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RESUMO
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O periodo apdés a menopausa é associado com elevada incidéncia de sintomas no trato
urindrio baixo. Dentre os principais, destaca-se a sindrome da bexiga hiperativa e infecgoes
urindrias recorrentes. Ha uma dificuldade para separar os fatores relacionados a senescéncia
daqueles associados com a menopausa, que podem interferir no aparecimento das
disfun¢des miccionais na mulher idosa. A alteragdo mais significativa na menopausa € a
deprivacdo estrogénica. Esta condi¢do tem sugerido a indicacdo de estrogenioterapia no
periodo pds-menopausa, com a finalidade de reduzir a sintomatologia urindria. Porém, as
repercussdoes do hipoestrogenismo no trato urindrio inferior ainda permanecem por ser

estabelecidas.

Este estudo foi conduzido utilizando-se 40 ratas Wistar (3 meses de idade) divididas em 4
grupos de 10 animais: Grupo 1: controle; Grupo 2: submetido a ooforectomia bilateral e
apods 4 semanas iniciada reposi¢do sub-cutinea didria de 17 B-estradiol durante 12 semanas;
Grupo 3: procedimento SHAM e apds 4 semanas iniciada reposi¢cdo didria sub-cutanea de
6leo de sésamo por 12 semanas e Grupo 4: submetidas a ooforectomia bilateral e
sacrificadas apds 12 semanas sem reposicdo hormonal. Foi utilizada técnica de
imunohistoquimica para coloragdo das laminas com anticorpo policlonal S-100. A aferi¢do
da densidade volumétrica das fibras nervosas na parede vesical foi efetuada através da

estereologia utilizando-se o sistema — teste G50.

As ratas do Grupo IV, submetidas a ooforectomia sem reposi¢do hormonal, apresentaram
densidade volumétrica de fibras nervosas menor que os outros grupos (p<0.001 - teste de

Newman-Keuls). Nos outros pardmetros analisados ndo houve diferenca.

A ooforectomia bilateral, em ratas, causou diminui¢do da densidade volumétrica de fibras
nervosas vesicais. A administracdo de estradiol, no grupo castrado, apresentou diferenca
significativa nos parametros estereologicos analisados, em relacdo aos animais castrados

sem reposi¢ao (p<0,001).

Palavras-chave: bexiga; estradiol; ratas.
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ABSTRACT
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The postmenopausal period is associated with a high incidence of symptoms in the lower
urinary tract. The main urological bladder symptoms are urge incontinence and recurring
urinary tract infections. It is hard to separate the influence of aging from that of menopause
when studying the etiology of dysfunction in elderly women. The most significant result of
menopause is estrogen deprivation. This fact has led to the use of hormonal replacement in
postmenopausal women with lower urinary tract dysfunction. However, the best treatment

in terms of type, dosage and method of estrogen administration has still not been defined.

This study was conducted on 40 Wistar rats (3 months old). Group 1: remained intact;
Group 2: underwent bilateral ovariectomy and after 4 weeks daily replacement of 17 B-
estradiol for 12 weeks; Group 3: sham operated and after 4 weeks daily replacement of
sesame oil for 12 weeks and Group 4: underwent bilateral ovariectomy and were sacrified
after 12 weeks. It was used imunohistochemistry evaluation using S-100 polyclonal
antibody to stain the fibers on parafin rat bladder sections. The G50 stereologycal grid

system was used to analyze the fibers.

Ovariectomy had a decrease effect on the volumetric density of the neural fibers in the
bladder wall. Estradiol replacement in castrated animals demonstrated a significative
difference in the stereological parameters when compared to the castrated group without

hormonal replacement.

Long-term estrogen deprivation caused significant changes in bladder innervation, which

can be characterized by a decreased number of nerves fibers by 65% (p<0.001).

Key Words: bladder; estradiol; rats.

Abstract
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A presenga de receptores para estrogénio tem sido demonstrada no trato
urinario feminino (Eika et al., 1990). Estes receptores foram encontrados no trigono vesical
e na uretra feminina (Blakeman et al., 2000). Entretanto, a concentracao dos receptores na
uretra € significativamente menor do que a concentracdo no utero. Devido a esta
distribuicao heterogénea dos receptores, hd variagdes na sensibilidade e resposta aos niveis

circulantes de estrogénio (Ekstrom, 1993).

O periodo apds a menopausa € associado com aumento da incidéncia das
disfun¢gdes do trato urindrio inferior (Cardozo e Kelleher, 1995) A identificacdo de
receptores estrogénicos no trato urindrio tém justificado o emprego da reposi¢ao

estrogénica no tratamento destes sintomas.

As alteragdes quantitativas e qualitativas das terminagdes nervosas entre 0S
fasciculos musculares da parede vesical promovem disfuncdes nas propriedades
fisiologicas da bexiga, levando a distirbios miccionais, principalmente em mulheres acima

de 50 anos (Susset et al., 1978).

Dentre as disfuncdes vesicais presentes no periodo pds-menopausa, a bexiga
hiperativa estd descrita como uma das mais freqiientes. A Bexiga Hiperativa é uma
sindrome que envolve sintomas de urgéncia, polacidria e incontinéncia urindria associada a
urgéncia na qual nido se detecta uma causa em torno de 90% dos casos. Diferentes
modalidades de tratamento t€m sido empregadas. Entretanto, os indices de remissdo em
longo prazo sdo baixos, em grande parte conseqiiéncia do conhecimento fugaz da

fisiopatogenia desta entidade.

A bexiga € composta pelo detrusor, que durante o enchimento vesical, o
detrusor gradualmente relaxa para acomodar o aumento de volume urindrio. Quando ocorre
falha neste processo, sintomas de urgéncia miccional e incontinéncia urindria associada a
urgéncia podem ocorrer, caracterizando a Bexiga Hiperativa. Esta entidade representa um
importante problema social, higi€nico e psicolégico para a populacdo acometida
(Abrams et al., 1990). A prevaléncia desta sindrome varia de 4,5 a 53% nas mulheres e 1,6
a 24% nos homens, sendo que ha um aumento significativo com a idade, atingindo cerca de

60% da populacao acima de 65 anos (Resnick et al., 1989; Geirsson, 1993).

Introdugdo
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Nao hé ainda consenso sobre os mecanismos que levam as contracdes vesicais
involuntérias ou a percep¢ao anormal do enchimento vesical. Em torno de 90% dos casos
de hiperatividade sao diagnosticados como idiopéticos (Jabs & Stanton, 2001). Estudos tém
demonstrado diferentes mecanismos levando ao aumento da atividade aferente, decréscimo
do controle inibitério no sistema nervoso central ou nos ganglios periféricos, e aumento da
sensibilidade das células do musculo liso vesical aos neurotransmissores oriundos de fibras
eferentes. Testes neuroldgicos revelam que pacientes com hiperatividade idiopética nao
apresentam anormalidades nas vias sensoriais € motoras e, portanto, a disfuncdo tem
origem, teoricamente, dentro da parede da bexiga ou envolve alteracdes na interpretacao
cortical das sensacdes (Jabs e Stanton, 2001). Patrone (2000) sugere a expressdo de
diferentes fen6tipos neuronais a partir da ativagdo tissular de receptores de estrogénio a e
B. Lee et al. (2001) descreveram o papel do estradiol no sistema nervoso, no qual esta
associado com a diferenciacdo e proliferacdo celular; sobrevida neuronal; sinaptogénese;

neuroprote¢cdo; homeostase do cdlcio e atividade antioxidante.

