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RESUMO

GOMES, José Guimaraes. Estudo quantitativo da matriz extracelular e células do musculo
liso de bexigas urinaria apos traumatismo raquimedular. 2011, 38 f. Tese (Doutorado em
Fisiopatologia e Ciéncias Cirargicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2011.

LesBes na inervacdo do trato urinario inferior ocasionado por traumatismo
raquimedular afetam geralmente o madsculo detrusor e o esfincteres uretrais. Estas alteracfes
acarretam problemas basicamente de incontinéncia urinéaria e aumento da presséo intravesical,
decorrente deste traumatismo, trazendo consequéncias para o funcionamento do sistema
urinario superior. Quantificar os elementos fibrosos da matriz extracelular e fibras musculares
das bexigas neurogénicas hiper-reflexas comparando-as com bexigas normais. Foram
utilizadas 6 amostras de bexigas neurogénicas de individuos que foram submetidos a cirurgia
de reparacdo por cistoenteroplastia realizados pelo servico de urologia do Hospital Municipal
Souza Aguiar, estas amostras foram fixadas imediatamente em solucdo tamponada de
formalina a 10%. O controle com amostras iguais as do estudo extraida de cadaveres cuja
causa morte ndo relacionava-se ao sistema urogenital macroscopicamente. O material foi
submetido as seguintes técnicas histoquimicas: H&E, van Gieson e Resorcina Fucsina
resorcina de Weigert com prévia oxidagdo pela oxona. Imunohistoquimica: anti-elastina. A
observacao dos cortes corados pelo van Gieson demonstrou uma diminuicédo significativa do
masculo liso de 13% e aumento do coldgeno em 72% e as fibras do sistema elastico um
aumento de 101%. Concluséo. Nas bexigas neurogénicas hiper-reflexas o musculo detrusor e
os elementos fibrosos da matriz foram profundamente modificados. As fibras do sistema
elastico foram as mais afetadas.

Palavras-chaves: Bexiga urinaria, Estereologia, Matriz extracelular, Imunohistoquimica.



ABSTRACT

Lesions on lower urinary tract innervations caused by spinal cord injuries usually
affect the detrusor muscle and urethral sphincter. Beside the smooth muscle fibers, the
collagen fibers and elastic system fibers, fibrous components of the extracellular matrix of the
bladder wall, are strongly related to vesicle bladder compliance. For this reason the aim of this
work is to quantify the fibrous elements of the extracellular matrix and muscle fibers of the
neurogenic bladder hyperreflexia. Samples of neurogenic bladder were obtained from six men
who had previously undergone surgical repair. The control group samples (n=6) were
similarly obtained from patients whose deaths were not related to the urogenital system. The
samples were stained using the following histochemical techniques: H&E, Van Gieson,
Weigert and Sirius Red. Sections stained with Sirius Red were observed under polarization
light microscopy to characterize possible different kinds of collagen. Immunohistochemical
technique was used to characterize and quantify the elastic system fibers. Quantification
analysis was performed by stereological methods. An increase of 72% of the collagen was
observed. Nevertheless, the most significant difference observed was the raising of 101% of
the elastic system fibers. Contrary the smooth muscle fibers showed a decrease of 13%. In the
neurogenic bladder with detrusor hyperreflexia the fibrous elements of the extracellular
matrix and smooth muscle fibers were greatly modified. The elastic system fibers seem to be
the most affected in this disease.

Key word: Urinary bladder, Stereology, Extracellular matrix, Imunohistochemistry.
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A flor rescende o perfume, a luz da brilho e calor, a voz nos canta um poema, a vida é
convite ao amor. Da voz resta-nos promessas, a vida é uma grande ilusdo, da flor o odor néo

se esquece, da luz sombra e solidéo.

José Guimaraes Gomes.
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INTRODUCAO

O traumatismo raquimedular vem sendo responsavel pelo atendimento de urgéncia
com 3% das admissdes nos servicos de politraumatologia. As pesquisas internacionais citam
incidéncias de 40 a 50 casos novos por milhdo de habitantes ao ano, sendo a equivaléncia no
Brasil de 6000 casos por ano [1].

A violéncia nas areas urbanas das grandes metropoles encontra-se ligada a estas
estatisticas, no entanto, a etiologia do trauma medular varia em funcao das caracteristicas de
cada regido e o tipo de atividade populacional. Os homens, predominantemente sdo 0s mais
atingidos ocorrendo em 65% dos casos e com média de idade 25 anos, dos quais 70% ficam
paraplégicos e 30% tetraplégicos, destas lesdes de etiologia traumatica foram ocasionadas por
armas de fogo (40%), automoveis (30%), mergulho em aguas rasas (15%), queda de altura e
outros (15%) [1].

A melhoria no atendimento hospitalar com unidades especializadas no tratamento
deste tipo de trauma, e com avanco no acompanhamento urolégico em longo prazo, reduziu
drasticamente os indices de morbidade e mortalidade decorrentes de complicacbes do
aparelho urinario. Em estudo multidisciplinar realizado no National Spinal Cord Injury
Statistical Center, foram avaliadas as principais etiologias de reinternacdo nos portadores de
bexigas neurogénicas por traumatismo raquimedular e estas reinternacdes eram por infecgdes
urinarias recorrentes [2].

A educacdo no transito, medidas contra a violéncia e orientagdes quanto aos riscos das
quedas e mergulhos sdo os principais meios de prevencdo da lesdo medular traumatica que
ocasiona significativo grau de morbimortalidade as vitimas e sérios problemas
socioecondémico aos seus respectivos familiares.

O traumatismo raquimedular (TRM) é o principal agente externo causador de
incapacidade motora da bexiga. Essas lesGes alteram permanentemente, as funcbes desse
orgdo, causando disfuncéo vesical e criando ambiente para o desenvolvimento de processos
infecciosos, tais como hematurias e cistites [3, 4, 5].

Uma das causas da aludida disfuncéo é a bexiga neurogénica, que em fase inicial do
trauma, comporta-se de forma hipotonica e posteriormente a denervacdo promove um

espessamento da parede vesical e consequente perda de sua complacéncia [3, 4, 5, 6].
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As disfunces urologicas, advindas de traumas medulares representam uma das mais
significantes causas de mortalidade, mesmo com as mais avancadas tecnologias atualmente
disponiveis [6, 8, 7, 8, 9].

A bexiga que sofreu interrupcdo de impulso neural devido a uma lesdo medular, perde
o controle pois este é realizado pelo sistema nervoso que coordena os mecanismos voluntarios
e involuntarios da miccdo. O sistema de controle medular, encontra-se entre S2 e S4 (Nucleo
de Onuf). Estudos em animais demonstraram que o reflexo da micgéo se da através de feixes
localizados no tronco encefalico rostral [3, 4, 7].

A bexiga neurogénica que sofre inibicdo, hiperativa (espastica), o esvaziamento
acontece por reflexos incontrolaveis, o enchimento desencadeia contrac@es que passam a ser
interpretadas como urgéncia miccional, tornando a capacidade vesical reduzida [3, 6, 9].

