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RESUMO

A hiperplasia prostatica benigna (HPB) ou aumento benigno da préostata (ABP) leva a
disfuncdo do trato urinario, que pode ser mimetizada outras espécies animais, como
roedores, por meio de obstrucdo parcial da uretra (OPU). O 6xido nitrico (NO), sintetizado a
partir da L-arginina por meio de trés isoenzimas (iNOS, eNOS e nNOS) vem sendo estudado
por ser apontado como responsavel por alteragdes morfolégicas e funcionais decorrentes do
processo obstrutivo uretral. Este trabalho teve como objetivo caracterizar as alteracdes
vesicais cronicas em camundongos com OPU e tratados cronicamente com L-NAME (inibidor
competitivo ndo seletivo da NOS) e aminoguanidina (inibidor competitivo seletivo para iNOS).
Os animais foram divididos em 6 grupos experimentais: Sham, Sham + L-NAME, Sham +
aminoguanidina, OPU, OPU + L-NAME e OPU + aminoguanidina. A realizagdo da OPU foi
feita por meio de laparotomia e ligadura parcial ao nivel do colo vesical utilizando-se cateter
como guia externo. Apds 5 semanas do procedimento cirurgico, os animais foram avaliados
quanto a cistometria, estudos farmacoldgicos em banho para 6rgéo isolado e peso vesical.
Os animais OPU apresentaram disfungdo vesical observada por meio de aumento de
contracdes nao miccionais (CNM) e da capacidade vesical, além de menor resposta contratil
muscarinica e elétrica. A inibicdo das trés isoformas de NOS levou a diminuicdo da
capacidade vesical em animais OPU. O tratamento com L-NAME levou a aumento de CNM,
prevencdo ao ganho de peso vesical e aumento das respostas contrateis a estimulagédo
muscarinica e elétrica em animais OPU. A aminoguanidina diminuiu as CNM, mas nao evitou
o aumento do peso da bexiga em animais OPU e ndo aumentou as respostas contrateis
vesicais. Tais achados sugerem que as NOS constitutivas (eNOS e nNOS) parecem ter
papel mais relevante na fisiopatologia da OPU crénica do que a iNOS.

Palavras-chave: 6xido nitrico, urodinamica, bexiga urinéria.
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ABSTRACT

Benign prostatic hyperplasia (BPH) or Benign prostatic enlargement (BPE) leads to urinary
tract dysfunction, which can be seen in experimental models, like rodents, by causing bladder
outlet obstruction (BOO). Nitric oxide (NO), synthetized from L-arginine by three isoforms
(iINOS, eNOS and nNOS) has been studied because it can be responsible for the urinary
morphofunctional alterations. This study aimed to evaluate chronic bladder function in mice
with  BOO and treated chronically with L-NAME (non-selective NOS inhibitor) and
aminoguanidine (iNOS selective inhibitor). Animals were divided into 6 experimental groups:
Sham, Sham + L-NAME, Sham + aminoguanidine, BOO, BOO + L-NAME e BOO +
aminoguanidine. BOO induction was made by laparotomy and partial ligature of bladder neck
with a catheter as external guide. After 5 weeks of surgical procedure, animals were
evaluated and filling cystometry, tissue bath contractile studies and bladder weight. BOO
animals showed increase of non-voiding contractions (NVC) and bladder capacity, and also
less contractile response to Carbachol and Electric Field Stimulation. Inhibition of NOS
isoforms diminished bladder capacity in BOO animals. L-NAME caused more NVC, prevented
bladder weight gain and leaded to augmented contractile responses at muscarinic and
electric stimulation. Aminoguanidine diminished NVC, but did not avoid bladder weight gain in
BOO animals and did not cause increase in contractile responses. These results suggest that
constitutive NOS (eNOS and nNOS) seem to be more important in chronic BOO
pathophysiology than iNOS.

Keywords: nitric oxide, urodynamics, urinary bladder.
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1. Introducao

1.1. Sintomas de Trato Urinario Inferior e Hiperplasia prostatica benigna

De acordo com a Sociedade Internacional de Continéncia (/nternational Continence
Society - ICS), os sintomas de trato urinario inferior (Lower Urinary Tract Symptoms - LUTS)
podem ser divididos em trés grupos: sintomas de armazenamento, eliminacdo e poés-
miccionais. Os sintomas de armazenamento incluem aumento de frequéncia de micgao,
nocturia, urgéncia de micgao e incontinéncia urinaria. Os sintomas de eliminacao referem-se
a jato urinario lento ou fraco e hesitancia. Ja os relacionados a p6s-miccao consistem em
esvaziamento incompleto. Ainda, pode haver dor em genitais, trato urinario inferior ou
durante relagbes sexuais (1).

Sabe-se que os LUTS trazem impactos sociais € econ6micos negativos e que
aproximadamente 45,2% da populagdo mundial sofrem com algum LUTS. Estima-se que até
2018 havera 18,4% de aumento de pessoas acometidas, totalizando 2,3 bilhdes de
individuos (2).

Estudo feito com homens entre 50 e 80 anos da Inglaterra, Estados Unidos,
Franca, Alemanha, Suécia, Itdlia e Espanha mostrou que 31% sofrem com sinais moderados
a graves de LUTS e a prevaléncia foi de 22% entre 50 e 59 anos e 45% entre 70 e 80 anos
(3).

Moreira Junior et al. (4), no Brasil, observaram que 60% dos pacientes acometidos
tém idade entre 30 e 49 anos e a incidéncia aumenta com a idade. Aproximadamente 81%

dos homens e 84% das mulheres entrevistadas apresentam pelo menos um sintoma
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relacionado a LUTS. Ainda, a principal queixa, tanto em homens quanto mulheres, € a
noctuaria, seguido de aumento de frequéncia e urgéncia de micgao.

Em homens com mais de 50 anos de idade, a Hiperplasia Prostatica Benigna
(HPB), ou aumento benigno da préstata, tem sido reconhecida como a causa primaria mais
prevalente de LUTS. A prostata é considerada aumentada quando o peso, mensurado por
ultrassonografia transretal, torna-se superior a 20g, na presenca de sintomas de disfungao
urinaria e/ou fluxo urinario maximo menor do que 15 ml/s a avaliagdo urodindmica. A HPB
tem alta prevaléncia, ja que o acometimento de homens com idade entre 40 e 49 anos € de
13,8% e entre 60 e 69 anos de 43% (5).

A Associacao Europeia de Urologia (European Association of Urology - EAU) tem
diretrizes quanto a abordagem, terapia e acompanhamento de sintomas sugestivos de
formas benignas ndo neurogénicas de LUTS/HPB, como por exemplo, obstrugdo prostatica
benigna (OPB), hiperatividade de detrusor / vesical e polidria noturna ou nocturia em homens
com 40 anos ou mais (6). Este ultimo sintoma acomete cerca de 83% dos pacientes (7, 8).
Sao comuns sintomas de enchimento vesical como aumento de frequéncia, urgéncia e
urgéncia com incontinéncia, além de sintomas de esvaziamento como jato urinario fraco e
hesitancia, denominados obstrutivos e sintomas p6s miccionais como gotejamento terminal e
micgao incompleta (9). Ainda, a disfuncao erétil (DE) também é altamente prevalente na
populacdo com HPB (10).

