivel que os GAG tenham participacdo nas propriedades de complacéncia
da parede vesical.

Nossos resultados em relacdo ao GAG da camada muscular ndo mostraram
diferenca, mas apontam uma tendéncia a reducdo no grupo de pés-menopausa. As médias
apontam para uma maior concentracao de GAG na camada muscular na infancia em relacéo
a pré-menopausa (1,31 vs 0,35 ug de hidroxiprolina/mg de tecido seco), porém com valores
muito heterogéneos.

Os GAG desempenham importante papel estrutural na matriz extracelular,
regulando a permeabilidade e tendo uma funcdo antiinflamatéria na parede e na superficie
da bexiga [41].

Em relacdo ao urotélio, nossos resultados ndo mostraram diferenca entre 0s grupos
para colageno. Quanto ao GAG, houve diferenca entre os grupos, com reducdo acentuada
no grupo de idosas.

Nos estudos de bexigas de ratas castradas de Deus et al. [42], 0 hipoestrogenismo
determinou menor conteudo de glicosaminoglicanos sulfatados na bexiga, o que seria
compativel com nossos resultados.

Siracusano et al., [43] analisando a excre¢do urinaria de glicosaminoglicanos em
mulheres com hiperatividade do detrusor, evidenciaram niveis significativamente menores
guando comparadas a mulheres sem esta patologia, postulando ser este resultado
consequéncia a uma possivel isquemia da camada urotelial da bexiga secundaria a
hipercontratilidade muscular.

O metabolismo de GAG tecidual é afetado por estrogénios. Em ratas
ooforectomizadas, a composicdo de GAG na bexiga e uretra estd alterada, poréem a

administracdo de TRH a esses animais restabelece as concentracfes teciduais normais [42].
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Por outro lado, se a ooforectomia é feita antes da puberdade, a restricdo hormonal leva a
importantes alteragcGes na composicdo da matriz extracelular vesical com rigidez da parede,
0 que pode ter efeitos marcantes sobre a funcao da bexiga [22].

Quando estimulado apropriadamente, o urotélio pode sofrer grande crescimento,
particularmente durante processos de reparagéo e carcinogénese. Mais de 90% dos canceres
de bexiga situam-se no urotélio. Muitas evidéncias ligam o estrogénio a carcinogénese da
bexiga. Altos niveis de receptores 3 de estrogénio foram encontrados em carcinoma de
células transicionais da bexiga humana. Também, a estrogenizacdo neonatal de ratos
machos aumenta a expressdo de receptores 3 de estrogénio e induz a carcinogénese
urogenital [8].

Outros estudos mostraram que a incontinéncia urinaria [44, 45] e o cancer [25] estdo
igualmente associados a modificacdes na MEC da parede vesical. Disfungdes na MEC
urotelial, por sua vez, tém sido implicadas na patogenia da cistite intersticial [46], uma
doenca que tem incidéncia muito maior em mulheres do que em homens.

Experimentos in vitro e in vivo demonstram que a formacdo de célculos é inibida
pela presengca de GAG [47]. Isto explica, por exemplo, o fato de que criancas tém baixa
incidéncia de urolitiase, ja que estas, quando comparadas a adultos, excretam quantidades
bem maiores de GAG urinarios [48].

Mitrano et al. [49] observaram que a concentracdo de GAG da parede da bexiga de
ratas aumentava com a progressdo da gestacdo. Este aumento poderia explicar a incidéncia
ndo alterada de urolitiase na gravidez, embora essa condicdo seja acompanhada de fatores
que aumentam o risco para a formacdo de célculos, como estase urinaria, desidratacao,
hipercalciuria, e hiperuricosuria [50].

O proteoglicano predominante no urotélio normal é o decorin, que parece ter um
papel chave na organogénese e em interagdes entre mesénquima e epitélio [51].

Nossos resultados em relacdo aos GAG sulfatados ndo evidenciaram diferencas entre
0s grupos para condroitin sulfato, dermatan sulfato e heparan sulfato, com predominio de
dermatan sulfato tanto na camada muscular quanto na urotelial.

Kyker, [52] analisando a distribuicdo de condroitin sulfato em véarios modelos de
danos uroteliais mostrou que o urotélio normal liga-se muito pouco ao condroitin sulfato,
ao contrario do urotélio danificado.

Devido as suas inimeras limitagBes principalmente no que concerne as questdes
éticas, a bexiga humana é frequentemente estudada somente em condicdes patologicas,

principalmente em casos de céncer. Os estudos em bexigas normais geralmente séo
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realizados em animais experimentais. Este foi um estudo preliminar de avaliacdo
bioguimica de bexigas humanas normais, sendo necessarios novos estudos para conclusdes

definitivas.
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5 CONCLUSOES

Os glicosaminoglicanos da camada urotelial estdo substancialmente diminuidos na

bexiga de mulheres na pds-menopausa.
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ANEXO 1 - Comité de ética em pesquisa

Se UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO .
) U%E.y & HOSPITAL UNIVERSITARIO PEDRO ERNESTO :
% esmpn ® COMITE DE ETICA EM PESOUISA

Rio de Janeiro, 10 de setembro de 2008

Do: Comité de Etica em Pesquisa
Profa. Patricia Maria C. O. Duque
Para: Aut. Jorge Luiz A. Brollo
Orient. Prof. Luiz Eduardo de M. Cardoso

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitério Pedro Ernesto, apds avaliacdo,
considerou o projeto (1871-CEP/HUPE) " ANALISE DA COMPOSICAO DA MATRIZ EXTRACELULAR
NAS CAMADAS UROTELIAL E MUSCULAR DA PAREDE VESICAL EM MULHRES DE DIFERENTES
IDADES " aprovado, encontrando-se este dentro dos padrdes éticos da pesquisa em seres
humanos, conforme Resolucdao n.°196 sobre pesquisa envolvendo seres humanos de 10 de
outubro de 1996, do Conselho Nacional de Saude, bem como o consentimento livre e esclarecido.

0 pesquisador devera informar ao Comité de Etica qualquer acontecimento ocorrido no
decorrer da pesquisa.

O Comité de Etica solicita a V. Sa., que ao término da pesquisa encaminhe a esta comissao
um sumario dos resultados do projeto.

Profd. Patricia Maria C. ©'Duque
Membro do Comité de Etica em Pesquisa

CEP - COMITE DE ETICA EM PESQUISA
AV. VINTE E OITO DE SETEMBRO, 77 TERREO - VILA ISABEL - CEP 20551-030
TEL: 21 2587-6353 — FAX: 21 2264-0853 - E-mail: cep-hupe@uerj.br
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