Sendo o traumatismo medular o principal agente externo causador de incapacidade
motora das vias urinarias, as complicagdes mais comuns e mais graves na bexiga pos-
traumatica sdo a infeccdo e a deterioracdo renal respectivamente. Elas sdo resultados de uma
estase urinaria residual com aumento da pressao vesical para as vias urinarias superiores [6, 7,
9, 10].

As lesdes na inervacdo do trato urinario inferior afetam geralmente o musculo detrusor
e o esfincter uretral, acarretando problemas basicamente de incontinéncia urinaria e aumento
da pressao intravesical, que trazem consequéncias para o funcionamento do sistema urindrio
superior, como a hidronefrose e uma progressiva insuficiéncia renal [4, 6, 8, 9, 10].

O tratamento para esse tipo de bexiga tem como finalidade promover o esvaziamento
vesical completo, preservar o bom funcionamento renal, evitar complicagdes, tais como,
infeccdo urinaria recorrente e insuficiéncia renal [3, 4, 6, 8, 9].

A parede da bexiga é composta por musculo liso (detrusor) e as fibras do colageno e
do sistema elastico, como componentes fibrosos da matriz extracelular, estdo presentes na
parede e encontram-se intimamente relacionadas com a complacéncia desse orgéo [11, 12,
13].

O aumento descontrolado do colageno e de outros constituintes da matriz extracelular
¢ uma resposta tissular a injaria ocasionando a fibrose do Orgdo. Estudos prévios
demonstraram que a sintese de colageno esta aumentada na fibrose pulmonar, na
glomeruloesclerose e em outras patologias [12, 13, 14, 15].

As expressOes de proteinas da matriz extracelular no detrusor foram avaliadas através
de técnicas de imunohistoquimica durante o desenvolvimento embriolégico de ratos. Os

autores demonstraram que houve um aumento significativo de colageno tipo Il e elastina
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apo6s 0 nascimento, em relacdo ao periodo de vida intrauterina, podendo ser essas mudangas
fatores importantes na complacéncia vesical [16].

A revisdo da literatura mostrou que sdo poucos os trabalhos que estudaram as
modificacdes dos diferentes elementos que compdem a parede vesical, 0 musculo detrusor e
o0s elementos fibrosos da matriz extracelular em pacientes portadores de bexigas neurogénicas
hiper-reflexas, ocasionadas por lesdo medular, [12, 17, 18].

Sd0 escassos o0s trabalhos que estudaram as bexigas de pacientes com esse tipo de
trauma, na fase cronica, utilizando método estereoldgico. A presente tese tenta preencher esta

lacuna.

Anatomia da bexiga urinaria

A bexiga urindria € um O&rgdo muscular oco do sistema urindrio, revestido
internamente por um epitélio transicional denominado urotélio. Na parte abaixo adjacente ao
urotélio, encontra-se a lamina propria, que € uma camada de tecido conjuntivo subjacente
onde ficam apoiados os tecidos epiteliais, a camada muscular e a camada adventicia ou serosa
que é ricamente vascularizada e formada basicamente de tecido conjuntivo e abundancia de
fibras elasticas. [18, 19, 20, 21].

O tecido muscular da bexiga é constituido por fibras musculares lisas, formando feixes
sem orientacdo definida, que se ramificam e se reunem livremente, mudando de orientacéo,
profundidade na parede e entrelacando-se com outros feixes sob a forma de uma malha
complexa, sem formar camadas distintas, o0 que permite o detrusor contrair-se, direcionando a
urina a uretra durante a micgao [18, 19, 20, 21, 22].

A musculatura da bexiga pode ser dividida em duas porcOes de acordo com as
diferengas regionais da sua inervacdo simpética: a por¢do localizada acima dos orificios dos
ureteres denominado corpo vesical, que compreende sua maior parte, e a musculatura que
incorpora o trigono e o colo vesical [6, 18, 19, 20].

O detrusor é formado por células musculares lisas, que se organizam em fasciculos
separados uns dos outros de forma incompleta, por septos compostos por fibras elasticas,
colagenos, raros fibroblastos, vasos sanguineos e terminagdes nervosas. E provavel que a
presenca desses elementos revestindo os feixes musculares, seja responsavel pela manutencédo
da arquitetura da parede vesical e pelas propriedades complacentes que permitem seu
enchimento sem a elevagéo da presséo vesical [18, 19, 20, 22].
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Fisiologia da micgéo

O funcionamento do sistema urinario inferior ocorre de forma coordenada entre a
bexiga e a uretra. Sendo assim, na fase de enchimento a bexiga permanece relaxada e a
musculatura uretral contraida, acontecendo o inverso na micgdo. Para que esse sincronismo

aconteca é indispensavel a interagdo de numerosos arcos e circuitos nervosos.

Area rrigiora do deirusor
(conirola valuntario)

Carabirg ()

Carabsalo m

Nucleo pontino
(controle involunigrio)

Nucleo simpético

Nerva hipogéstrica Dgirusor

Nucleo
parassimpatico

Trigjanc

Cola vasical

Nucleo somatico

Anus Eaffinoter ey e
Esfinciar exiemo

assoalng palvico

Figura 1 — Neurofisiologia da micgdo. Esquema modificado do trabalho de: Reuter
VE. Urinary bladder, ureter and renal pelvis. In: Histology for Pathologists. Edited
by S.S. Stenberg, Philadelphia: Lippincott Raven. 1997; 835-847.

Os neur6nios motores da bexiga e da uretra estdo localizados no seguimento sacral da
medula espinhal (S2-S4) e séo coordenados pelo centro pontino da miccdo e pelos nucleos da
base do cérebro. Porém, o controle voluntario da miccéo se faz no cortex da face lateral do
lobo frontal e a substancia reticular ponto-mesencefalica, por sua vez, coordena a micgdo
como um todo. Mas é o centro cortical que determina o inicio, o retardo e o término da
miccao [6, 7, 19].

O centro pontino da miccdo esté localizado na regido medial e dorso lateral da ponte

Epbnima, e sua lesdo pode levar a retencdo urinaria. Sua estimulacdo aumenta a pressdo
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vesical, diminui a pressdo uretral e diminui a atividade elétrica do assoalho pélvico. O
relaxamento da uretra ocorre por inibicdo dos neurénios motores sacrais do esfincter uretral
[6, 7. 19, 20].

O centro esfincteriano ou da continéncia, também encontra-se na ponte, sendo que
através do trato reticulo-espinal os impulsos chegam ao nucleo do nervo pudendo (Epénimo)
na medula sacral. A estimulacdo deste nlcleo aumenta a pressao uretral, e uma lesdo neste
corpo pode ocasionar incontinéncia urinaria [6, 7, 19].