As alteragcbes miccionais, observadas por estudos urodinamicos, incluem
diminuicao da capacidade vesical, aumento da pressao do detrusor no fluxo urinario maximo

e indice de obstrucédo infravesical (11).
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1.2. Fisiologia da micgcéo

No trato urindrio inferior, as fases de enchimento e esvaziamento vesicais sao
dependentes de atividades dos nervos periféricos parassimpaticos sacrais (pélvicos),
simpaticos toracolombares (hipogastricos) e sacrais somaticos (pudendos) (12), como mostra
a Figura 1.

Durante a fase de enchimento vesical, a acomodacao da urina ocorre por
relaxamento da musculatura lisa detrusora por meio da inibigdo da atividade parassimpatica.
Ha prevaléncia da atuacdo dos nervos hipogastricos, que promovem relaxamento do
musculo detrusor via acdo de noradrenalina nos g-adrenoceptores e simultaneamente
estimulam a contracao da base da bexiga e esfincter uretral interno via estimulacao dos a1-
adrenoceptores (12) e producdo de AMPc (adenosina monofosfato ciclico). O nervo
pudendo, somatico, estimula a contracao do esfincter uretral externo por meio de receptores
nicotinicos, o que permite a continéncia urinaria (13). Durante esta fase, a pressao
intravesical permanece baixa e constante e, com o aumento do volume vesical, as fibras
musculares vao se distendendo, até que a bexiga atinja sua capacidade maxima. Assim, 0s
receptores de pressao presentes no musculo detrusor sinalizam, por via aferente ao sistema

nervoso central, no centro pontino de micgao, a informacéao de replecéo vesical (14).
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Figura 1. Mecanismos reflexos das fases de enchimento (A) e esvaziamento (B). PAG: zona
periaquedutal (14).

Para o esvaziamento vesical, os nervos pélvicos estimulam a contracdo do
detrusor por meio da acdo da acetilcolina (ACh), neurotransmissor parassimpatico que
interage com os receptores muscarinicos M, e M3. Embora haja evidéncia de que o subtipo
M. é expresso em maior quantidade na bexiga (80%), a contracdo do detrusor € mediada
principalmente pelo subtipo M3 (Figura 2) (15). Além disso, o fluxo urinario é facilitado pelo
relaxamento da uretra, mediados pela liberacao de 6xido nitrico (NO) (16, 17), sintetizado em

urotélio, musculatura lisa e fibras neurais (18, 19, 20).
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Figura 2. Mecanismo de biossinalizagdo do receptor muscarinico Ms: sua ativagcao pela acetilcolina
(Ach) estimula a RhoA e a fosfolipase C (PLC), levando a ativacdo da Rho-quinase, trifosfato de
inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG), respectivamente. O aumento de IP; ativa o reticulo
sarcoplasmatico (SR). A entrada de calcio na célula também ativa o SR (calcio induzindo liberagao de
célcio — CIC) e, assim, ocorre liberagado de calcio para o citoplasma, que ativa a quinase de cadeia
leve de miosina (MLC quinase), promovendo sua fosforilagdo e consequentemente a contragdo. O
DAG ativa a proteina quinase C (PKC), que inibe a fosfatase de MLC (MLC fosfatase). Ca**: ions
célcio (21).

1.3. Oxido nitrico

O NO, um neurotransmissor inibitério liberado por fibras ndo adrenérgicas nao
colinérgicas (NANC), € formado a partir da L-arginina, através de uma reagéo catalisada por
uma familia de enzimas denominada sintase de éxido nitrico (NOS). Existem trés isoformas
da NOS, denominadas de endotelial (eNOS), neuronal (nNOS) e induzivel (iINOS). As duas
primeiras sdo constitutivas, produzidas na ordem de nano ou picomols e sua ativacao

depende da interagdo com a calmodulina que, por sua vez, é controlada pelas concentragdes
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de Ca*® (22). Os principais papeis fisiolégicos sdo o controle da distribuicdo do fluxo
sanguineo, a inibicdo da agregacao e adesao plaquetaria a parede vascular, a inibicdo da
adeséo leucocitaria e da proliferagdo de células musculares lisas (23). Ainda, o NO promove
neovascularizacao mediada por fatores angiogénicos, como fator de crescimento endotelial
vascular e fator de crescimento de fibroblastos (24).

O NO produzido pelas NOS constitutivas promove relaxamento da musculatura
lisa por estimulag&o da guanilil ciclase soluvel (GCs), levando a formagao de 3’'5’'monofosfato
de guanosina ciclico (GMP ciclico - GMPc). O mecanismo de acdo do NO, de modo geral,
envolve a sua ligagdo na por¢ao heme da GCs, induzindo uma mudanc¢a conformacional que
leva a enzima a sintetizar GMPc a partir do trifosfato de guanosina (GTP) (25). Entéo, o
GMPc ativa a proteina quinase G (PKG), que fosforila proteinas e resulta em deplecao de
célcio intracelular, levando ao relaxamento da musculatura lisa uretral e da base da bexiga
(26), conforme mostra a Figura 3. A PKG ativa os canais de célcio dependentes de voltagem

do tipo Katp, SKca € BKca (27) de forma ocorre efluxo transmembrana de calcio.
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Figura 3. Relaxamento da musculatura lisa pelas vias adrenérgica e nao adrenérgica nao colinérgica
(NANC): a noradrenalina (NOR), liberada pela fibra adrenérgica, liga-se aos receptores f-
adrenérgicos e assim ativa a guanilil ciclase (AC), que leva a aumento de adenosina monofosfato
ciclica (AMPc), a qual estimula a proteina quinase A (PKA) a diminuir a sensibilidade ao célcio e,
dessa forma, levando ao relaxamento. A fibra nitrérgica libera 6xido nitrico (NO), que se difunde
livremente pela célula, liga-se ao grupamento heme da guanilato ciclase soluvel (GCs), levando a
aumento da concentracdo de monofosfato de guanosina (GMPc), que por sua vez ativa a proteina
quinase G (PKG), a qual também leva a diminui¢cdo da sensibilidade ao calcio. Ambos GMPc e AMPc
sdo degradados por fosfodiesterases (PDE). (28 - adaptado).

A INOS, nao expressa sob condigdes normais, é induzida por citocinas e/ou
endotoxinas em células como macréfagos, linfécitos T, células endoteliais, midcitos,
hepatdcitos, condrocitos, neutréfilos e plaquetas (22). Esta isoforma requer horas para ser
expressa, mas uma vez sintetizada, libera grandes quantidades de NO, na ordem de
micromols (Figura 4), que continua até que a L-arginina ou os cofatores necessarios para sua
sintese sejam depletados ou ocorra morte celular (29).

A acao citotoxica do NO tem como mecanismo importante sua reagdo com o
superéxido (produzido a partir da redugcao do oxigénio) para formar peroxinitrito, uma espécie
reativa de oxigénio com alto poder oxidante. Em condi¢ées normais, as células contém

grandes quantidades de superdxido dismutase, mas o controle se torna critico quando a
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concentracao de NO se aproxima da de superéxido dismutase (30), o que ocorre quando da
atividade da iNOS. A toxicidade do peroxinitrito deve-se a sua estabilidade como um anion
em pH alcalino, o que permite longevidade e grande oportunidade de se difundir pelas
células (31).