O método de escolha para obter a estimativa morfométrica das fibras foi a
estereologia, devido a maior sensibilidade do método em relagdo aos sistemas de avaliagdo
quantitativa através da andlise de imagem ou de programas de computador.
(Mathieu et al., 1981; Cotrin et al.,1990). A densidade volumétrica ¢ um parametro
estereoldgico cujos resultados sdo confidveis, em decorréncia da pequena variagdo dos
mesmos, independentemente do preparo histolégico do material e da experiéncia do

pesquisador. (Cruz-Orive e Weibel, 1990).

A estereologia € uma ciéncia que tem como objetivo determinar parametros
quantitativos tridimensionais de estruturas anatdmicas a partir de cortes bidimensionais,
valendo-se da geometria e da estatistica para esta afericdo. Delesse (1848) lancou as
primeiras idéias que serviram a fundamentacdo da estereologia, provando que a relagcdo
entre as areas de determinado mineral na superficie de corte da rocha é a mesma daquela
que existe entre o volume do mineral e volume total da rocha. A maior parte dos estudos
estereoldgicos obtém dados diretamente da microscopia Otica e microscopia eletrdnica,
trazendo como resultado a possibilidade de elucidacdo das composicdes celulares e

teciduais.

Introdugdo
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Em decorréncia do pouco conhecimento acerca do papel do sistema nervoso na
etiopatogenia das disfuncdes vesicais, e pelo fato das mesmas ocorrerem
predominantemente no periodo no qual o nivel estrogénico encontra-se diminuido, este
projeto foi desenvolvido, a fim de estudar a possivel alteracdo quantitativa nas terminagdes

nervosas vesicais em ratas ooforectomizadas.

Introdugdo
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Determinar a influéncia da ooforectomia e da reposicdo de estradiol na
densidade volumétrica das fibras nervosas da parede vesical de ratas, através de parametros

estereoldgicos.

Objetivos
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3.1- Mecanismo de acao do estrogénio no trato urinario feminino

A influéncia dos estrogénios no trato urindrio tem sido estudada ha varios anos.
Salmon et al.,(1941) relataram melhora da incontinéncia e dos sintomas irritativos urindrios
em 12 pacientes tratadas com inje¢des intramusculares de benzoato de estradiol e

dipropionato de estradiol.

Uma condicdo indispensdvel para que um tecido responda aos estimulos
estrogénicos € a presenga de receptores especificos em sua estrutura. Uma grande afinidade
aos receptores de estrogé€nio foi encontrada por Lindskog et al. (1980) na uretra de ratas e
por Batra e Iosif (1983) na uretra e bexiga de coelhas, nas quais verificaram concentra¢ao

média 10 a 20 vezes menor que o Utero.

A presenca de receptores para estrogénio na uretra e bexiga humana feminina
foi, primeiramente, demonstrada por losif et al. (1981), localizados no detrusor, uretra e
trigono. Ingelman—Sundberg (1981) confirmou a presenca de receptores para estrogénio no
tecido urogenital, encontrando-os na bexiga, uretra, musculatura pubococcigea, em

concentragdes similares as encontradas no tecido vaginal.

Os receptores encontrados no trato urindrio sdo potencialmente sensiveis a acao
estrogénica em todas as fases do ciclo menstrual, em contraste com o endométrio e a
vagina, que apresentam uma expressao ciclica (Sjobert et al., 1989). Este dado sugere que o
trato urindario permanece receptivo a influéncia hormonal, independentemente dos seus

niveis.

Os receptores para estrogénio encontram-se distribuidos nos tecidos do trato
urindrio inferior, que contém epitélio escamoso, incluindo as células transicionais no
trigono e na uretra proximal com mudancas metapldsicas, entretanto niao foram detectados
no epitélio transicional normal (Blakeman et al., 2000). Makela et al., (2000), investigando
o epitélio da bexiga e da uretra em ratas, verificaram que estes locais expressavam
receptores do subtipo beta mRNA, enquanto o tecido conjuntivo vesical expressava
receptores do subtipo alfa mRNA, levando-se a considerar a hipétese de que a agdo

hormonal apresenta diferencas de acordo com o tecido analisado. A caracterizacdo precisa

Revisdo da Literatura
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das regides onde os receptores estdo presentes, associada ao conhecimento dos subtipos de
receptores, pode auxiliar na compreensdo das diferentes manifestacdes da acdo hormonal

no trato urogenital.

A mucosa vaginal, uretral e trigonal sdo sensiveis aos estrogenos € apontam
variacdes de suas estruturas, dependendo dos niveis séricos deste hormonio que promove
proliferacdo da mucosa vaginal e aumento do fechamento uretral, para evitar perdas

urindrias (Miodrag et al, 1988).

Os baixos niveis de estrégenos levam ao aumento da incontinéncia urindria,
urgéncia, polacidria e infeccdo urindria de repeti¢do, provocados por mudancas no pH da
uretra e vagina, além da atrofia urogenital (Klutke e Bergman, 1995; Wehba et al., 1997).
Miodrag et al. (1988) demonstraram diminui¢do do volume das fibras coldgenas no tecido
conjuntivo parauretral e nos ligamentos do assoalho pélvico, contribuindo para o
decréscimo da pressdo uretral e fraqueza ligamentar, que pode contribuir para o surgimento

de incontinéncia urindria e prolapso uterovaginal nas mulheres pds-menopausa.

Hashimoto et al. (1999) detectaram, em coelhas castradas, diminui¢cdo da
densidade do tecido conjuntivo da bexiga. Estes achados divergem dos resultados
encontrados por Diep et al. (1999), que, analisando as fibras coldgenas da parede vesical de
coelhas em relagdo aos niveis de estrogénio, observaram que a ooforectomia nao induziu a

modificagdes na concentracdo do tecido conjuntivo

Ainda contrariando os achados acima, Susset et al. (1978) observaram aumento
significativo do contetido de coldgeno vesical em mulheres acima de 50 anos. Desta forma,
verificou-se que a literatura demonstra ampla variabilidade de mudancgas estruturais e
funcionais induzidas pelo estrogénio, dificultando a caracterizagdo precisa da acdo deste

hormonio sobre o trato urogenital feminino.

Estudos experimentais em ratas demonstraram que a ooforectomia promoveu
reduc¢do do fluxo urindrio maximo, aumento da pressao uretral de abertura durante a mic¢ao
e reducdo da estimulacdo colinérgica na musculatura detrusora (Diep et al., 1999),

N

comprometendo a mic¢do. Os baixos niveis de estrogénio levaram a redugdo da forca
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contratil da musculatura estriada do assoalho pélvico, estrutura responsdvel por um ter¢o da
pressao de fechamento uretral. Concomitantemente, houve declinio do tonus muscular liso
em decorréncia da diminuicdo da sensibilidade dos receptores alfa-adrenérgicos e da

densidade das fibras nervosas na musculatura uretral e vesical (Diep et al., 1999).

Uma metandlise de 72 artigos mostrou um nuimero pequeno de estudos
controlados e randomizados utilizando terapia com estrogénio na incontinéncia urindria
(Zulio et al., 1998). Foram encontrados resultados diferentes quando comparadas as
respostas objetivas e subjetivas que, segundo os autores, poderiam ser explicados por uma
acdo estrogénica fugaz e ndo registrada por parametros clinicos e instrumentais ou

utilizacdo de metodologia deficiente para coletar os dados subjetivos (Brown et al., 1999).