Os nucleos da base envolvidos com a micgdo sdo: putamen, globo-palido, nucleo
caudado e as células da substancia nigra. A principal funcdo destes ndcleos é modular o ténus
do esfincter uretral externo e sua disfuncao pode ser vista na Doenga de Parkinson, em que as
alteracdes degenerativas dos neurdnios diminuem a dopamina local, originando hiperatividade
do detrusor [6, 7, 19, 20].

A funcdo do talamo na miccdo ainda ndo foi totalmente esclarecida, sabe-se que o
nacleo ventral pdstero-lateral é responsavel pela integracdo das informacdes entre os axdnios
sensoriais e o cortex [6, 19, 20].

O lobo limbico € composto pelo corpo amigdaloide, hipocampo e giro cingulo. Sua
estimulacdo facilita ou inibe a atividade da bexiga, influenciando a micgéo, o que pode ser
notado pela vontade constante de urinar associada ao estresse ou nervosismo.

O hipotalamo esté relacionado ao inicio do ato de urinar, a area pré-Optica envia fibras
para o cortex cerebral e para o centro pontino da miccao [6, 19, 20].

O cerebelo recebe informacdes sensoriais da bexiga e do assoalho pélvico, sendo
importante na manutencao do ténus do assoalho pélvico e na coordenacdo entre contragdo do
detrusor e relaxamento do esfincter. O cerebelo participa também, ativamente da coordenagéo
dos varios musculos envolvidos no ato da micgdo, mantendo o equilibrio do corpo [6, 19, 20].

A musculatura lisa da bexiga, a regido uretro-trigonal e a uretra proximal s&o
inervadas por fibras do plexo-pélvico que esta localizado profundamente na cavidade pélvica
e é composto por fibras mescladas dos nervos pélvicos (parassimpatico) e dos nervos
hipogastricos (simpatico). As fibras parassimpaticas originam-se na substancia cinzenta da
medula sacral (S2-S4), possuem varios ganglios préximos a bexiga e fibras pds-ganglionares
curtas. Ja os nervos hipogastricos (inervagao simpatica eferente) tem origem na regiéo lateral
da substancia cinzenta da medula entre T10 e L2. O nervo pudendo que inerva o esfincter
uretral externo, tem sua origem no nucleo do nervo pudendo no corno ventral do segmento
sacral da medula S2-S4. Todo controle somatico (motor) dependente da vontade é exercido

pelo nervo pudendo [6, 7, 19].
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As fibras aferentes (sensorial) da bexiga e da uretra estdo nas ramificagfes do plexo
pélvico e atingem a medula espinal via nervos pélvicos ou hipogéastricos. Dividem-se em dois
grupos: 1) Fibras nocioceptivas, responsaveis pela sensibilidade dolorosa, chegam pelas raizes
S2 a S4 a substancia cinzenta postero-lateral, dai pelos tratos espinotalamicos laterais atingem
o tdlamo e o cortex. Il) Fibras proprioceptivas, relacionadas a percepg¢do da distensdo vesical,
originam-se no detrusor e seguem pelo plexo hipogastrico até T10 - L2 na medula, dai para a
ponte e para o cortex [6, 7, 19].

Na fase de enchimento vesical, a continéncia é mantida pela complacéncia vesical
associada a total inibicdo dos impulsos eferentes parassimpéticos e ativacdo dos eferentes
simpaticos e somaticos. O cortex cerebral envia impulsos descendentes inibitérios para o
centro pontino e para 0 nervo pélvico (parassimpatico) relaxando o detrusor e impulsos
excitatorios para o nervo hipogastrico (simpatico) e nervo pudendo aumentando a resisténcia
uretral [6, 7, 19].

Os impulsos aferentes vesicais ativam também os motoneur6nios do nucleo do nervo
pudendo aumentando a atividade ténica do esfincter uretral e, por conseguinte, a resisténcia
da uretra.

Na miccdo voluntaria ha queda da atividade dos musculos do assoalho pélvico e da
pressdo uretral, que precedem a contracdo do detrusor. Ocorre a liberagdo do centro pontino,
que envia impulsos para a medula sacral, ativando neurbnios parassimpaticos desencadeando,
assim, a contracdo do detrusor [6, 7, 19].

Simultaneamente impulsos da ponte inibem motoneurénios pudendos (nucleos de
Onuf) que inervam o esfincter uretral estriado, relaxando-o. Iniciada a contracdo do detrusor,
a descarga aferente gerada pela tenséo na parede vesical reforga o reflexo miccional. O fluxo
de urina pela uretra facilita o esvaziamento, pois também estimula a contracdo do detrusor.
Quando a micgdo estd chegando ao fim, o assoalho pélvico se contrai e eleva o colo vesical,

que se fecha e a pressé@o do detrusor é reduzida [6, 7, 20].

Fisiopatologia da bexiga neurogénica no trauma medular.

Os fatores que determinam as bexigas neurogénicas sao: congénitos, ocasionados por
mielomeningoceles, agenesias sacrais, lipomeningoceles, diastematomielias e cistos
medulares); adquiridas (por traumas central, medular e craniano, doencas degenerativas,
inflamatdrias e infecciosas); e as lesGes neurolégicas periféricas (traumaticas, cirargicas,

radiologicas e mistas) [3, 7, 8].
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Em condigbes normais, armazenamos urina e esvaziamos a bexiga sob controle
voluntario, o armazenamento urinario em um reservatério com capacidade satisfatoria para
periodos adequados, baixa pressdo de armazenamento, baixa resisténcia uretral e
sinergicamente contraimos a musculatura de forma que permita a eliminacéo total da urina [6,
8].

Para que essas agdes ocorram nessas condicGes, é absolutamente necessaria a
integridade do sistema neuroldgico que controla essas fungoes [6, 7, 8].

Um defeito na maturacdo neuroldgica pode permitir que miccBes involuntarias
persistam na fase adulta. Por outro lado, doencas, lesGes neuroldgicas ou envelhecimento
podem alterar os centros neuroldgicos que medeiam a micc¢do voluntaria, permitindo o
ressurgimento dos reflexos primitivos, ou remodelar os mecanismos com surgimento de
novos circuitos reflexos [6, 7, 8].

Independente da causa que levou a lesdo nervosa havera interferéncia nos mecanismos
proprios da bexiga, ocasionando modificagdes no seu funcionamento com grau variado de
incontinéncia, com esvaziamento incompleto ou retencdo urinaria [6, 7, 8]..&]

A urina é produzida pelos rins, passa pelos ureteres e é armazenada na bexiga. Quando
cheia a bexiga os musculos se contraem e a urina é eliminada através da uretra. No momento
em que o musculo da bexiga se contrai o esfincter da uretra que também é um musculo, se
relaxa para facilitar a saida da urina [6].

Normalmente ocorre um funcionamento sinérgico entre a bexiga e a uretra, ou seja,
durante o enchimento, a musculatura da bexiga esta relaxada para acomodar a urina
proveniente dos rins, enquanto o musculo do esfincter da uretra esta contraido para evitar a
saida da urina coletada na bexiga. Ao contrario, quando a bexiga se contrai para eliminar o
seu conteldo, o esfincter relaxa para permitir a eliminacdo da urina [3, 4, 6].