A nitrotirosina € o principal produto da reacao entre o peroxinitrito e proteinas e
tem sido usado como um marcador de lesao oxidativa (32), que leva a disfuncdo mitocondrial

e deficiéncia na contratilidade da musculatura detrusora (33).
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Figura 4. Concentracoes baixas de éxido nitrico (NO), geradas por 6éxido nitrico sintase endotelial
(eNOS), tém efeito benéfico na fungao endotelial e orgénica, enquanto concentragdes altas de NO,
produzidas pela indugdo da 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), podem contribuir para disfuncao
endotelial, vasodilatacado excessiva, extravasamento e lesao tecidual (34 — adaptado).

27



1.4. Fisiopatologia da obstrugédo infravesical

Apesar da alta prevaléncia da HPB entre homens, os mecanismos responsaveis
pela disfuncdo miccional induzida pela obstrucdo infravesical ainda ndo sdo bem
compreendidos. A investigacao e o desenvolvimento de terapias adequadas inclui o uso de
modelos animais, de forma a entender o controle fisiolégico da continéncia urinaria, bem
como as condig¢des fisiopatoldgicas envolvidas na disfungéo vesical (35).

Varios estudos utilizaram ratos (36, 37, 38, 39, 40, 41), camundongos (42, 43,
44), coelhos (45, 46), cobaias (47, 48) e suinos (49) como modelos experimentais para o
estudo de obstrugéo parcial uretral (OPU). A induc&o desta condicdo nessas espécies leva a
alteracdes estruturais e fisiolégicas da parede vesical semelhantes as observadas em
homens acometidos por HPB (35).

Em pacientes normais, o fluxo sanguineo no detrusor mantém-se normal durante
as fases de enchimento e esvaziamento vesical (49). Entretanto, ha evidéncias de que, em
pacientes com obstru¢do parcial uretral, as alteracbes morfofisiolégicas ocorram devido a
periodos ciclicos de isquemia e reperfusdo ao longo da progressdo da desordem (50). Em
ratos e coelhos obstruidos, nas 24 horas iniciais apds o procedimento cirurgico, ocorre
aumento do fluxo sanguineo vesical pelo aumento da expressdo de iINOS (51, 52). Os
estimulos para a expressédo de iINOS no urotélio e musculo liso em resposta ao processo
obstrutivo relacionam-se a liberagdo de citocinas inflamatérias liberadas logo apoés a
obstrucdo, ao estresse mecanico na parede da bexiga (53), ao aumento da pressao
intravesical e as concentracdes baixas de oxigénio. Dessa forma, a producédo de NO teria

efeito protetor vesical por aumentar o fluxo sanguineo (54).
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Alteracbes quantitativas e qualitativas do detrusor hipertrofiado incluem
modificagdes nas células musculares e aumento da sintese e deposicdo de colageno, que
levam a aumento do peso vesical (55, 56).

Apb6s a compensacao inicial da fungéo vesical, o fluxo sanguineo tende a diminuir
até voltar ao normal, por volta de 3 a 7 dias apds a obstrucdo em coelhos e 14 dias em ratos
(57). Conforme o processo vai se tornando crénico, mais regides em hipdxia e reperfusdo
podem ser observadas na camada muscular (39), levando a chamada denervagéo “em ilhas”
ou regides do detrusor (58) mediada por estresse oxidativo, 0 que faz com que haja aumento
de sensibilidade e perda do sincronismo, que caracteriza a hiperatividade do detrusor (58,
59).

Estudos de imunohistoquimica em cobaias e humanos revelaram que o NO induz
o acumulo de GMPc no musculo liso da uretra proximal, mas este acumulo nao é visto no
musculo liso detrusor, apesar de a NOS estar expressa nesta porcao da bexiga. A atividade
da via NO-GMPc no baixo trato urinario, estando diminuida, faz com que o relaxamento da
porcdo basal da bexiga, assim como da uretra, fique comprometido, gerando assim
contragdes involuntérias durante a fase de enchimento vesical (60).

A longo prazo, o efeito da obstrugéo parcial inicial, somado ao aumento da massa
vesical pela hipertrofia, levam a diminuicdo do fluxo sanguineo e assim pioram a disfuncao,
fazendo com que haja descompensacédo (61), caracterizada por reducdo da resposta a
estimulacao muscarinica e elétrica, além de diminuicdo da habilidade de fazer esvaziamento

vesical (62).
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2. Justificativa

A literatura mostra que a suplementacao com precursores ou doadores de NO
mostra-se efetiva na reducdo da disfungédo vesical em coelhos com OPU por 2 semanas (63).

Entretanto, a inibicdo da iINOS seria benéfica para a funcao vesical de animais
com OPU, uma vez que haveria diminuicdo da fibrose e das alteragdes funcionais (64).
Ainda, a inibicdo ndo-seletiva da NOS também pode ser util na diminuicdo da apoptose
causada pela isquemia-reperfusdo pela qual a bexiga passa em obstrugao uretral (65, 66,
67). Assim, o presente estudo buscou caracterizar as alteragbes vesicais de animais sob

tratamento crénico com inibidor seletivo para INOS quanto néo seletivo da NOS.

3. Objetivos

Os objetivos do estudo foram:

a. Caracterizar as alteragbes funcionais vesicais crénicas em camundongos com
OPU;

b. Avaliar as alteragdes vesicais de camundongos com OPU tratados
cronicamente com inibidor nao seletivo da NOS (L-NAME) e seletivo de iNOS

(aminoguanidina).
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4. Material e Métodos

4.1. Animais e grupos experimentais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) machos adultos da linhagem
C57BL/6, com 8 a 9 semanas de idade e peso entre 20 e 25 gramas. Os animais,
provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigagéo Bioldgica na Area da Ciéncia em
Animais de Laboratério (CEMIB — UNICAMP), ficaram alojados no biotério de manutencao do
Departamento de Farmacologia — UNICAMP, mantidos em ciclo claro/escuro (12h/12h), a
temperatura de 25°C, em gaiolas tipo “caixa de sapato” (1 a 3 camundongos por gaiola).
Racao peletizada e agua foram fornecidas ad libitum. Os procedimentos experimentais
utilizados foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UNICAMP-
protocolo n° 3170-1).

Os animais foram divididos em 6 grupos experimentais: Sham, Sham + L-NAME,

Sham + aminoguanidina, OPU, OPU + L-NAME e OPU + aminoguanidina.

4.2. Obstrucgo Parcial Uretral (OPU)

Os camundongos foram anestesiados com xilazina (30 mg/kg) e quetamina (2
mg/kg) por meio de injecao intraperitoneal. Posteriormente foi realizada tricotomia, assepsia
do abddémen e laparotomia pré-retro umbilical.

Utilizando lupa cirdrgica, expds-se a bexiga e o colo vesical e junto a ele

posicionou-se um cateter de 0,6 mm de didmetro. A obstrugéo foi obtida por ligadura simples
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com fio de nylon 6-0, preservando-se 0s ureteres e vasos sanguineos adjacentes. Em
seguida, o cateter foi retirado, os musculos reto abdominal foram aproximados com pontos
simples continuos e pele em pontos simples separados e ambos os planos feitos com fio
nylon 6-0.

No grupo Sham, os mesmos procedimentos cirargicos da OPU foram realizados,

entretanto ndo houve ligadura uretral.