Sartori et al. (1995), em estudo clinico, demonstraram em grupo de mulheres no
periodo pds-menopausa, que receberam durante trés meses estrogénio conjugado, aumento
da capacidade cistométrica méixima e do fluxo médio. Estas pacientes também
apresentaram decréscimo da urina residual e da freqii€ncia miccional diurna e noturna.
Fantil et al. (1996) em estudo semelhante, ndo constataram diferencas entre os sintomas
clinicos de incontinéncia urindria e qualidade de vida apds trés meses com

estrogenoterapia.

Os hormodnios sexuais, e os estrogenos em especial, exercem importantes
efeitos no trato urinario feminino, desde os ureteres até a uretra distal, além de exercerem
grande influéncia nas estruturas do assoalho pélvico. Alteracdes clinicas e urodinamicas sao
evidentes no trato urindrio durante a gravidez, ciclo menstrual e apds a menopausa, pois
uma grande afinidade para com receptores de estrogénios tem sido identificada na bexiga,
trigono vesical, uretra e musculatura pubococcigea. Esta dependéncia de estrogénios nos
tecidos do trato urinario inferior contribui para aumento significativo dos problemas

urindrios a partir do climatério. (Miodrag et al, 1988).

O declinio dos constituintes do tecido conjuntivo no periodo pds-menopausa,
principalmente o coldgeno da regido parauretral, bem como dos ligamentos, musculatura
pélvica, bexiga e vagina contribui para o aparecimento de incontinéncia urindria,

disfun¢des miccionais e prolapsos urogenitais. (Versi et al., 1984).
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Leclair et al., (2002) descreveu algumas alteragdes no sistema urogenital
feminino neste periodo, produzindo maior taxa de sintomas urindrios como aumento da
freqiiéncia, urgéncia, infeccdes urindrias de repeticdo e incontinéncia. Embora esteja claro
que estas alteracdes sdao causadas por uma combinagdo entre o envelhecimento fisiol6gico
dos 6rgaos e os efeitos do decréscimo dos niveis de estrogénio, ainda permanece por ser
determinada a exata contribui¢do de cada um, havendo particular interesse na elucidagdo do
papel da deficiéncia estrogé€nica no aumento da incidéncia de infec¢des de repeticdo e

incontinéncia urindria nas mulheres apds a menopausa.

A taxa de infeccdo urindria aumenta com a idade: 5% em mulheres com 45 a 54
anos; 10% entre 55 a 64 anos; e 15% em mulheres com mais de 65 anos (Schaffer, 1996).
Possiveis causas incluem alteracdes no esvaziamento vesical, aumento do residuo
poOs-miccional, aumento da taxa de incontinéncia urindria e fecal associados a higiene
perineal precdria sendo a perda da camada de glicosaminoglicanos acompanhada por maior

suscetibilidade a invasdo de bactérias (Hextall, 2000; Klutke e Bergman, 1985)

A prevaléncia da incontinéncia urindria varia, de acordo com a experiéncia de
varios autores. Yarnell et al., (1981), a verificaram em 42% das mulheres entre 18 ¢ 64
anos, atingindo até 59% das mulheres com idade superior a 75 anos. Brocklehurst (1990)
relatou uma incidéncia de 10 a 20% nas mulheres idosas que vivem em comunidade,

elevando-se este indice para 50% nas mulheres institucionalizadas.

A estrogenioterapia apresenta-se na literatura médica associada ao controle da
sintomatologia do climatério e suas repercussdes, como na osteoporose
(Kulak & Bilezikian, 1998), auxiliando no ganho de massa Ossea; no tratamento de
disfungdes sexuais, na prevencdo de doencas cardiovasculares e metabolismo lipidico; nas
alteracdes de humor e da fungdo cognitiva. Além disso, algumas linhas de pesquisa
apresentam evidéncia de que a estrogenioterapia pode aliviar os efeitos e o aparecimento da

doenca de Alzheimer (Miller e Franklin, 1999).
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3.2- Aspectos gerais da inervacio intrinseca da bexiga
3.2.1- Inervag@o motora

A bexiga € suprida por fibras nervosas autondmicas, que formam um plexo
denso entra as fibras musculares lisas do misculo detrusor. A maioria dos nervos
autondmicos do detrusor sdo considerados colinérgicos (Dixon et al., 2000) e a contragao
normal do detrusor humano € mediada, quase que exclusivamente, por meio da estimulagcdo

de receptores muscarinicos, através da liberacdo da acetilcolina.

Ha, também, a acdo do 6xido nitrico sintetase e do neuropeptideo Y, que estdo
localizados associados a nervos colinérgicos (Dixon et al., 2000). O detrusor humano
também apresenta suprimento de nervos noradenérgicos, que tém distribuicao mais difusa
do que os primeiros. Embora nervos deste tipo geralmente acompanhem a vascularizacdo

da bexiga, raramente se estendem entre as células musculares do detrusor.

Além disso, hd evidéncias da ocorréncia de transmissdo ndo-adenérgica e nao-
colinérgica no trato urindrio baixo, com padrdes excitatérios ou inibitérios ainda nao

completamente estabelecidos.

Ha, também, a acdo de alguns neuropeptideos, incluindo o peptideo vasoativo
intestinal, porém, sua fung¢do precisa como neurotransmissor ou neuromodulador

permanece por ser definida.

3.2.2- Inervacdo sensitiva

A bexiga é suprida por nervos aferentes que trafegam pela via do nervo
hipogastrico e esplancnico pélvico (Vaughan, 1995). Os corpos celulares localizam-se no
ganglio dorsal da regido lombosacral e nao ha referéncia de neurdnios aferentes dentro da
propria bexiga. Um grupo menor de nervos sensitivos se estende do esfincter uretral
estriado através do nervo pudendo. Os nervos sensitivos suprem a bexiga sdo finamente

mielinizados ou sdo fibras amielinicas e t€ém o aspecto de terminag¢des nervosas livres.
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A fungdo da populacdo de nervos aferentes é produzir uma adaptacdo lenta

o

[

tensdo dos receptores de uma maneira gradual. Os mesmos nervos também respondem
contracdo vesical, indicando que a tensdo assim como a viscoelasticidade é um estimulo
efetivo. Além disso, a bexiga apresenta nociceptores, que sdo tipicamente amielinicos e
respondem a estimulos associados a lesdes tissulares, como processos inflamatérios e
isquemia. Os nociceptores também respondem ao frio, mas nio a distensdo dentro de

parametros fisiolégicos. (Vaughan, 1995).

Ha outros nervos sensitivos na bexiga humana, porém estes representam menos
de 5% da inervacgao vesical total e sdo restritos na sua distribui¢do. As projecdes das fibras
sensitivas na bexiga humana t€m papel importante como receptores de tensdao. Além disso,
as fibras podem atuar como receptores ticteis na parede vesical ou uretral, ou ainda como
quimioreceptores do contetudo urindrio. Os nervos sensitivos que suprem a bexiga exibem
uma plasticidade marcante, podendo apresentar ramificacdes colaterais e a formacdo de
conecgdes aberrantes que podem ocorrer como resultado de lesdes, traumatismo ou

inflamacdes.