Para isso acontecer normalmente, € preciso haver coordenacdo entre os musculos da
bexiga e do esfincter da uretra. Quando este trabalho ndo ocorre de maneira integrada,
acontece o que se chama dissinergismo vesico-esfincteriano, situagdo que contribui para a
ocorréncia de complicacfes. Se a bexiga e o esfincter se contrairem ao mesmo tempo, havera
um esforgo maior da musculatura da bexiga para conseguir vencer a resisténcia do musculo da
uretra [6].

Este esforco leva com o tempo, a um enfraquecimento da parede da bexiga e a
formacdo de diverticulos que acumulam urina residual, diminuindo a resisténcia a infeccdes,
favorecendo a formacao de calculos e o refluxo de urina da bexiga para os rins, colocando em

risco a funcéo renal [6].
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O cérebro e a medula espinhal s&o responsaveis pelo trabalho coordenado entre a
bexiga e o esfincter uretral garantindo o controle urinario. Uma lesdo medular pode
comprometer a comunicacdo entre o cérebro e o sistema urinario e a eliminacdo da urina
armazenada na bexiga deixa de ser automatica [3, 4, 5, 6].

Se a lesdo for incompleta, é possivel haver recuperacdo parcial ou até total com o
tempo. Mas até que esta recuperagdo aconteca, a utilizacdo de alguma técnica para esvaziar a
bexiga pode ser necessaria.

Dependendo do seguimento da lesdo medular, a bexiga pode ter dois tipos de
comportamento: a) Passa a acumular uma quantidade maior de urina do que antes da leséo
medular porque os musculos da bexiga ndo se contraem mais e isto faz com que grande
quantidade de urina fique retida dentro da bexiga, muito acima da capacidade normal — bexiga
flacida, comum nas lesbes medulares ao nivel sacral (abaixo de T12); b) Passa a acumular
uma quantidade menor de urina do que antes da lesdo medular e os musculos da bexiga
passam a ter contrac@es involuntarias com perdas frequentes de urina — bexiga espastica,
comum nas lesdes medulares acima do nivel sacral (acima de T12) [3, 6].

As bexigas neurogénicas hiper-reflexas — bexiga espastica, € o motivo do presente
trabalho.
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1 OBJETIVO

Analisar a densidade volumétrica das células do musculo liso e dos elementos fibrosos
da matriz extracelular de bexigas neurogénicas hiper-reflexas de portadores de traumatismo

raquimedular cronicos.
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2 MATERIAIS E METODOS

A obtencdo das amostras de pacientes portadores de bexigas neurogénicas hiper-
reflexas, por traumatismo raquimedular acima de T 12, sem historico de tratamento
quimioterapico ou radioldgico, por qualquer tipo de neoplasia. Foram utilizados 6 fragmentos
da clpula vesical de bexigas, extraidos com concentimento informado e autorizacdo dos
pacientes no ato da cirurgia de ampliacdo desse 6rgdo com ileo pela cistoenteroplastia, pela
equipe medica do Servico de Urologia do Hospital Municipal Souza Aguiar — Rio de Janeiro.
Todo o procedimento foi submetido e aprovado pelo comité de ética do Hospital Universitario
Pedro Ernesto.

Esses pacientes em nimero de 6 e com idades variaveis, sofreram diversos tipos de
acidentes, que os levaram ao traumatismo raquimedular, a saber: acidente automobilistico,
perfuracdo por projetil de arma de fogo, queda de altura e mergulho em aguas rasas.

Para o controle foram utilizadas amostragem identica num total de 6 fragmentos
extraidos da cupula vesical de bexigas de cadaveres macroscopicamente sem
comprometimento com o sistema urogenital doado para o trabalho pelo Instituto Médico
Legal de Nova Iguagu. Conhecido pela sua sigla IML, é um instituto brasileiro responsavel
pelas autopsias e laudos cadavéricos para Policias Cientificas de um determinado Estado na
area de Medicina Legal.

Foram estudados pacientes com diagndsticos de bexiga neurogénica secundaria,
relacionada a traumatismo raquimedular, toracolombar ou cervical, com tempo de evolugéo
superior a trés anos.

O dados urodindmico demonstrou diminuicdo da complacéncia vesical em todos os
pacientes com perda urinaria associada. O tratamento prévio a abordagem cirdrgica foi por
meio da utilizacdo de cateterismo intermitente limpo, associado ao uso de anticolinérgicos.
Nesse grupo, a cirurgia para ampliacdo vesical com ileo foi indicada pela incontinéncia
urinaria ou deterioracdo do trato urinario superior, e a alta pressao de perda >40 mm de H,O
mesmo com a utiliza¢do do tratamento clinico conservador.

No ato cirargico, foram extraidas amostras de fragmentos da cupula vesical de bexigas
de pacientes com idade media de 34 + 7.04 anos, submetidos a procedimentos para a
ampliacdo desse 6rgdo. O controle foi composto por igual numero de amostras de igual
material, com média de idade de 33.5 £ 8.11 anos, obtido de cadaveres. Ambos os fragmentos
foram fixados em formalina tamponada a 10%, com pH 7.2, enviados ao laboratério da

Unidade de Pesquisa Urogenital, da Universidade do Estado do Rio de Janeiro. O material foi
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processado para inclusdo em parafina, foram feitos cortes de 5 micrémetro para cada técnica
de coloracdo e observado em um microscépio Olympus BH 2, acoplado a uma camera de
video Sony CCD, modelo DXC 151-A, com um aumento de 40X, uma grade de teste M-42,
um microcomputador IBM, PC; softwares Excel e Grafphad v.4.

Os blocos obtidos foram submetidos a cortes de Sum de espessura, obtendo-se 25
microcortes de cada amostra do controle e dos pacientes que foram submetidos a cirurgia que
aceitaram participar do trabalho. Para a analise de histoquimica, eles foram desparafinados em
xilol e hidratados em uma decrescente série de alcool etilico, chegando até a hidratacdo com
agua, e logo depois corados de acordo com as técnicas a serem estudadas. Foram utilizados
campos aleatdrios em cada fragmento analisado.

Os cortes corados por hematoxilina e eosina foram utilizados para verificar a
integridade do tecido que foi incluso em parafina e a qualidade do microcorte e da amostra de

tecido vesical (detrusor) por unidade de area com objetiva de 40x.

2.1 Histoquimica

Para a avaliacdo quantitativa do detrusor os cortes foram corados pelo método de van
Gieson.

Para a avaliacdo quantitativa do colageno, os cortes foram corados pela técnica de van
Gieson. Para a avaliacao qualitativa utilizou-se a técnica de Picrosirius sob luz polarizada.

Na avaliacdo quantitativa das fibras do sistema elastico, os cortes foram tratados pela
técnica de Fucsina-Resorcina de Weigert, com prévia oxidacdo pela oxona, onde se

evidenciam essas fibras [23].