4.3. Tratamentos com L-NAME e aminoguanidina

Os tratamentos crénicos com L-NAME e aminoguanidina foram conduzidos de
acordo com estudos prévios (60, 68). As drogas foram dissolvidas em agua e oferecidas ad
libitum, nas doses aproximadas de 150 mg/Kg/dia e 20 mg/Kg/dia, respectivamente.

Os animais Sham + L-NAME, Sham + aminoguanidina, OPU + L-NAME e OPU +

aminoguanidina receberam tratamento por 5 semanas a partir do pds-operatério imediato.

4.4. Cistometria

Os camundongos foram anestesiados com uretana (1,2 g/kg por via
intraperitoneal). A bexiga urinaria foi puncionada com escalpe n°25 e este conectado a
bomba de infusdo de solucéo salina (Harvard Apparatus, Holliston, MA) e a um transdutor de
pressao (AD Instruments, Austrélia). Os registros das mudancas pressoéricas intravesicais
foram obtidos em sistema PowerlLab 4/30 de aquisicdo de dados (Software versédo 6.0, AD
Instruments, Austrélia). Apbés periodo de estabilizacdo de pressdao intravesical por
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aproximadamente 2 minutos, procedeu-se a infusdo intravesical de salina (0,9% NaCl) em
velocidade constante de 0,6 ml/hora a temperatura de 22 a 28°C.
Os parametros avaliados foram:
a. contragdes nao miccionais (CNM): contragdes vesicais =2 4 mmHg durante a fase de
enchimento vesical, que nao resultaram em miccao;
b. frequéncia de micgdes: ciclos miccionais a partir da primeira miccao, por minuto, durante
30 minutos;
C. pressao limiar: pressdo em mmHg imediatamente anterior a micgao;
d. pressao de micgao: pressao em mmHg no momento da micg¢éo;
e. capacidade vesical: capacidade da bexiga em ml até o momento da primeira miccéo,
levando-se em consideragao o volume de solucao infundido;
f. complacéncia vesical: razdo entre capacidade vesical em ml e a pressao limiar em mmHg.
Apoés a avaliagdo cistométrica, os animais foram eutanasiados por deslocamento

cervical e as bexigas foram pesadas.

4.5. Estudo funcional de tiras de bexiga

Isolamento e montagem dos tecidos

Os animais foram anestesiados com isoflurano e eutanasiados por inalagao de
CO.. As bexigas foram rapidamente isoladas e imersas em solucao de Krebs-Henseleit
contendo 117 mM de NaCl, 25 mM de NaHCO3, 11 mM de CgH1206, 4,7 mM de KCI, 1,2 mM

de NaHPQOy, 1,2 mM de MgSO,47H20 e 2,5 mM de CaCl,2H.0.
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As bexigas foram pesadas e cortadas ao meio em sentido transversal. Utilizando-
se a metade do corpo da bexiga (regido do musculo detrusor), duas tiras longitudinais de
aproximadamente 2 x 2 x 10 mm foram obtidas. Cada uma foi montada em céamara para
6rgao isolado (10 mL) e preenchida com solucao de Krebs-Henseleit continuamente aerada
com mistura carbogénica (95% de O, : 5% de CO,), a temperatura de 37°C e pH 7,4. Uma
das pontas da tira foi suspensa por um fio de algodao conectado a transdutor de forca.
Aplicou-se tensdo de 5 mN e essa foi ajustada a cada 15 minutos simultaneamente com a
troca da solucdo de Krebs, no periodo total de 60 minutos. As variacées de tensao foram
mensuradas por meio de transdutores isométricos da AD Instruments e registradas em

sistema PowerlLab versao 7.0.

Avaliacao da resposta contratil das tiras de bexiga

Avaliacao do efeito contratil ao agonista muscarinico carbacol

Foram realizadas curvas concentracao-efeito ao carbacol (CCh - de 1 nM a 30
uM). Ao final de cada experimento, as tiras foram pesadas para correcao pelo peso umido de
tecido, sendo assim a resposta contratil expressa em mN/mg. Foram determinadas a

poténcia (pECsp) e a resposta maxima (Emax) do CCh para cada grupo experimental.

Avaliacao do efeito contratil a estimulo elétrico
As tiras receberam estimulo elétrico de campo (Electric Field Stimulation - EFS)
sob voltagem de 50 V com duragao de 0,2 ms durante 10 segundos nas frequéncias de 2, 4,

8 e 16 Hz e intervalo de 2 minutos entre os pulsos.
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Parametros Farmacoldgicos

Os dados foram analisados por meio do programa computacional GraphPad Prism
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

Os valores de poténcia (pECso) e respostas maximas (Enax) foram calculados pela
seguinte equacao:
E = Enad/[(1+(10c/10x)N + @], em que E é a elevagdo do tbnus basal, En.x € a maxima

resposta que o agonista pode produzir, “c” € o logaritmo da EC50, que € a contragdo do
agonista que produz 50% da resposta maxima; “x” € o logaritmo da concentracdo do
agonista, o expoente “N”, significa a inclinagdo da curva concentragdo-resposta e ® é a
resposta observada na auséncia do agonista.

As andlises de regressdes nao lineares para determinar os parametros Emax,

logECsp € o0 “n” foram feitas utilizando-se o programa computacional GraphPad Prism,

considerando o parametro ® como zero.

4.6. Avaliacdo da proporcao peso vesical / peso corporal

As bexigas de todos os animais estudados foram excisadas cuidadosamente na
regiao de insercdo dos ureteres e jungcao colo vesical. Apés, foram suavemente secas em
papel toalha e pesadas. Os camundongos também foram pesados para normalizagdo dos
valores e assim os resultados obtidos foram utilizados para calculo do PB:PC, ou seja, razao

peso da bexiga (em mg) pelo peso do camundongo (em Q).
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4.7. Analise dos resultados

A representacdo dos resultados foi feita como média + erro padrdo das meédias
(EPM) de um numero experimental (n).

Para as comparagdes entre os grupos Sham e OPU, utilizou-se o teste t de
Student. Para avaliacdo entre os 6 grupos de tratamentos, foi feito o teste de analise de
variancia (ANOVA) de uma via seguido do teste de Bonferroni. O programa Instat (GraphPad
Software) foi usado para as analises e o nivel de significancia adotado para os testes

estatisticos foi de 5% (P<0,05).

5. Resultados

5.1. Caracterizacdo dos efeitos vesicais apos a obstrucdo parcial uretral

5.1.1. Cistometria

Um total de 9 animais Sham e 12 OPU foram avaliados. A Figura 5 representa o
perfil dos tracados cistométricos obtidos ap6s 5 semanas do procedimento cirurgico para os
grupos experimentais.

Os camundongos OPU apresentaram aumento de contracbes nao-miccionais e

capacidade vesical em relagdo aos Sham (P<0,05, Figura 6 e Tabela 1).
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Figura 5. Tragados cistométricos de Sham (A) e OPU (B) ap6s 5 semanas do procedimento cirdrgico.
As setas indicam momento de micgao.
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Figura 6. Parametros cistométricos avaliados para os grupos experimentais Sham e OPU (obstrugcéao
parcial uretral): contragdes nao-miccionais (A), frequéncia de micg¢des (B), presséao limiar (C), pressao
de miccédo (D), capacidade vesical (E) e complacéncia vesical (F). Os resultados expressam média *
erro padrao da média de 9-12 camundongos. * P<0,05 em relagdo ao grupo Sham.
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Tabela 1. Pardmetros cistométricos avaliados nos camundongos dos grupos Sham e OPU apos 5
semanas do procedimento cirurgico. * P<0,05 em relagdo a Sham.