3.2.3- Ganglios autondmicos

Pequenos conjuntos de glanglios autondmicos podem ocorrer através de todas
as regides da parede vesical, sendo especialmente numerosos na adventicia da base vesical.
Estes neurdnios intramurais junto com aqueles da populacdo do plexo vesical consistem de
diferentes tipos de neurdnios com caracteristicas histoquimicas diferentes. Um tipo contém
noradrenalina e corresponde ao neur6nio noradenérgico e, além disso, ha nervos
pré-ganglionares colinérgicos excitatorios. Alguns ginglios também recebem terminagdes
noradenérgicas possivelmente inibitdrias. Estudos recentes t€ém demonstrado que estes
neuronios, associados ao trato urindrio baixo, s@o muito mais complexos do que se

acreditava anteriormente.
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3.2.4- Paraganglios

Somando-se aos ganglios autondmicos encontram-se numerosos para-ganglios
em associacdo a bexiga urindria humana, sendo especialmente 6bvios na fase fetal tardia ou
no periodo pés-natal precoce. Estes paraganglios estdo localizados entre as ramifica¢des do
plexo pélvico e o constituinte celular recebe uma inervagao autondmica direta. Muitos dos
paraginglios contém corpusculos sensitivos parecidos com pequenos corpusculos de Pacini,
porém, a significincia funcional desta associacdo ainda permanece obscura. As células
paraganglionicas sdo ricas em catecolamina (Philips, 1983) e, em conseqiiéncia, contém em

larga escala a dopamina beta hidroxilase.

3.3- Alteracoes na inervacao vesical

Muitos estudos relatam a associacdo do aparecimento de sintomas urindrios
relacionados a integridade neuronal. Van Poppel et al. (1989) descreveram alteracdes na
densidade nervosa do estroma e da tinica muscular em bidpsias vesicais, utilizando a
metodologia de imunohistoquimica e utilizando o anticorpo S-100, através do qual
verificaram um padrido diferente de densidade nervosa em cada uma destas camadas,
corroborando a confiabilidade desta técnica para variacdo dos padrdes das disfuncdes

neurogénicas e ndo neurogénicas da bexiga.

Mathews et al, (1999), descreveram o padrao de inervagdo de recém-nascidos
com extrofia vesical através de bidpsias vesicais e por meio da avaliagdo
imunohistoquimica, utilizando o anticorpo policlonal S-100. A média de fibras nervosas
mielinizadas por campo foi significativamente reduzida quando comparada aos controles

normais.

Alguns estudos tém observado a associacdo de anormalidades da matriz
coldgena e a manutencdo da integridade das fibras nervosas. A integridade neuronal
determina a contratilidade apropriada do musculo detrusor e, possivelmente, modificacdes
no metabolismo da matriz coldgena podem estar associadas com danos na inervagao

vesical.
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O desenvolvimento normal do sistema nervoso central e periférico humano é
um processo complexo que envolve uma grande variedade de fatores desde o periodo fetal,
passando pela fase adulta até a senescéncia. No nivel celular uma interacio apropriada entre
a matriz extracelular, proliferacao celular, controle da apoptose e acdo de uma grande
variedade de expressdes genéticas sdo necessdrias para o desenvolvimento e manutengao
normais do sistema nervoso periférico. O crescimento do sistema nervoso periférico é
regulado por componentes da matriz extracelular. Embora a laminina seja o principal
componente extracelular, hd outros componentes que também apresentam papel
significativo, entre eles o coldgeno I e IV, que t€ém sido demonstrados como substratos
efetivos no crescimento neuronal além de influenciarem diretamente a mielinizacdo dos

nervos periféricos.

Neste contexto (Fraga et al., 2003) demonstraram modificacdo significativa da
densidade volumétrica do coldgeno IV da membrana basal de ratas submetidas a
ooforectomia bilateral e também o controle deste fendmeno associada e reposicdo de

17 B-estradiol.

Charlton et al. (1999) descreveram alteracdes focais no tecido nervoso muscular
e conjuntivo na bexiga de pacientes normais e com hiperatividade detrusora e, através de
imunohistoquimica utilizando o anticorpo policlonal S-100, detectaram a rela¢do do tecido

nervoso e reposi¢ao colagena.

De outra forma, nas bexigas com hiperatividade idiopdtica ou neuropatias,
podem ser identificadas trés regides: a primeira aparece com caracteristicas normais com
numerosas terminacdes nervosas; a segunda regido tem pouco tecido conjuntivo e poucas
terminacdes nervosas e; a terceira regido, que ndo apresenta terminagdes nervosas. No
tecido da bexiga hiperativa idiopatica foi encontrado significativamente menos terminagdes
nervosas, quando comparadas 2 bexiga dos controles normais. E bem conhecido o fato de
que modificacdes associadas ao envelhecimento produzem variagdes na densidade
volumétrica do tecido conjuntivo e inervacdo da parede vesical (Charlton et al., 1999).
Nesta andlise, estas dreas de variacdo morfolégica podem representar regidoes danificadas,

que contribuem para o processo de hiperatividade detrusora, embora na amostra com
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neuropatia tenha sido demonstrada maior severidade da lesdao algumas areas da bexiga com

hiperatividade idiopatica sdo indistinguiveis das amostras obtidas dos controles normais.

Gilpin et al. (1986) sugerem que a densidade volumétrica de fibras nervosas
diminui com o aumento da idade. Diep & Constantinou (1999) descreveram o impacto dos
hormonios sexuais bem como seu papel na organizacdo do sistema nervoso central e
periférico. Alvos importantes dos esterdides sdo o ganglio pélvico que supre com fibras
simpaticas e parassimpdticas o trato urogenital de tal forma que num estudo experimental
em ratas demonstraram os efeitos do estrogénio terapia no padrdao miccional, contratilidade

vesical e expressao dos receptores colinérgicos associados a idade dos animais

Chaparro et al. (1997) descreveram a associagdo do envelhecimento com o
aparecimento ou piora de sintomas do trato urindrio baixo assim como hiperatividade
detrusora e sugeriram que a mudanc¢a nas propriedades do detrusor na bexiga hiperativa

estd associada com reducdo na relagc@o de fibras nervosas e musculatura.

z

O objetivo da terapia medicamentosa € evitar a ocorréncia de contragdes
musculares involuntdrias, sem causar reten¢do urindria. Os principais mecanismos de acao
envolvidos neste processo sdo: controle do sistema nervoso central; bloqueio periférico de
receptores do sistema nervoso; acdo relaxante direta sobre a musculatura detrusora e sobre

outros moduladores da fun¢ao contratil.
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Este estudo foi conduzido com 40 ratas Wistar, com trés meses de vida e
pesando entre 250 a 300 gramas. Os animais foram mantidos em um ambiente controlado
(25°C, expostas diariamente a ciclos de luz de 12 horas) e tendo acesso livre a dgua e ragao
purina. O estudo foi conduzido de acordo com o guia para cuidados e uso de animais em
laboratério publicado no US National Health Institut (NHI publicacdo n°® 85-23, revisada
1985). O comité de protecao animal da Universidade Estadual de Campinas aprovou o

protocolo.