2.1.1 Técnica de van Gieson

Existem algumas coloracGes para demonstracdo dos tecidos conjuntivos, a maioria na
categoria dos tricromicos. Coloracao tricrémica é o termo geral para técnicas que evidenciam
0 mausculo, fibras de colageno, fibrina e eritrocitos. Sdo utilizados trés corantes, um dos quais

usados como nuclear. Uma das colora¢des mais antigas é obtida pelo método de Van Gieson.
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2.1.2 Técnica Picro Sirius Red

Este método permite que os radicais sulfonicos do corante reajam com 0s grupamentos
aminicos da lisina, um dos principais aminoacidos que compdem o coldgeno, intensificando
sua birrefringéncia. Quando observado sob luz polarizada o coldgeno apresenta
birrefringéncia com tons variando entre o vermelho e o amarelo que é o colégeno tipo I, e 0
verde que € o tipo Ill, sobre um fundo negro quando observados em microscépio com luz
polarizada e objetiva de 40x para a analise qualitativa dos diferentes tipos de colageno [23,
24, 27].

2.1.3 Técnica Resorcina — Fucsina de Weigert com prévia oxidacdo pela oxona

Técnica utilizada para coloracdo das fibras elasticas — numerosas técnicas tém sido
desenvolvidas para a demonstracdo destas fibras sendo que as mais utilizadas sdo orceina
Verhoeff, resorcina fucsina de Weigert. Nesta técnica, as fibras elasticas coram-se
intensivamente, mas ndo de um modo seletivo, pois a reacdo das fibras com a eosina ou
vermelho Congo podem ser atribuidos a ligagdo entre a proteina elastina e os corantes acidos.
A positividade ao acido periodico de Schiff observada particularmente nas fibras finas e
imaturas pode ser explicada pela presenca de glicoproteinas associadas as fibras elasticas. As
fibras elasticas possuem ligagcdes de dissulfeto, que sofrem oxidacdo pelo permanganato nos
métodos de Weigert, essas pontes dissulfeto, em parte derivados anidnicos do acido sulfénico
que séo fortemente basofilicos e capazes de reagirem seletivamente com as solugdes corantes
utilizadas, apesar da técnica utilizar fucsina basica, um grande nimero de corantes catidnicos

pode substituir a fucsina [23, 24].

2.1.4 Técnica de Imunohistoguimica

As fibras do sistema elastico foram evidenciadas pelo método da Avidina Biotina
utilizando-se microscopia de luz para a identificagdo da marcacdo dos anticorpos antielastina
na diluicdo de 1:100 (Monoclonal Anti-Elastin clone BA-4. Mouse Ascites Fluid. SIGMA.®).

Os cortes foram desparafinados em Xilol, hidratados em uma série decrescente de
alcool etilico até a agua e lavados em tampédo fosfato tamponado (PBS) por cinco minutos.

Em seguida, tratados por trinta minutos em temperatura ambiente com uma solucdo de
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peroxido de hidrogénio a 3% em metanol para bloquear a atividade da peroxidase enddgena.
Apos esta etapa, serdo lavados em PBS (3 banhos de 5 minutos cada) e incubados em camara
Umida a 37°graus C por trinta minutos com soro de cabra a 1% em PBS. Na sequéncia, serdo
incubados em cadmara Umida a 4° graus C por 12 a 14 horas com o anticorpo primario.

Para todos os anticorpos primarios utilizados foram realizados simultaneamente,
controles negativos, onde o anticorpo primario sera substituido por PBS, e controles positivos,
usando fragmentos de tecido que apresentam o0s antigenos pesquisados, conforme prévia
descricdo literaria.

Apbs este periodo, os cortes foram lavados em PBS (3 banhos de 5 minutos cada) e
incubados em camara umida em temperatura ambiente por trinta minutos com o anticorpo
secundério biotinilado diluido em 1:100 em PBS.

A revelagdo foi feita com solucédo de 3,3, diamino-benzidina tetrahidrocloridro (DAB)
(Zymed Laboratérios, nimero do catdlogo 002014 Carlsbad, CA, E.U.A.) a 0,1% em H202,
lavados em &gua destilada, desidratado em uma serie crescente de etanol diafanizados em

xilol e montados com Ethelan.
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2.2 Quantificacéo

Foi utilizado o método estereoldgico para quantificar as fibras do sistema elastico, do
colageno e fibras musculares lisas.

O parametro estereoldgico empregado para estimar o contetdo das fibras musculares,
do coléageno e fibras do sistema elastico foi a densidade volumétrica (Vv), esse parametro é
largamente utilizado em estereologia por ser bastante informativo tendo como objetivo
determinar pardmetros quantitativos tridimencionais de estruturas anatbmicas a partir de
cortes bidimencionais. Para isso vale-se da geometria e da estatistica [25, 26].

Foram feitos cinco cortes de cada fragmento extraido da bexiga e avaliados cinco
campos aleatdérios em cada corte, totalizando 150 campos.

Para a quantificacdo do sistema elastico, colageno e células do musculo liso aplicou-se
0 sistema-teste M42 sobre a tela de um microscopio Olympus BH 2, acoplado a uma cadmera
de video Sony CCD, modelo DXC 151-A, com um aumento de 40X.

Foram calculadas as médias dos valores da densidade volumétrica para 0S grupos
testes e controles em relacdo ao tecido muscular, fibras do sistema elastico e fibras do
colageno, posteriormente os resultados das contagens foram transferidos para uma planilha
Excel.
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Figura 2 - Sistema teste M42 [25]
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Figura 3 - Sistema teste M42 sobreposta a fotomicrografia corada pela técnica de van

Gieson onde se observa as células do musculo liso (detrusor) em cor amarelo e as fibras do

colageno de cor vermelho .
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2.3 Andlise estatistica

O Teste-T ndo pareado foi realizado para comprovar as médias nos 2 grupos com nivel
de significancia com p < 0,05.

Foram calculadas as médias e desvios padrdo nos 2 grupos e os resultados comparados
através do teste T ndo pareado com nivel de significancia de p < 0,05. Toda a andlise foi

realizada no software GraphPhad v.4.
2.4 Aprovagado do Projeto em Conselho de Etica
O projeto deste trabalho foi aprovado pelo Conselho de Etica em Pesquisa, com

Humanos, do Hospital Universitario Pedro Ernesto, da Universidade do Estado do Rio de

Janeiro, conforme documento anexo.



29

3 RESULTADOS
3.1 Musculatura lisa — detrusor

Foram analisados 6 amostras extraidas de cadaveres e 6 de pacientes submetidos a
cirurgia de ampliagdo da bexiga com ileo, todos maiores de idade, com traumatismo

raquimedular em fase crénica.

Tabela 1: Anélises estatisticos dos resultados das celulas do mdsculo liso em porcentagem.