Parametro cistométrico Sham (n=9) OPU (n=12)
Contracdes nao miccionais (n%/min) 0,079 £ 0,034 0,215 + 0,059 *
Frequéncia de mic¢oes (n%/min) 0,173 £ 0,041 0,183 £ 0,036
Pressao limiar (mmHg) 5,406 + 0,985 8,496 + 1,294
Pressao de micgao (mmHg) 15,288 + 1,859 12,965 + 2,741
Capacidade vesical (ml) 0,252 £ 0,034 0,382 £ 0,052 *
Complacéncia vesical (ml/mmHg) 0,059 + 0,011 0,056 £ 0,015

5.1.2. Estudo funcional de tiras de bexiga

Avaliacao do efeito contratil ao agonista muscarinico carbacol

Um total de 9 animais Sham e 10 OPU foram avaliados As contragdes maximas
induzidas pelo CCh no detrusor dos camundongos do grupo OPU foi significativamente
menor do que do grupo Sham (P<0,05, Figura 7 e Tabela 1). Entretanto, a poténcia (pECsp)

ndo se mostrou diferente entre os grupos avaliados (Tabela 1).
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Figura 7. Curva concentracao-resposta ao Carbacol (Cch) em detrusor isolado de camundongo. Os
dados estao expressos como forga de contragdo (mN)/peso da tira (mg). Os resultados representam
a média * erro padréao da média de 9-10 animais. * P<0,05 em relagdo a Sham.
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Tabela 2. Valores de resposta maxima (Ena) em mN/mg e poténcia (pECsp) do Carbacol para os
grupos experimentais. *P<0,05 em relacao a Sham.

Grupo experimental Emax (MN/mg) PECso
Sham (n=9) 1,29 + 0,33 6,43 + 0,21
OPU (n=10) 0,49 £ 0,09 * 6,30 £ 0,17

Avaliacao da resposta contratil ao estimulo elétrico

A estimulacao elétrica levou a resposta contratil dependente da frequéncia na
bexiga de todos os grupos experimentais e foi obtida maior resposta a 16 Hz. O grupo OPU
mostrou diminuicdo de resposta contratii em relacdo ao Sham em todas as frequéncias

avaliadas (Figura 8 e Tabela 3).
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Figura 8. Curva frequéncia-resposta (2 a 16 Hz) em detrusor de camundongos Sham e com
obstrugdo parcial uretral (OPU). Os dados estdo expressos em amplitude de contracdo (mN)
produzida pelas diferentes frequéncias de estimulacao/peso da tira (mg). Os resultados representam
média * erro padrdao da média de 9-10 animais. *P<0,05 em relagdo a Sham. **P<0,01 em relacao a
Sham. ***P<0,001 em relagdo a Sham.
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Tabela 3. Valores de amplitude contragédo (mN) produzidos pelas frequéncias de estimulagdo em tiras
de bexiga (mg). Os resultados representam média + erro padrdo da média de 9-10 animais. *P<0,05
em relagdo a Sham. **P<0,01 em relagdo a Sham. ***P<0,001 em relagado a Sham.

Grupo experimental 2 Hz 4 Hz 8 Hz 16 Hz
Sham (n=9) 0,639 + 0,190 0,977 £ 0,288 1,645 + 0,372 2,129 + 0,388
OPU (n=10) 0,108 £0,031 * 0,191 £0,052* 0,285 +0,077 ** 0,398 +0,106 ***

5.1.3. Avaliacao do peso vesical

Um total de 19 animais Sham e 19 OPU foram avaliados. Ap6s 5 semanas do
procedimento cirurgico, os animais do grupo OPU apresentaram aumento de peso
significativo da bexiga (P<0,001) em relacdo ao grupo Sham, representado pela razao PB:PC

(Figura 9 e Tabela 4).
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peso da bexiga:peso
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Figura 9. Representacdo da razdo peso da bexiga pelo peso do camundongo (PB:PC) para os
grupos Sham e com obstrucao parcial uretral (OPU). Os dados representam média + erro padrao da
média de 19 animais. *** P<0,001 em relagdo a Sham.
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Tabela 4. Razao peso da bexiga pelo peso do camundongo (PB:PC) para os grupos Sham e com
obstrucao parcial uretral (OPU). Os dados representam média + erro padrdao da média de 19 animais.
*** P<0,001 em relacao a Sham.

Grupo experimental PB:PC (9)
Sham (n=19) 1,244 + 0,050
OPU (n=19) 2,45 +0,168 ***

5.2. Avaliacdo dos tratamentos apos 5 semanas de obstrucdo parcial uretral

5.2.1. Cistometria

Um total de 9 Sham, 6 Sham + L-NAME, 6 Sham + aminoguanidina, 13 BOO, 8
BOO + L-NAME e 7 BOO + aminoguanidina foram avaliados. A Figura 10 representa o perfil
dos tracados cistométricos obtidos apés 5 semanas do procedimento cirlrgico para cada
grupo experimental.

Nao houve diferenca significativa entre os grupos quando avaliada a frequéncia de
miccdes. Além dos OPU terem apresentado mais CNM em relacdo aos Sham, os OPU
tratados com L-NAME também apresentaram aumento significativo de CNM em relacédo a
Sham, enquanto os animais OPU tratados com aminoguanidina mostraram diminuicao
significativa das CNM em comparagdo aos OPU. Em relacdo a capacidade vesical, os
animais OPU mostraram aumento em relagdo aos Sham + L-NAME e os OPU + L-NAME e
OPU + aminoguanidina mostraram diminuicdo em relacdo aos OPU. Para a complacéncia
vesical, os animais Sham e OPU tratados com L-NAME e aminoguanidina mostraram
diminuicdo. Nao houve diferencas significativas para os parametros frequéncia de miccao,

pressao limiar e pressdo de miccao (Figura 11 e Tabela 5).
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Figura 10. Tragados cistométricos de Sham (A), Sham + L-NAME (B), Sham + aminoguanidina (C),
OPU (D), OPU + L-NAME (E) e OPU + aminoguanidina (F). As setas indicam momento de micgéao.
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Figura 11. Parametros cistométricos avaliados para cada grupo experimental:

(D), capacidade

ao

de micg

, pressao

limiar (C)
Os resultados expressam média * erro padrao da média de 6-

12 camundongos. * P<0,05 em relacdo ao grupo Sham. # P<0,05 em relacdo ao grupo OPU. # #

P<0,01 em relagéo ao grupo OPU. ++ P<0,01 em relagdo ao grupo Sham + L-NAME.

, pressao

miccionais (A), frequéncia de micgdes (B)
vesical (E) e complacéncia vesical (F).
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Tabela 5. Parametros cistométricos avaliados para cada grupo experimental. CNM: contragées ndo miccionais. * P<0,05 em relacao a
Sham. Os resultados expressam média + erro padrao da média de 6-13 camundongos. * P<0,05 em relagdo ao grupo Sham. # P<0,05
em relacao ao grupo OPU. # # P<0,01 em relagao ao grupo OPU. ++ P<0,01 em relacado ao grupo Sham + L-NAME.