Os animais foram randomizados divididos em quatro grupos de 10 animais e

submetidos aos seguintes procedimentos (Sartori, 1998):

Grupo 1 - controle

e Grupo 2 - ooforectomia bilateral e apds 4 semanas iniciada a reposi¢ao de

17 beta-estradiol (10 pg/Kg/dia, via subcutinea, durante 12 semanas)

e Grupo 3 - procedimento sham e apds 4 semanas, iniciado a administracio de

Oleo de sésamo (0,2 ml/dia, via subcutanea durante 12 semanas)

e Grupo 4 - ooforectomia bilateral e apds 4 semanas iniciada a administragcao

de dleo de sésamo (0,2 ml/dia, via subcutianea durante 12 semanas)

Procedimento de ooforectomia

A ooforectomia foi realizada utilizando-se anestesia com injecao intraperitoneal
de tiopental sédio (40 mg/kg/peso). Os dois ovdrios eram pequenos, arredondados, com
contornos irregulares encontrados em cada lado do abdémen, pouco abaixo dos rins. Cada

ovéario apresentava-se ligado a um corno do utero através das tubas uterinas.
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TECNICA CIRURGICA:

1. O animal anestesiado era, entdo, deitado ventralmente, expondose a regido

dorsal para o cirurgido.

2. Era realizada uma pequena incisdo dorsal na pele, entre o meio da regidao

dorsal e o inicio da cauda.

3. Os planos musculares eram afastados até a cavidade peritoneal, € os ovdrios
eram localizados logo abaixo da incisdo, circundados por um grande

conteddo de gordura.

4. O ovério era mobilizado até a incisdo cuidadosamente, sem manipulacdo
direta, apenas mobilizando-o através da gordura peri-ovariana. A
manipulagdo direta do ovério poderia levar a sua perfuracido e conseqiiente
reimplante de tecido ovariano que poderia manter producdo estrogénica

residual apds a ooforectomia. (figura 1)

5. A juncdo entre o dtero e a trompa era, entdo, seccionada utilizando-se uma
tesoura com pontas finas, envolvendo neste tempo também secc¢io dos vasos

sangiiineos e da gordura.

6. Nao havia necessidade de ligaduras, pois o sangramento era minimo ou
inexistente. A musculatura ndo requereu sutura pois a incisao era pequena e
a coaptacdo das bordas era satisfatoria. A ooforectomia era realizada

bilateralmente.
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Figura 1- Procedimento de Ooforectomia. Ovdério e gordura adjacente isolados antes da

ressecgdo.

Dosagem de estradiol

A dosagem de estradiol sérico foi realizada imediatamente antes do sacrificio

dos animais através de radioimunoensaio.

Coleta das amostras de tecido

O sacrificio dos animais foi realizado através de injecao intraperitoneal de sédio
tiopental (60 mg/kg de peso corporal). A bexiga era seccionada no nivel do colo e a parede

anterior era longitudinalmente aberta desde o colo até o fundo vesical (figura 2).
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Figura 2- Isolamento e sec¢@o da bexiga no nivel do colo vesical

A bexiga era pesada usando-se o método de Scherle (figura 3). Para tanto, o
tecido era suspenso e submerso em solucdo fisiolégica em frasco sobre uma balanca de
precisdo. Depois deste procedimento, o tecido era esticado em uma espdtula de madeira e

presa através de alfinetes (figura 4) até que a avaliacdo microscépica pudesse ser realizada.
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Figura 3- Demonstracao do Método de pesagem de Scherle

As bexigas eram, entdo, imediatamente fixadas de formaldeido tamponado 10%
(pH = 7.2) durante 48 horas. Subseqiientemente, o material era desidratado em séries de
solucdo alcodlica crescente e diafanisado em xilol. Apds a inclusdo em parafina, seccoes de

7 um eram obtidas e coradas com anticorpo policlonal S—100 bovino, Biogen'™, EUA.
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Figura 4- A bexiga foi estendida sobre uma espdtula de madeira e presa com alfinetes, para

facilitar a fixacdo em formalina 10%

Técnica de imunohistoquimica

Foi utilizado o protocolo Biogenesis Ltda. para desparafinizacdo e coloracdo
com Anticopo Policlonal S-100, isolado a partir de cérebro bovino apresentando reagao
cruzada importante para ratos. A proteiina S-100 € assim denominada devido a sua dilui¢ao

em sulfato amoniaco 100% .

Reagente fornecido

Fragdes de imunoglobulinas purificadas a partir de anti-soro de coelho, provida

na forma liquida NaCl 0.1 mol/L, NaN3 15 mmol/L, pH 7.2.

A reacdo de rotina da imunoperoxidase é dividida em duas etapas, na primeira

ocorre um processo de desparafinizacdo e na segunda a coloragdo propriamente dita.
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Primeira etapa: desparafinizacao

1. Na fase de desparafiniza¢do a amostra do tecido era colocada no Xilol I e na

estufa a 110° C por 30 minutos.

2. Este procedimento era sucedido de vérias lavagens com dgua destilada. Era

adicionado o Xilol II e III em temperatura ambiente.

3. Colocava-se élcool absoluto I, II e III em temperatura ambiente e vérias

lavagens eram efetuadas.

4. Acrescentava-se dlcool 80% e alcool 50%, sendo realizadas vdrias lavagens

com agua corrente e destilada.

5. Era, entdo, realizado o bloqueio da peroxidase endégena com trés trocas de

cinco minutos cada em H>O, 10%.

6. Era realizada nova lavagem em 4gua corrente e destilada. Nesta etapa era
realizada a digestdo enzimdtica com pepsina 04% em HCI

(acido cloridrico ) 0.1 M por 1 hora.

7. Eram adicionados os dcidos primadrios especificos e incubados em camara
umida trinta minutos a 37°C e apds mantidos na geladeira, 5°C durante toda

a noite.

Segunda etapa: coloraciao

1. Para a etapa de coloracdo as laminas eram retiradas da incuba¢do com acido
primdrio e efetuadas trés lavagens no agitador, em fosfato salino tamponado

(PBS) de cinco minutos cada, a temperatura ambiente.

2. A amostra era seca com papel filtro e era adicionado o Sistema Envision

Peroxidase.

3. Ap6s a imersdao em tampdo, era preparada uma solugdo com 60 mg de
diaminobenzidina (DAB), 100ml fosfato salino tamponado, 500
micrometros de H,O, ( 30%) e DMSO 1Iml, a 37°, e as laminas eram

colocadas para corar durante cinco minutos a mesma temperatura.
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4. A lamina era lavada em 4gua corrente destilada, e era contracorada com

Hematoxilina de Mayer por trinta a sessenta segundos de acordo com sua

concentracgao.

5. A seguir as laminas eram novamente lavadas e imersas por alguns segundos

em 4gua amoniacal e dgua corrente destilada. As laminas eram, entdo,

desidratadas e montadas.

6. O anticorpo policlonal S-100 era, entdo, adicionado a diluicdo de 1:400.

(figura 5)

Figura 5- Fotomicrografia da parede vesical corada com anticorpo policlonal S-100. Fibras

nervosas evidenciadas nos pontos marrom — escuro (seta amarela). (aumento
400 vezes)
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A quantificacio morfométrica

A contagem estereoldgica do volume absoluto das fibras foi determinado pela
interposicdo do sistema-teste G 50 integrado na lente ocular Achro Plan™ 100X — 1,25,

sobre a imagem morfoldgica capturada pelo microscépio(figura 6).

A densidade volumétrica é a densidade relativa ocupada pela estrutura no tecido
e o volume absoluto é o volume total destas estruturas. O método estereoldgico determina
parametros quantitativos tridimensionais das estruturas anatomicas baseados em secgdes
bidimensionais. Baseados no principio de Delesse (1848), que estabelece a relagdo entre
areas de uma determinada estrutura e a superficie da qual este 6rgao foi seccionado como

sendo a mesma relacao existente entre o volume da estrutura e o volume total do 6rgao.