Amostras: N=6 Musculo Liso: B. Controle | Musculo Liso: B. Neurogénica
Média 92.066 % *79.333 %

Desvio padrao 0.816 2.338

P. Valor: P<0.01 P <0.01.

Os resultados da tabela mostram uma reducdo significativa da porcentagem da
densidade volumétrica das células do mdusculo liso das bexigas neurogénicas quando

comparadas com os resultados das amostras do controle.
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Figura 4 - Fotomicrografia do detrusor de bexiga humana normal. Técnica de van
Gieson, os nucleos coram-se de azul a preto, as fibras de coldgeno em vermelho e o
citoplasma das células musculares de amarelo. Objetiva de 100X.

Figura 5 - Fotomicrografia do detrusor de bexiga humana neurogénica, corada pela
técnica de van Gieson, os ndcleos coram-se de azul a preto, as fibras de coldgeno em
vermelho e o citoplasma das células musculares de amarelo. Objetiva de 100X.
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3.2 Fibras do sistema colageno

Tabela 2. Analises estatisticos dos resultados das fibras do colageno em porcentagem

Amostras: N=6 Colageno: B. Controle. Colageno: B. Neurogénica.
Média 7.10 *12.14

Desvio padrao 0.54 1.03

P. Valor P<0.01 P<0.01

Os resultados da tabela mostram um aumento significativo no percentual da densidade
volumétrica do colageno das bexigas neurogénicas quando comparadas com os resultados das

amostras do controle.

3.2.1 Anélise qualitativo de fibras do colageno

Para a analise qualitativa do colageno utilizou-se a técnica de Picrosirius. Este método
permite que os radicais sulfénicos do corante reajam com 0s grupamentos aminicos da lisina,
um dos principais aminoacidos que compdem o colageno, intensificando sua birrefringéncia.
Quando observado sob luz polarizada o colageno apresenta tons variando entre o vermelho e

o amarelo, colageno tipo | - e o verde colageno tipo Ill, sobre um fundo negro.
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Figura 6 - Fotomicrografia da lamina prépria de bexiga humana normal onde se
observa predominancia dos tons vermelhos sugerindo a presenca de colageno tipo I, quando

analisadas por microscopia de luz polarizada. Técnica de Picrosirius. Objetiva de 40X.

Figura 7 - Fotomicrografia da lamina propria de bexiga humana neurogénica. Técnica
de Picrosirius observada sob luz polarizada mostrando predominancia de tons verdes

sugerindo a presenca de colageno tipo I11. Objetiva de 40X.
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Tabela 3: Analises estatisticos dos resultados das fibras do sistema elastico em porcentagem

Amostras: N=6

Fibras elésticas: B. Controle

Fibras elasticas: B. Neurogénica

Média 13.27 *26.78
Desvio padrao 0.59 1.60
P. Valor P <0.01 P <0.01

A tabela mostra uma diferenca estatistica na porcentagem da densidade volumétrica

das fibras do sistema elastico das bexigas neurogénicas quando comparadas com o controle.

P <0.01.

Figura 8 - Fotomicrografia da ldamina propria de bexiga humana normal, corada pela

técnica de Fucsina Resorcina de Weigert com prévia oxidagdo pela oxona. Objetiva de 40X,

observa-se as fibras elasticas de cor marron na lamina propria entre as fibras musculares lisas

do detrusor.
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Figura 9 - Fotomicrografia da ldmina propria de bexiga humana neurogénica, corada
pela técnica de Fucsina Resorcina de Weigert com prévia oxidacdo pela oxona. Objetiva de

40X, observa-se enormes fibras elasticas de cor marron na lamina propria.

Figura 10 - Fotomicrografia da lamina propria de bexiga humana controle. Marcacéo
das fibras elasticas pela antielastina. Objetiva de 100X, observa-se uma boa marcagdo dessas
fibras em cor marron.
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Figura 11 - Fotomicrografia da lamina propria de bexiga humana neurogénica.
Marcacgdo pelo anticorpo antielastina. Objetiva de 100X, observa-se intensa marcagdo das

fibras do sistema elatico de cor morron.
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4 DISCUSSAO

4.1 Bexiga humana

A bexiga humana normal ja foi estudada e comparada com bexigas das mais diferentes
etiologias: obstrucdo infra-vesical tanto por hiperplasia prostatica benigna quanto por estenose
uretral, bexiga hipocontratil e hipocomplacente do idoso e as alteracdes vesicais encontradas
na mielomeningocele [12, 13, 17, 28].

Trabalhos referentes a bexigas hiper-reflexas em pacientes adultos, portadores de
traumatismo raquimedular na fase cronica, sdo escassos . O trabalho se prop6e a contribuir

para preencher esta lacuna.

4.2 Fibra muscular

Os resultados mostraram uma diminui¢cdo na densidade das fibras musculares em
relacdo as bexigas do grupo controle.

A diminuicdo da complacéncia esta clinicamente associada a sintomas de frequéncia
miccional, deterioracdo do jato urinario, intermiténcia, residuo urinario aumentado e faléncia
do musculo detrusor [3, 6, 7, 8].

Observa-se nos resultados analisados uma reducdo de 13,86 % na densidade
volumétrica das fibras musculares em relacdo as bexigas do grupo controle. Esses achados
parecem estar coerentes com os sintomas clinicos, e se referem a fase crénica do trauma. Essa
reducdo poderia ser o resultado da degeneracdo dos neurénios motores decorrente da lesdo
medular com consequente atrofia das fibras musculares lisas [3, 4, 6, 7].

Gloeckner (2002) e Nagatomi (2005) mostraram que ratos submetidos a lesdo medular
apos 10 dias, aumentavam a complacéncia vesical devido a uma hipertrofia de sua camada
muscular. Esses resultados mostraram mais uma vez, que tanto o colageno quanto o musculo
apresentaram comportamentos diferentes nas fases agudas e cronicas [29, 30].

Essas observagbes sobre os diferentes elementos constitutivos da parede vesical
permitem caracterizar o substrato morfolégico explicando a complacéncia da bexiga urinaria

nas bexigas neurogénicas hiper-reflexas.
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4.3 Fibras do colageno

As alteracdes observadas em relacdo ao colageno mostraram ser de ordem quantitativa
e qualitativa. A quantificacdo do colageno nas bexigas neurogénicas hiper-reflexas indicou
um aumento de 72,9% em relacdo ao grupo controle. Este aumento parece ocorrer
preferencialmente entre os feixes musculares do detrusor. Além disso, nos cortes corados pelo
Picro Sirius Red, a parede vesical observada sob luz polarizada mostrou que a cor vermelho-
alaranjado predominante nas bexigas do grupo controle é substituida pela cor verde, que passa
ser predominante nas bexigas neurogénicas. Essa modificacdo de cor € um indicativo do tipo
de colageno predominante que passa a ser possivelmente o colageno tipo Il [22, 23, 26, 27].

Nagatomi (2004) avaliou os comportamentos viscoelasticos comparando bexiga de
ratos normais com bexigas de ratos com lesdo induzida da medula espinhal. O trabalho de
Nagatomi (2004) mostrou que a concentracdo de colageno encontrava-se diminuida nos ratos
com lesdo medular [31].