Grupo experimental

Sham (n=9)

Sham + L-NAME (n=6)
Sham + aminoguanidina (n=6)
OPU (n=12)

OPU + L-NAME (n=8)

OPU + aminoguanidina (n=6)

CNM (n%min)

0,079 + 0,034
0,174 £ 0,039
0,117 £ 0,045
0,215+ 0,059 *
0,388 £ 0,125 *
0,050 + 0,021 *

Frequéncia de
mic¢oes (n2/min)
0,173 £ 0,041
0,201 £ 0,046
0,145 £ 0,029
0,183 £ 0,036
0,314 £ 0,078
0,297 + 0,074

Pressao limiar

(mmHg)
5,406 + 0,985
9,168 + 1,753
5,045 + 1,146
8,496 + 1,294
13,155 +2,329
8,717 £1,785
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Presséo de
micgao (mmHg)
15,288 + 1,859
11,673 = 1,306
15,933 + 1,542
12,965 + 2,741
13,808 + 2,905
10,133 +1,114

Capacidade

vesical (ml)
0,252 + 0,034
0,147 0,029
0,115+ 0,026

0,382 0,052 * **
0,108 + 0,021 *#
0,151 £ 0,046 **

Complacéncia

vesical (ml/mmHg)

0,059 + 0,011
0,017 £ 0,001 **
0,026 + 0,006 *
0,056 + 0,015
0,001 +0,001 *#
0,026 + 0,011 **



5.2.2. Estudo funcional de tiras da bexiga

Avaliacao do efeito contratil ao agonista muscarinico carbacol

Um total de 9 animais Sham, 3 Sham + L-NAME, 4 Sham + aminoguanidina, 10
OPU, 6 OPU + L-NAME e 3 OPU + aminoguanidina foram avaliados. As contragées maximas
induzidas pelo CCh no detrusor dos camundongos dos grupos Sham + L-NAME foram
significativamente maiores do que dos grupos Sham, Sham + aminoguanidina e OPU +
aminoguanidina (P<0,001, Figura 12 e Tabela 4). Entretanto, a poténcia (pECsy) ndo se

mostrou diferente entre os grupos avaliados (Tabela 2).
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Figura 12. Curva concentragdo-resposta ao Carbacol (Cch) em detrusor isolado de camundongo. Os
dados estdo expressos como for¢a de contragdo (mN)/peso da tira (mg). Os resultados representam
a média + erro padrao da média de 3-10 animais.
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Tabela 6. Valores de resposta maxima (Ena) em mN/mg e poténcia (pECsp) do Carbacol para os
grupos experimentais. *P<0,05 em relagdo a Sham. ***P<0,001 em relagdo a Sham. *"*P<0,001 em
relacdo a Sham + L-NAME. # P<0,05 em relacdo a OPU.

Grupo experimental Emax (MN/mg) pPECso
Sham (n=9) 1,29 £ 0,33 6,43 + 0,21
Sham + L-NAME (n=3) 3,06 + 0,40 *** 6,38 £ 0,17
Sham + aminoguanidina (n=4) 1,40 £ 0,27 6,15+0,16
OPU (n=10) 0,49 +0,09 * 6,30 £ 0,17
OPU + L-NAME (n=6) 1,08 +0,12 =+ *# 6,04 £ 0,10
OPU + aminoguanidina (n=3) 0,55 +£0,11* 6,35+£0,17

Avaliacao da resposta contratil ao estimulo elétrico

Um total de 9 animais Sham, 5 Sham + L-NAME, 4 Sham + aminoguanidina, 10
OPU, 8 OPU + L-NAME e 3 OPU + aminoguanidina foram avaliados. A estimulagao elétrica
levou a resposta contratii dependente da frequéncia na bexiga de todos os grupos
experimentais e foi obtida maior resposta a 16 Hz. Além do grupo OPU ter mostrado
diminuigdo de resposta contratil em relacdo ao Sham em todas as frequéncias avaliadas,
houve diminuicdo de resposta para OPU + L-NAME em relacdo a Sham + L-NAME para 2 e
4 Hz e entre aumento de resposta para OPU + L-NAME em relacdo a OPU para 8 e 16 Hz.
Nao houve diferenga entre os animais Sham tratados e nem entre OPU + aminoguanidina

em relacdo aos demais grupos (Figura 13 e Tabela 7).
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Figura 13. Curva frequéncia-resposta (2-16 Hz) em detrusor de camundongos. Os dados estédo
expressos em amplitude de contracdo (mN) produzida pelas diferentes frequéncias de
estimulagao/peso da tira (mg). Os resultados representam média + erro padrdo da média de 3-10
animais. *P<0,05 em relagcao a Sham. **P<0,01 em relagdo a Sham. ***P<0,001 em relacdo a Sham.
# P<0,05 em relacdo a OPU. # # P<0,01 em relacdo a OPU. + P<0,05 em relacdo a Sham + L-NAME.

Tabela 7. Valores de amplitude contragdo (mN) produzidos pelas frequéncias de estimulagdo em tiras
de bexiga (mg). Os resultados representam média + erro padrao da média de 3-10 animais. *P<0,05
em relagdo a Sham. **P<0,01 em relacdo a Sham. ***P<0,001 em relagdo a Sham. # P<0,05 em
relacdo a OPU. # # P<0,01 em relacdo a OPU. + P<0,05 em relacao a Sham + L-NAME.

Grupo experimental 2 Hz 4 Hz 8 Hz 16 Hz
Sham (n=9) 0,639 0,190 0,977 £ 0,288 1,645 £ 0,372 2,129 £ 0,388
Sham + L-NAME (n=5) 0,686 + 0,249 1,018 £ 0,352 1,539 £ 0,445 1,836 £ 0,459
Sham + aminoguanidina (n=4) 0,316 + 0,077 0,520 + 0,138 0,976 + 0,252 1,532 £ 0,382
OPU (n=10) 0,108 +£0,031 * 0,191 £0,052* 0,285 +0,077 ** 0,398 +0,106 ***
OPU + L-NAME (n=8) 0,220 +0,038" 0,369+0,066 " 0,754 +0,139* 0,939+0,153 **

OPU + aminoguanidina (n=3) 0,236 £ 0,076 0,322 £+ 0,095 0,469 £ 0,143 0,610 £ 0,203
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5.2.3. Avaliacao do peso vesical

Um total de 19 animais Sham, 18 Sham + L-NAME, 10 Sham + aminoguanidina,
19 OPU, 17 OPU + L-NAME e 9 OPU + aminoguanidina foram avaliados. As Apo6s 5
semanas do procedimento cirurgico, os animais do grupo OPU apresentaram aumento de
peso significativo da bexiga, enquanto os do grupo OPU + L-NAME apresentaram diminuicao
do ganho de peso quando comparados ao grupo OPU, representados pela razao PB:PC. O
tratamento com aminoguanidina nao influenciou no ganho de peso vesical dos camundongos

OPU (Figura 14 e Tabela 8).
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Figura 14. Representacao da razdo peso da bexiga pelo peso do camundongo (PB:PC) para cada
grupo experimental. Os dados representam média + erro padrao da média de 9-19 animais. ***
P<0,001 em relagao a Sham. # # # P<0,001 em relacdo a OPU.