A Férmula Vv = Pp/ Pt x 100% foi utilizada para calcular a densidade
volumétrica das fibras nervosas onde Vv é a densidade volumétrica; Pp € o nimero de
pontos da estrutura em estudo ( fibras nervosas) e Point test number . O volume absoluto é
obtido usando a féormula V(fibras nervosas) = Vv(fibras contadas no sistema-teste) X
V(bexiga). O V(bexiga) é considerado o peso da bexiga porque a gravidade especifica da
solugdo salina é aproximadamente 1.0048 e o peso da bexiga foi aferido utilizando-se o

método de Scherle.

As avaliacdes quantitativas foram obtidas utilizando o microscépio BX 50. A
quantificacdo foi realizada com uma magnificacio de 400x utilizando a grade de teste
Integrating Eyepiece G50 (Achro Plan™). Dez campos microscépicos foram analisados

randomicamente em cada grupo.
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Figura 6- Grade do Sistema G50, para avaliacdo estereoldgica

Analise estatistica

Como os resultados estereoldgicos apresentam-se com variabilidade discreta o
teste de ANOVA (andlise de multivariancia) e o teste ndo paramétrico de Newman-Keuls
para comparacOes multiplas foi utilizado para avaliar as diferencas entre as amostras
independentes (statistic para windows. Stat soft, inc,1995). A probabilidade para p < 0,05

foi assumida como critério de significancia.
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Caracteristicas gerais
As bexigas ndo demonstraram diferencas macroscdpicas entre os grupos.

Todos os animais apresentaram aumento de peso durante o experimento a

média de ganho de peso foi de 62 mg para todos os grupos (Tabela 1).

Tabela 1- Ganho de peso e niveis de estradiol sérico nos grupos

Peso antes do Peso apos Estradiol sérico antes do
Grupo experimento 0 experimento sacrificio
Média (z)  IC 95% Média (g) IC95% Média (pg/ml) IC 95%
1 260 250 - 268 325 315-331 74 68 - 79
2 282 277 - 288 344 338 - 353 78 70 - 84
3 270 263 - 278 325 317-332 72 66 - 78
4 268 260 - 275 330 322 - 340 17%

* p<0,05. A concentracio de Estradiol sérico neste grupo foi menor

A ooforectomia e a reposicdo com estradiol ndo apresentaram efeitos no
volume vesical. A despeito dos procedimentos variados, o volume vesical permaneceu

similar para todos os grupos (Tabela 2).

Tabela 2- Alteracdes no volume vesical apds o experimento

Grupos Volume da bexiga apds cistectomia
Média (g) IC 95%
1 62,00 58,41 - 67,58
2 71,50 58,68 - 76,31
3 61,50 55,68 - 64,71
4 67,50 62,88 - 84,11

p value > 0,23 IC 95%: intervalo de confianga; p: probabilidade (teste de Newmann-Keuls)
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As concentragdes de estradiol sérico, imediatamente antes do sacrificio no

grupo ooforectomizado sem reposicao de estradiol, foi menor que 17 pg/ml, que

corresponde ao limite inferior de sensibilidade do método aplicado. Nos grupos ndo

ooforectomizados e ooforectomizados submetidos a reposi¢do hormonal a média da

concentracdo hormonal foi 76 pg/ml (variando entre 66 — 87pg/ml) (tabela 1).

Parametros estereolégicos

Na tabela 3 estdo resumidos os resultados estereoldgicos. A densidade

volumétrica das fibras nervosas na bexiga das ratas foi a seguinte:

Tabela 3- Teste de comparagdes multiplas de Newman-Keuls entre os grupos para

concentragdo relativa / densidade volumétrica de fibras nervosas

Grupo 1 versus Grupo 4
Grupo 1 versus Grupo 3
Grupo 1 versus Grupo 2
Grupo 2 versus Grupo 4
Grupo 2 versus Grupo 3

Grupo 3 versus Grupo 4

p < 0.001
p > 0.05
p > 0.05
p <0.001
p>0.05

p <0.001

IC 95%: intervalo de confianca; p: probabilidade (teste de Newmann-Keuls)
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Grafico 1- Volume absoluto de fibras nervosas vesicais apds o experimento

No presente estudo experimental, que se prop0s a quantificar a densidade
volumétrica das fibras nervosas na parede vesical, através do método estereoldgico, foram
encontrados os seguintes resultados: quando comparados, 0os grupos normo estrogénicos
(grupo 1 - grupo controle, grupo 2 - ooforectomia + reposicdo hormonal com 17 B-estradiol
e grupo 3 - procedimento SHAM + 6leo de sésamo), através de parametros estereoldgicos
com o grupo hipoestrogénico (grupo 4 - ooforectomia bilateral sem reposicdo hormonal)
encontrou-se diferenga estatisticamente significativa entre os grupos com concentragao

normal de estrogénio e o grupo hipoestrogénico.
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6.1- Aspectos gerais do envelhecimento vesical na mulher

O aparecimento de alteragdes urogenitais no periodo pds-menopausa tem sido
objeto de varios estudos. Véarios problemas como incontinéncia urinaria de esforco,
disfun¢des miccionais e prolapsos pélvicos t€m representado importante fragdo na literatura
médica atual. Este fato ¢ justificado por sua alta prevaléncia, possibilidade de aumento da
longevidade populacional, avancos nos recursos metodologicos e técnicos para o estudo das

alteracdes patoldgicas do envelhecimento e suas repercussdes neuroendocrinas.

A correlagdo entre este periodo marcado pela hipoestrogenia, e as altas taxas de
incidéncia e prevaléncia de problemas urinarios, sugerem que os hormodnios sexuais
exercem importantes efeitos no trato genitounirario feminino (Versi, 1984), de tal forma
que a compreensdo de suas correlagdes torna-se necessaria para o planejamento de seu

diagnostico e terapéutica.

A partir da premissa de que a existéncia de receptores torna um 6rgao sensivel a
acdo de determinados hormonios, sabe-se que a aqueles encontrados no trato urinario sao
sensiveis a acdo estrogénica, em todas as fases do ciclo menstrual, em contraste com
endométrio e vagina, que apresentam uma expressao ciclica. Este dado sugere que o trato
urinario permanece receptivo a influéncia hormonal, independente dos seus niveis.

(Sjoberg, 1989).

Alguns autores enfatizam, ainda, que tipos especificos de receptores (o e [3)

podem a apresentar diferencas de expressao conforme o subtipo encontrado no tecido.

Dentre as evidéncias associando os baixos niveis de estrogénios com aumento
da frequéncia de disfungdes miccionais e de infecgdes urindrias recorrentes podem ser
enumerados varios estudos como, por exemplo, os de Hextall et al. (2000); Klutke et al.,
(1985), Wehba et al. (1988), os quais relatam taxas significativamente maiores destes

problemas nas mulheres no periodo pds-menopausa
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6.2- Acao estrogénica, colageno, envelhecimento vesical e alteracoes neurélogicas

vesicais

Embora o mecanismo pelo qual o estrogénio atua sobre o metabolismo do
colageno vesical ainda nao esteja compreendido, numerosos estudos indicam que os
hormdnios sexuais femininos em concentragdes normais, principalmente o 17 B—estradiol,
aceleram o acumulo de inibidores da colagenase, mantendo os niveis dos precursores
desta enzima baixos e conseqiientemente a concentragao do coladgeno tissular dentro de

parametros normais.