Esses resultados, mesmo considerando-se o fato de que o trabalho foi feito em ratos,
parecem indicar uma diferenca no comportamento do colageno. Quando se compara a fase
aguda, estudada por Nagatomi (2004) a fase crénica, ap6s um tempo sempre superior a trés
anos, a quantidade de coladgeno diminui no primeiro caso e aumenta no segundo [31].

Os dados encontrados em nosso estudo sugerem que este acumulo de tecido
conjuntivo altere de modo significativo a complacéncia da musculatura vesical acarretando
modificacdes na estabilidade do musculo detrusor.

O aumento percentual do coladgeno observado no presente estudo, sugere a natureza
fibrotica das bexigas neurogénicas acarretando como consequéncia a micgdo intermitente

observada nesses pacientes [6, 7, 11, 14, 15].

4.4 Fibras do sistema elastico

Nagatomi (2004) mostrou que a concentracdo de elastina era significativamente maior
nas bexigas apos lesdo na medula espinhal quando comparadas com as bexigas normais [31].

Um aumento significativo do percentual das fibras do sistema elastico em 101,8%
observado no presente trabalho mostrou que as fibras elasticas apresentam tanto no rato
guanto no homem, comportamento semelhante na fase aguda e na fase crénica.

Este resultado corrobora a observacéo clinica que individuos com bexiga neurogénica

hiper-reflexa, apresentam miccdo intermitente [4, 6, 18].
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Estas observacOes sobre os diferentes elementos constitutivos da parede vesical
permitem caracterizar o substrato morfolégico que explica a complacéncia da bexiga urinaria
nas bexigas neurogénicas hiper-reflexas.

Na bexiga neurogénica hiper-reflexa crénica, o sistema elastico parece ser o mais
afetado. No entanto, todos os elementos analisados apresentaram diferenga significativa em
relagéo ao grupo controle.
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5 CONCLUSAO

Em todos os elementos analisados houve uma diferenca estatistica entre as bexigas do
grupo controle e as neurogénicas.

As células do musculo liso apresentou uma diminuicdo na porcentagem da densidade
volumetrica quando comparado com as do controle.

A porcentagem da densidade volumétrica das fibras do colageno estavam aumentada
significativamente com relacdo ao controle.

E as fibras do sistema elastico teve um aumento significativo na pocetagem de sua
densidade volumétrica quando comparado com o controle. Observamos além do aumento uma

desorganizacao dessas fibras, inclusive pelo método de marcacéao pelo anticorpo antielastina.
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Aims: Lesions on lower urinary tract innervations caused by spinal cord injuries usually
affect the detrusor muscle and urethral sphincter. In addition to smooth muscle cells fibers,
the collagen fibers and elastic system fibers, fibrous components of the extracellular matrix of
the bladder wall, are also strongly related to vesicle bladder compliance. Thus the aim of this
stady was to quantify the fibrous components of the extracellular matrix and muscle fibers in
cases of neurogenic bladder secondary to trauma. Method. Samples of neurogenic bladder
were obtained from six men aged 34 + 7.04 years who had previously undergone surgical
repair following spinal cord injury. The control group samples (n=6) were obtained from
individuals aged 33.5 + 8.11 years who died of accidents. The samples were stained using the
following histochemical techniques: H&E, Van Gieson and Sirius Red. Sections stained with
Sirius Red were observed under polarization light microscopy to reveal different kinds of
collagen. Immunohistochemical technique was used to characterize and quantify the elastic
system fibers. Quantification analysis was performed by stereological methods. Results: In
neurogenic bladder patients was an increase of 72% (p < 0.01) of the collagen was observed,
while elastic fibers were increased by 101% (p < 0.01) in contrast, smooth muscle was
decreased by 13% (p < 0.01). Conclusion In the neurogenic bladder with detrusor
hyperreflexia the fibrous elements of the extracellular matrix and smooth muscle fibers were

greatly modified. The elastic system fibers seem to be the most affected in this disease.

Key word: urinary bladder, stereology, extracellular matrix, imunohistochemistry.
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Introduction

Bladder function is controlled by the nervous system which in turn coordinates the
mechanisms of voluntary and involuntary micturition. The spinal control of micturition is
between S2 and S4. Animal studies indicate that reflex voiding is performed through fibers
located in the rostral brainstem *. Several neurological diseases cause vesico-sphincter
dysfunction. Spinal cord injury is the main external agent causing motor impairment of the
bladder. Traumatic spinal cord injury permanently alters the functions of the human bladder
causing bladder dysfunction, hematuria and cystitis °.

The type of dysfunction varies with the level and extent of spinal cord injury.
Neurogenic bladders can be flaccid and are subdivided into reflex neurogenic bladder and
autonomous neurogenic bladder which are divided into paralytic sensory-motor and paralytic
motor neurogenic bladder 2.

The lesions in the innervation of the lower urinary tract usually affect the detrusor
muscle and urethral sphincter. The consequences of these alterations include mainly urinary
incontinence and increase bladder pressure, which adversely affect the functioning of the
superior urinary system leading to hydronephrosis and progressive renal insufficiency * .

Collagen and elastic system fibers are major fibrous components of the vesical
extracellular matrix, and are closely associated with bladder compliance * . It has been shown
that there is a significant increase in the expression of extracellular matrix proteins in the
detrusor after birth when compared with the period of intrauterine life. Immunohistochemical
techniques showed an increase in type Il collagen and elastin, which highlight the importance
of these molecules in bladder compliance .

On the other hand, the anomalous increase of collagen and other constituents of the
extracellular matrix is a tissue response to injury and can lead to organ fibrosis. Previous

studies in organs, other than the bladder, showed that collagen synthesis is increased in
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pulmonary fibrosis in the glomerular sclerosis and other pathologies & * °. A review of the

literature showed that there are few studies showing changes of the different elements that
make up the bladder wall i.e. the detrusor muscle and the fibrous elements of the extracellular
matrix particularly in patients with bladder hyperreflexia caused by spinal cord injury **'*2.
Because these patients undergo repair surgery shortly after trauma, the long-term effects a
neurogenic dysfunction would have on the human bladder wall are not known. Notably, there
are no studies showing changes in the neurogenic bladder wall after a period of a three years.

The clinical treatment of neurogenic bladder aims to achieve complete bladder
emptying, ensure proper kidney function as well as to prevent complications i.e.: recurrent
urinary tract infections and renal failures allowing the social and professional inclusion of the
patient . It is therefore interesting for these goals are achieved to determine, through
quantitative and qualitative methods, the possible changes in the detrusor muscle and in the
fibrous components of the extracellular matrix, collagen and elastic system fibers.