Tabela 8. Razdo peso da bexiga pelo peso do camundongo (PB:PC) para os grupos experimentais.
Os dados representam média *+ erro padrdo da média de 9-19 animais. *** P<0,001 em relagao a
Sham. # # # P<0,001 em relacao a OPU.

Grupo experimental PB:PC (9)
Sham (n= 19) 1,244 + 0,050
Sham + L-NAME (n=18) 1,020 £ 0,051
Sham + aminoguanidina (n=10) 1,314 + 0,060
OPU (n=19) 2,45 £ 0,168 ***
OPU + L-NAME (n=17) 1,056 + 0,074 ***#

OPU + aminoguanidina (n=9) 2,068 + 0,178 ***
49



6. Discussao

6.1. Discussdo de material e métodos

O método escolhido para causar OPU foi a ligadura parcial ao nivel do colo
vesical. Em estudo piloto, foram comparados o uso da ligadura com nylon, de anel de
borracha e anel metalico e o primeiro método foi preferido devido a facilidade de execucao,
menor indice de mortalidade no periodo pds-operatoério e por promover obstrugao infravesical
de maneira mais homogénea entre os animais.

O parametro utilizado em animais OPU para avaliar se a cirurgia fora bem
sucedida foi 0 aumento do peso da bexiga. Estudos com camundongos obstruidos mostram
que ja apbés 1 semana é possivel observar aumento de 22% do peso vesical (69). Dessa
forma, animais que ndo desenvolveram hipertrofia vesical foram excluidos do estudo. O
oposto também foi observado, ou seja, alguns animais com obstrucao infravesical severa
desenvolveram hidronefrose e vieram a 6bito entre 2 e 7 dias do periodo pés-cirdrgico. De
acordo com Zderic et al. (62), discrepancias sdo possiveis porque o obstru¢ao parcial uretral
induzida cirurgicamente leva a resultados heterogéneos. Nenhum modelo de obstrucédo é
perfeito, mesmo para 0 mesmo cirurgido, porque cada animal responde de maneira diferente
ao processo. De acordo com estes autores, ainda, os modelos de OPU feitos em fetos de
espécies animais maiores talvez sejam o0s uUnicos a levarem a obstrucdo de forma
homogénea.

No estudo piloto, foi testado também o tempo de obstrucédo de 3 semanas, em que
ndo se observou diferenga para resposta contratil ao carbacol ou estimulo elétrico entre

camundongos OPU e Sham. Na avaliagcdo cistométrica, somente o parametro frequéncia de
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micgdes mostrou-se aumentado no grupo OPU, achado consistente com hiperatividade
detrusora observada em processo obstrutivo inicial.

Ap6s 5 semanas de obstrucdo uretral, verificou-se que todos o0s animais
apresentaram alteragbes funcionais, avaliadas pela cistometria e estudo in vitro de
contragao.

Os camundongos, apds 5 semanas de avaliacdo, destinaram-se para avaliacao do
ganho de peso vesical, além de estudo cistométrico ou funcional de tiras de bexiga, pois
avaliagdes anteriores do grupo de pesquisa do Departamento de Farmacologia mostraram
que pode ocorrer alteracdo de resultados funcionais quando as bexigas sao submetidas
previamente a cistometria (dados ndo apresentados). Tal fato poderia ocorrer devido a
exposicao do tecido ao meio externo ou a puncao realizada pelo escalpe.

O anestésico utilizado para a cistometria foi a uretana, devido a auséncia de
efeitos na fungao vesical (70).

O método de eutanasia utilizado neste estudo estd de acordo com as

recomendagdes do Comité de Etica em Pesquisa Animal.

6.2. Discussio de resultados

Neste trabalho, as CNM e a capacidade vesical mostraram-se aumentadas em
animais OPU em relagcdo aos Sham, bem como em estudos prévios com camundongos (42,
69) e ratos (71, 72). No processo obstrutivo, alteracées no musculo liso detrusor ocorrem
como consequéncia da denervacgdo “em ilhas” ou regides mediada pelo estresse oxidativo,

em que mais espécies reativas de oxigénio e nitrogénio sdo produzidas pelo aumento de
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iINOS, associadas a diminuicdo das concentragcdes de glutationa, o tiol ndo proteico
antioxidante mais abundante (73).

A deplecao crénica de NO em ratos leva a aumento de CNM e pressao de miccéo.
Tais achados podem ser atribuidos a aumento da espessura da musculatura do trigono
vesical (60) e diminuigcdo do reflexo de relaxamento uretral (74). Neste estudo, da mesma
forma, a deplecdo de NO pelo L-NAME em animais Sham levou a mais CNM, o que mostra
que a deficiéncia de NO contribuiu para alteracado de contratilidade vesical.

O tratamento com aminoguanidina diminuiu as CNM em animais com OPU,
achado semelhante ao observado em ratos tratados com a mesma droga, em que a reducao
da fibrose foi tida como atenuante da disfungao vesical (64). Estudo utilizando camundongos
knockout para iINOS também mostrou concordancia de resultados, em que 0s animais
apresentaram menor dano isquémico (64). Dessa forma, comparando a inibicao nao seletiva
da NOS com a seletiva de iINOS, que levaram a resultados opostos para CNMs, verifica-se
que as NOS constitutivas tém papel modulatério na contratilidade vesical.

Tanto o L-NAME quanto a aminoguanidina levaram a diminuicdo da capacidade
vesical em animais OPU. A hip6tese é que o L-NAME poderia ter evitado o aumento da
capacidade vesical pela diminuicdo de fluxo sanguineo, atrofia muscular e auséncia de
deposicao de colageno (67), que seriam os fatores responsaveis pela distensao vesical e
acomodacao cada vez maior de urina residual em processo obstrutivo cronico. O tratamento
com aminoguanidina, uma vez que reduziu as CNM pela provavel diminuicdo de iNOS,
contribuiu para a normalizacdo da capacidade vesical em animais OPU. Com relacdo a
complacéncia, o tratamento com ambos os farmacos levou a diminuicao tanto em animais
Sham quanto OPU. Isso pode ser atribuido a diminuicdo da capacidade vesical associada a

tendéncia ao aumento da pressao limiar observada nos animais tratados.
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Neste estudo, ndo se observou alteracdo da frequéncia de micgdes entre os
grupos. E sabido que no inicio do processo obstrutivo ocorre hiperatividade detrusora, em
que é possivel observar aumento de CNM e frequéncia de micgdo apdés 1 semana da
inducédo da OPU (75). Entretanto, conforme a doenca se torna crbnica, a descompensacao
funcional (62) envolve hipoatividade detrusora, em que ha aumento progressivo da massa
vesical, cada vez mais areas de denervagao e aumento de capacidade vesical. Neste estudo
também nao houve diferenca entre os grupos para pressao limiar e pressao de miccao,
achados semelhantes aos observados para ratos obstruidos por 6 semanas (71), mas
opostos aos observados por O"Connor, Vaughan e Felsen (76) para ratos obstruidos por 28
dias.