O desenvolvimento normal do sistema nervoso central e periférico humano ¢
um processo complexo. O crescimento do sistema nervoso periférico ¢ regulado por
componentes da matriz extracelular. Embora a laminina seja o principal componente
extracelular ha outros componentes que também apresentam papel significativo, entre eles
o colageno I e IV, os quais tém sido demonstrados como substratos efetivos no crescimento
neuronal, além de influenciar, diretamente, a mielinizacdo dos nervos periféricos. A relagao
do estradiol com o metabolismo da matriz extracelular, que oferece as condigdes de
sobrevida neuronal periférica, parece ser um elemento importante na compreensdo das
modifica¢des funcionais da bexiga no periodo pds-menopausa, uma vez que este 0rgao se
apresenta como um grande sincicio funcional constituido de uma concentracao significativa
de receptores para estrogénio, elementos colagenosos, fibras musculares e principalmente,

fibras nervosas.

Portanto, o papel do estradiol no sistema nervoso se apresenta associado a
diferenciagdo ¢ proliferagao celular; sobrevida neuronal; sinaptogénese; neuroprotecao;

homeostase do calcio e atividade antioxidante .

Recentemente, alguns estudos revelaram a importincia da remodelacdo da
matriz extracelular e do tecido conjuntivo como um todo, enfatizando a origem de algumas
doengas associadas com defeitos na sua sintese ou degradacdo. Estes autores apontam as
enzimas metaloproteases como importantes reguladoras do metabolismo da matriz

extracelular, principalmente do colageno.
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Estas enzimas estdo representadas em grupos pelas colagenases, estromelisinas,
gelatinases e elastases. Ha cerca de dezessete tipos de metaloproteases, dentre as quais
quatro, do grupo das colagenases, sdo capazes de degradar colagenos fibrilares, ficando os

outros grupos com maior afinidade para degradagdo dos componentes da membrana basal.

A completa regulacdo deste mecanismo enzimatico nao esta totalmente
definida. A compreensdo dos sitios especificos de ligacdo destas enzimas e os diferentes
tipos de colageno, bem como a expressao dos diferentes tipos de receptor para estrogénio
podem ser uteis na compreensdo dos diferentes padrdes do metabolismo do colageno no

periodo pds-menopausa.

Sato et al. (1991) relataram a associacao de niveis normais de estrogénio com a
manutencdo dos niveis corporais de colageno. O mesmo autor verificou que a maior
atividade das colagenases também se correlacionou com baixas concentragdes de
hormdnios sexuais femininos, ocorrendo diferencas nas respostas tissulares a acdo destas

enzimas.

A pele, abdome, musculatura pélvica e utero apresentam importante taxa de
reducdo do colageno total no periodo climatérico. De outra forma, as alteragdes no
colageno em resposta & acdo estrog€nica no trato urinario ainda permanecem por ser
definidas, uma vez que ha controvérsias na literatura quanto aos resultados obtidos em

estudos clinicos e experimentais.

Hashimoto et al. (1999) detectaram, em coelhas, diminui¢do da densidade do
tecido conjuntivo da bexiga. Estes achados divergem de Dambros et al. (2001) que,
analisando fibras colagenas e elasticas da parede vesical de ratas ooforectomizadas,
observaram que a condicao de hipoestrogenia ndo induziu a modifica¢des na concentracao

do tecido conjuntivo colageno e elastico.

Neste contexto, a presente pesquisa buscou criar um ambiente adequado para a
avaliacdo dos possiveis fendomenos associados a denervacao vesical e a inferéncia de suas

conseqliéncias.
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6.3- Consideracoes sobre o modelo experimental

A utilizacdo de ratas ooforectomizadas para estudo da acdo dos baixos niveis de
estrogénio sobre o trato urindrio feminino representa modelo experimental amplamente
reconhecido. (Saville, 1969; Diep et al.,1999). Este fato, associado a facilidade de
aquisicdo/alojamento dos animais e a necessidade de elevado numero de ratas para o

desenvolvimento desta pesquisa, levou a opgao pela utilizagao destes animais.

O tamanho da amostra foi determinado de acordo com critérios estereologicos,
para que a analise dos resultados ndo fosse comprometida por niimero insuficiente de
animais (Hally, 1964). A dose, a freqliéncia e a via de administragdo da medicacdo
basearam-se em estudos prévios, embora varios esquemas, ¢ com tempo de uso variado,

tenham sido encontrados. (Sartori, 1998; Diep et al., 1999).

6.4- Aspectos gerias do método estereologico
6.4.1- Consideragdes sobre o método de analise

O método de escolha para obter a estimativa morfométrica das fibras foi a
estereologia, devido a maior sensibilidade do método em relagdo aos sistemas de avaliacao
quantitativa através da andlise de imagem ou de programas de computador.
(Mathieu et al, 1981; Cotrin et al,1990). A densidade volumétrica ¢ um parametro
estereoldgico cujos resultados sdo confidveis, em decorréncia da pequena variagdo dos
mesmos, independentemente do preparo histologico do material e da experiéncia do

pesquisador. (Cruz-Orive & Weibel, 1990).

A Estereologia ¢ uma ciéncia que tem como objetivo determinar parametros
quantitativos tridimensionais de estruturas anatdmicas a partir de cortes bidimensionais,
valendo-se da geometria e da estatistica para esta afericdo. Delesse (1848) langou as
primeiras idéias que serviram a fundamentagcdo da estereologia, provando que a relagdo
entre as areas de determinado mineral na superficie de corte da rocha ¢ a mesma daquela

que existe entre o volume do mineral e volume total da rocha. A maior parte dos estudos
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estereologicos obtém dados diretamente da microscopia oOtica e microscopia eletronica,
trazendo como resultado a possibilidade de elucidagdo das composicdes celulares e

teciduais.

Enquanto as técnicas morfométricas as estruturas anatOmicas devem ser
medidas com escalas aferidas, a estereologia baseia-se em principais geométricos e

estatisticos (Mandarin-de-Lacerda,2003).

Os estudos estereoldgicos nem sempre estdo interessados em determinar valores
absolutos, como o expresso neste estudo em relagdo a densidade volumétrica, que refere
uma concentragao relativa de fibras nervosas em um determinado segmento € ndo o nimero

total de fibras nervosas vesicais.

Assim bexigas de diferentes tamanhos poderdo apresentar um nimero diferente
de fibras nervosas sem que isto possa ser generalizado dentro de uma espécie, pois refletem
diferencgas individuais. Por outro lado, ao determinar-se a densidade volumétrica se obtém
um valor relativo, que pode ser utilizado para individuos diferentes, pois representa uma

idéia de proporg¢do (Delesse, 1966).

A estereologia se utiliza de sistemas-teste para sua aferi¢do. Um sistema teste ¢
um conjunto de linhas (retas ou curvas) e pontos. Este deve ser superposto a imagem
morfologica para a contagem estereologica. Pode-se construir os sistemas-testes com
arranjo regular ou ndo isto €, aleatdrio. Existem diversos sistemas-teste propostos para

variados fins.