The aim of this study was therefore to determine possible changes in those elements in

hyper-reflex neurogenic bladders in adults caused by chronic spinal cord injury above the

autonomic sacral plexus and over three years.
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MATERIAL AND METHODS

Patients with neurogenic bladder secondary to spinal-cord injury due to thoraco-
lumbar or cervical trauma were enrolled in this study. The trauma occurred at least three years
before the beginning of the study, and urodynamic investigation revealed decreased bladder
compliance in all patients associated with urinary incontinence. The treatment prior to surgery
was the use of clean intermittent catheterization associated with anticholinergics
(oxybutynin). In this group of patients surgery for bladder augmentation with ileum was
carried out due to the presence of urinary incontinence and upper urinary tract deterioration
associated with high pressure loss (> 40 mm H2O), even using conservative treatment.

Neurogenic bladder samples were obtained from six male patients aged 34 + 7 (mean
+ SD) years who underwent the above surgical repair. Vesical tissue samples were collected
from the dome during bladder augmentation with ileum. Controls consisted of
macroscopically normal bladders obtained during necropsy of six individuals aged 33.5 + 8
years who had died of accidents. All bladder samples were fixed in 10% buffered formalin
and processed for paraffin embedding.

Histochemical techniques. Observation, characterization and quantification of smooth
muscle and collagen and elastic system fibers were performed on sections using Van Gieson,
and Picrosirius Red stains.

Immunohistochemistry: The elastic system fibers were evidenced and quantified by
the Avidin Biotin method using the anti-elastin (Elastin Monoclonal Anti-clone BA-4. Mouse
Ascites Fluid. SIGMA. ®), as previdusly described (Pinheiro et al, 2000).

To quantify the detrusor muscle, collagen, and elastic system fibers it was used the
stereological method already described **'*. The stereological parameter used was the

volume density (Vv.) We analyzed five sections of each bladder, and five random fields were
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analyzed in each section, totaling 125 fields per sample. Quantification was made using a test
system M42. The images were obtained on an Olympus BH 2 microscope coupled to a Sony
CCD video camera, model DXC 151-a, with a magnification of 400X.

We used the two-tailed unpaired t test to compare the group means and statistical
significance was set at P < 0.05. The statistical program was the Graf Pad V 4.

RESULT

The stereological analysis showed a significant difference between control and
neurogenic bladder in all parameters analyzed. (Tasble 1)

In relation to collagen there was an increase of 72.9% (p < 0.01) in neurogenic
bladder. The qualitative analysis of collagen after staining by Picrosirius and observed under
polarized light showed a predominance of green color in neurogenic bladders (fig. 1B). In the
control group we observed a predominance of red color featuring different types of collagen
(Fig. 1A).

The elastic system fibers was increased by 101, 8% (p < 0.01) in neurogenic bladder
patients compared to controls (figs 2A and 2B, respectively).

The quantification of detrusor muscle fibers showed a decrease of 13.86% (p < 0.01)

in neurogenic bladders.
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DISCUSSION

The normal human bladder has been studied and compared with bladders from
different etiologies: bladder outlet obstruction as benign prostatic hyperplasia as urethral
stenosis, hypocontractile and hipocomplacente bladder in the elderly and urinary bladder
lesions found in myelomeningocele ° * 2. Specifically on hyper-reflex bladders in adult
patients suffering from spinal cord injuries, few studies in the literature was found ** 21,
Notably, there is no data yet on bladder wall organization after a period of three or more years
of neurogenic bladder hyperreflexia caused by spinal cord injury. The study aims to
contribute towards filling this gap.

The changes observed in relation to collagen were shown to be quantitative and
qualitative. The quantification of collagen in neurogenic bladders hyper-reflex showed an
increase of 72.9% compared to the control group. This increase seems to occur preferentially
between detrusor muscle bundles. In sections stained with Picrosirius and observed under
polarized light showed that the predominant red color observed in the control group was
replaced by the green color predominat in neurogenic bladders. This color change is
indicative of the predominant type of collagen that becomes possibly collagen type 111 *°. The
increase in green color seems to confirm that the quantitative data showing an increase of
collagen even after a considerable period of time *"* assessed the visco-elastic behavior of rat
normal bladder compared with bladders of rats with induced spinal cord injury. The study
showed that the collagen concentration was decreased in rats with spinal cord injury. These
results, even considering the fact that the work was done in mice, seem to indicate a
difference in the behavior of collagen. In the acute phase there is a collagen decrease whereas
in the chronic phase there is markedly increase. The data obtained in our study suggest that
this accumulation of connective tissue can change significantly the complacency of the

bladder causing changes in the stability of the detrusor muscle. The increased percentage of
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collagen observed in this study showed the characteristic of fibrotic neurogenic bladders. This
feature could have resulted in intermittent urination observed in patients with spinal cord
injury *8.

A significant increase in elastic system fibers in 101.8% observed in this study
confirms the clinical observation that individuals with neurogenic bladder have intermittent
urination °.

The decrease in compliance is clinically associated with symptoms of urinary
frequency, deterioration of the urinary stream, intermittency, increased residual urine and
failure of the detrusor muscle ® 2. The results of this study showed a reduction of 13.86% in
volume density of muscle fibers compared to control group. These findings seem consistent
with clinical symptoms. It should be noted that they refer to the chronic phase of trauma, with
over three years. This reduction could be the result of motor neuron degeneration resulting

11819 showed that

from spinal cord injury with consequent atrophy of smooth muscle cells
rats with spinal cord injury after 10 days increased the bladder compliance due to a
hypertrophy of their muscle layer. These results seem to show that both the collagen and
muscle presented different behavior in acute and chronic phases.

Conclusion. In the chronic hyper reflex neurogenic bladder the elastic system fibers seems to
be the most affected. However, all elements analyzed showed significant difference compared
with the control group. These observations about the different components of the bladder wall

allow to characterize the morphological substrate that contribute to explains the complacency

of the urinary bladder in neurogenic bladder hyperreflexia.
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Legends

Figure 1 - Organization of collagen as seen in Sirius red-stained sections photographed under
polarized light. Panels B and A show representative bladder sections from the neurogenic and
control group respectively. Note that in the control group there is a predominance of red-

orange colors, whereas in neurogenic bladder patients a greenish color prevails. X400.

Figure 2 — A) Photomicrograph of elastic fibers in the control group. Immunohistochemistry
for anti-elastin. X 400 B) Photomicrograph of elastic fibers in neurogenic bladder.

Immunohistochemistry for anti-elastin. X400.
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Table I: Volumetric densities of smooth muscle and extracellular matrix elements of normal

bladders and neurogenic bladders hyper-reflex. Figures are mean + SD from six patients and

from six normal bladders.

Smooth muscle n=6 Collagen n=6 Elastic fibers n=6
Normal Neurogenic | Normal | Neurogenic | Normal Neurogenic
Mean | 92.06£0.81 | *79.33£2.33 | 7.01+0.5 | *12.13+2.9 13.26+0.52 | *26.78+2.61
SD
P <0,01

SD = Standard deviation
* = Statistical difference, p < 0.01
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Fig. 1A

Fig. 1B



Fig. 2B
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