Os estudos farmacolégicos in vitro mostraram que as tiras de bexigas OPU foram
capazes de gerar menos tensdao em resposta a estimulacao colinérgica e elétrica. A funcao
vesical permanece estavel por até 3 semanas apos o0 processo obstrutivo, mas conforme o
processo se torna crbnico, a funcao vesical inicia descompensacao, em que se observa
hipotonia vesical (61). Em estudos com ratos obstruidos por 1 e 6 semanas, observou-se que
as tiras vesicais foram capazes de gerar menos tensdo em resposta ao carbacol e KCI (77).
Em camundongos obstruidos por 5 semanas, verificou-se prejuizo a fungdo detrusora (42,
69), achado que também esta de acordo com a denervagao e diminuicao de angiogénese em
coelhos com OPU por 8 semanas, vista como areas de degeneracdo de pequenos tratos
nervosos (67). Segundo estes autores, ainda, a suplementacdo com L-arginina conferiu
papel neuroprotetor e melhorou a resposta contratil ao carbacol e estimulo elétrico, uma vez
que levou a menor geragdo de nitrotirosina. De acordo com Albrecht et al. (77), a
administrag@o de precursores ou doadores de NO faz com que a liberagcédo dessa substancia

ocorra de forma lenta, compensando a diminuicdo cronica da produgdo de NO pelas NOS
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constitutivas, diferentemente do que ocorre com a iNOS, uma vez que o aumento da
atividade dessa isoforma ocorre no inicio da injuria de OPU (57).

O tratamento com L-NAME em animais Sham levou a maior resposta contratil ao
carbacol, fato que estaria associado ao aumento da sensibilidade do detrusor a agonistas
muscarinicos, pelo aumento dos niveis de trifosfato de inositol (IP3) e reducdo do
relaxamento mediado por B3-adrenoceptores (60). Para os animais OPU tratados com L-
NAME houve diminuicdo da resposta contratil em relacdo aos Sham tratados, tanto para
carbacol quanto para estimulo elétrico, entretanto houve aumento quando se compara aos
animais OPU. Embora este achado esteja de acordo com o observado em coelhos com OPU
por até 1 (66) ou 2 semanas (67) por menor geragdao de nitrotirosina e preservacao da
densidade nervosa, a literatura mostra dados opostos para obstrucdo crbnica, ja que a
inibicao das NOS levaria a piora da vascularizacao e da densidade nervosa vesical (67).

O tratamento com aminoguanidina ndo levou a aumento da resposta contratil em
bexigas OPU, sugerindo que a inibicdo da iNOS ndo melhorou a fungao vesical. Este dado
difere de trabalho com camundongos knockout para iINOS, que apresentaram melhora de
funcédo contréatil (69). Este dado também esta em discordancia com os resultados deste
estudo cistométrico, que mostrou que a aminoguanidina melhorou a disfuncéo vesical em
animais com OPU. Deve-se considerar que os estudos foram feitos em animais diferentes,
ou seja, as bexigas utilizadas para os estudos in vitro nado foram as dos mesmos animais
avaliados pela cistometria. Ainda, no animal vivo, avalia-se 0 comportamento miccional como
consequéncia de mecanismos fisiol6gicos interligados, o que nao se observa em estudo com
tiras de bexiga, em que vias independentes sédo avaliadas por meio de diferentes protocolos

experimentais.
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Os animais OPU mostraram aumento de peso vesical quase 2 vezes maior do que
os Sham, semelhante ao observado pela literatura na mesma espécie (78). Camundongos,
apds 1 semana de obstrugao uretral, tém rapido ganho de peso da bexiga, que aumenta 3 e
5 semanas ap6s o procedimento cirurgico (42). Em coelhos e ratos ap6s 1 dia de obstrucao
ja ocorre aumento de fluxo sanguineo vesical, que poderia ser o primeiro estimulo para a
hipertrofia (51, 52), evento que ocorre em decorréncia do estiramento dos componentes da
parede vesical, levando a espessamento de epitélio, camada muscular e serosa (79) e
aumento na sintese e deposicao de colageno (55). O espessamento da parede e 0 aumento
de distensao da bexiga resultam em ciclos de isquemia e reperfusao durante e ap6s cada
ciclo miccional (80, 49) e levam a deterioracao progressiva da funcao vesical (50).

O tratamento com L-NAME mostrou que as bexigas dos animais OPU deixaram de
ganhar peso quando comparadas ao controle OPU. Em ratos tratados por 4 semanas com a
mesma droga, estudos morfométricos revelaram espessamento da camada muscular do
trigono vesical sem prejuizo do musculo detrusor (60). Em estudo com coelhos OPU tratados
com L-NAME ou arginina, observou-se que os animais do grupo L-NAME apresentaram
denudagado da mucosa, atrofia de células musculares e diminuicdo da vascularizagdo das
camadas serosa e muscular apos 2 e 8 semanas do procedimento cirirgico. J4 o grupo que
recebeu suplementacdo de L-arginina na dieta teve aumento de fluxo sanguineo e
preservacao da morfofisiologia vesical. Tais achados, de acordo com os autores, mostram a
influéncia das NOS constitutivas na manutencao da angiogénese e do fluxo sanguineo,
essenciais para a manutencao da funcao vesical em processos obstrutivos cronicos (67).
Beamon et al. (56) trataram camundongos OPU por 6 semanas com sildenafil, inibidor da

PDEs, e observaram que houve diminuigdo da hipertrofia muscular e fibrose, além de
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melhora da funcéo vesical, uma vez que esse farmaco promoveria vasodilatacdo e impediria
isquemia vesical.

Por outro lado, o tratamento com aminoguanidina nao preveniu 0 aumento de
peso vesical em animais OPU. Em ratos com 3 e 6 semanas de obstrucéo, a atividade da
eNOS diminui drasticamente quando comparada a animais Sham, mas mantém-se maior do
que a atividade de iINOS (81). Bexigas hipertrofiadas de ratos exibem fraca expressao de
iINOS e diminuicao drastica da nNOS em urotélio ap6s 3 e 6 semanas de obstrucao (59). Isso
poderia indicar porque a inibicao da iINOS somente nao afetou o ganho de peso vesical em
animais OPU, embora a inibicdo das trés isoformas de NOS tenha mostrado resultados
significativos. Estudo com camundongos knockout para iNOS também nao revelou diferenca
entre 0 peso vesical destes animais e os wild type apds processo obstrutivo (69). Neste
estudo, ndo foi possivel realizar a analise histopatolégica das bexigas, que poderia indicar

quais componentes estariam alterados.
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7. Conclusao

O estudo demonstrou que:

a. Os animais com OPU exibiram aumento de contracbes nao-miccionais e
capacidade vesical, além de diminuicdo das respostas contrateis muscarinica e elétrica e

aumento de peso da bexiga, caracterizando modelo de hipoatividade vesical;

b. A inibicdo da iINOS somente ndo modificou os achados observados em animais
com OPU, ja que ndo causou aumento das respostas contrateis e nem evitou o ganho de
peso vesical em animais obstruidos, embora tenha levado a melhora de parédmetros

cistométricos.

c. A inibicao das trés isoformas de NOS levou a piora de funcao vesical avaliada a
cistometria e aumento das respostas contrateis aos estudos funcionais de contragédo, o que
sugere que a inibicdo das 3 isoformas parece ter papel mais importante na fisiopatologia da
OPU do que somente da iNOS.
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