Tradicionalmente, estes sdo desenhados com retas, ou segmentos de reta,
apresentando arranjos triangulares, quadrados ou hexagonais. Cada um destes arranjos
determina as caracteristicas basicas do sistema-teste. O sistema teste chamado Integrating
Eyepiece G50 (multi purpose test system) (Weibel et al, 1966) foi utilizado no presente
estudo por se adequar a avaliagdo de estruturas puntiformes ou de pouco comprimento. A
grade do sistema Integrating Eyepiece G50 ¢ sobreposta a transmissdao da imagem
microscopica ou através de lentes microscOpicas oculares com sistema previamente

gravados.
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O preparo das laminas deve oferecer a melhor coloragdo para a estrutura em
estudo, a fim de que estas possam ser plenamente reconhecidas e aprimorem a acuracidade

do teste.

No presente experimento, foi utilizado o marcador para imunohistoquimica
anticorpo policlonal S—100, apresentando reacao cruzada de forte intensidade para ratos. A
proteina S-100 ¢ assim denominada devido a sua dilui¢do em sulfato amoniaco 100%.
Inicialmente considerada especifica do sistema nervoso, atualmente sua aplicabilidade ¢
reconhecida como marcador glial, detectando astrdcitos, oligodendrocitos, células
ependimarias, células de Schwann e células satélite. Varios trabalhos na literatura
corroboraram sua imunoreatividade confidvel na deteccao de fibras nervosas, que foi o

escopo principal deste estudo.

Inicialmente considerada especifica do sistema nervoso, atualmente sua
aplicabilidade ¢ reconhecida como marcador glial, detectando astrocitos, oligodendrocitos,
células ependimarias, células de Schwann e células satélite. Pode também ser aplicado
como marcador de células de origem ndo-neural como condrdcitos, adipdcitos, células de
Langerhans, melandcitos entre outras. No contexto da patologia tumoral, se pode observar
que ¢ uma proteina amplamente expressada por neurinomas, neurofibrossarcomas, mas nos
tumores cerebrais, sua concentracao decresce a medida que aumenta o grau de anaplasia ou
de desdiferenciagdo. S100 ¢ a denominago de uma familia multigénica de proteinas Ca*"
ligantes de baixo peso molecular (Mr entre 9000 e 13 000). Esta familia compreende 19
membros que sdo diferentemente expressos em um grande numero de tipos celulares.
Assim, a S100B (anteriormente chamada S100p) é mais abundante nas células gliais do
sistema nervoso central e periférico, melandcitos, condrocitos e adipocitos, enquanto que a
S100A1 (anteriormente chamada S100A/ S100a) ¢ mais abundante nos cardiomidcitos, em
células musculares esqueléticas de movimentos lentos, células salivares epiteliais e células
renais. A S100B ¢ ainda encontrada em células tumorais e subpopulacdes de neurdnios,
enquanto a S100A1 foi encontrada em neurdnios do hipocampo. A S1006 ¢ expressa nos

fibroblastos e células da musculatura cardiaca e lisa.
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Os membros da familia S100 estdo relacionados com a regulacdo Ca®’
dependente em varias atividades intracelulares, como por exemplo, fosforilagdo protéica

(incluindo transformagdes neoplasicas) e diferenciacao.

Ferrandino & Grimaldi, (1995), utilizaram o anticorpo S-100 para estudar a
parede vesical de ratas pois esta proteina ¢ um marcador confidvel das fibras nervosas

mielinicas.

Honma, (1994) utilizou a proteina S-100 para estudar a regido paraganglionar
da bexiga urinaria em casos de autopsias, tendo demonstrado imunoreatividade confiavel na

detecgdo de fibras nervosas.

6.5- Comentarios sobre os achados estereologicos

No presente estudo experimental, que se propds a quantificar a densidade
volumétrica das fibras nervosas na parede vesical, através do método estereoldgico, foram
encontrados os seguintes resultados: quando comparados, os grupos normo estrogénicos
(grupo 1 - grupo controle, grupo 2 - ooforectomia + reposi¢do hormonal com 17 B-estradiol
e grupo 3 - procedimento SHAM + 6leo de sésamo), através de pardmetros estereologicos
com o grupo hipoestrogénico (grupo 4 - ooforectomia bilateral sem reposi¢do hormonal)
encontrou-se diferenga estatisticamente significativa entre os grupos com concentraciao

normal de estrogénio e o grupo hipoestrogénico.

Este fato indica maior densidade volumétrica de fibras nervosas das ratas
normoestrogénicas, quando comparadas com o grupo de ratas que permaneceu

hipoestrogénico.

Neste estudo evidenciou-se a associagao entre os baixos niveis estrogénicos € a
denervagdo vesical, o que poderia sugerir uma correlacdo entre o aparecimento dos
sintomas miccionais, como a hiperatividade idiopatica, por exemplo, e a instalagdo do
periodo da menopausa, quando marcadamente se encontra a faléncia ovariana e descenso

hormonal.
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A despeito da existéncia de doengas neurologicas estabelecidas, que poderiam
associar-se ao aparecimento da hiperatividade do detrusor em qualquer fase da vida, a
denervagdo vesical pode produzir padrdes de atividade detrusora com distribuicdo irregular,
na qual areas de hipoatividade se encontram entremeadas com areas de hiperatividade
detrusora. Padrao este que dificultaria a comprovacao do nexo causal entre a hipoestrogenia
e a atividade patologica detrusora, pois o fendmeno de envelhecimento fisioldgico ¢
multifatorial e outros elementos como o estresse oxidativo, isquemia e controle genético da

apoptose poderiam estar associados a esta condicao.

Distarbios dos nervos periféricos e tecidos podem produzir hiperatividade
vesical e varios modelos tem sido desenvolvidos para mimetizar estas alteragdes. Estes
modelos sdo importantes na compreensdo dos processos relativos ao aparecimento e
repercussdes fisiopatologicas da hiperatividade detrusora idiopatica e neurogénica, de

denervagdes parciais da bexiga, obstrugdo infravesical, diabetes e cistite intersticial.

Muitas alteragdes sdao descritas na inervagdo periférica e nos reflexos
miccionais, como por exemplo, modificagdes macroscopicas na estrutura da parede vesical
nos casos de hiperatividade detrusora. Alguns estudos demonstraram padrao de denervagao
das bandas musculares em proporc¢des distintas, entremeadas com areas normais. Estudos
experimentais podem apresentar diferengas em funcdo da neurofisiologia especifica do
modelo animal escolhido. O padrdo de denervagdo pode estar associado com dareas de
tecido conjuntivo com coldgeno e elastina em propor¢des variaveis. Nas areas
completamente denervadas a hipertrofia das células musculares lisas tem sido demonstrada.
Estudos experimentais eletrofisioldgicos t€ém sugerido que a uma reorganizacdo das vias

miccionais dependente do sitio e extensdo da lesdo neurologica (Williams et al., 1993)

6.6- Perspectivas

Cada vez mais tem sido necessaria a compreensao das causas do aparecimento
de sintomas urogenitais na mulher no periodo poés-menopausa. Com a finalidade de avaliar

a importancia dos mecanismos neuroenddcrinos envolvidos nesta fase, hd necessidade de se
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desenvolver mais estudos experimentais in vivo € in vitro que possam resultar em novos
conhecimentos acerca da fisiopatologia e das correlagdes entre os componentes que

interagem nesta circunstancia.

A utilizagdo de modelos animais sempre ¢ questionada quanto a capacidade
destes estudos realmente mimetizarem situacdes e conclusdes transponiveis a realidade

humana.

Na tentativa de simular o ambiente da menopausa este estudo buscou oferecer
uma alternativa de modelo experimental para a compreensdo do aparecimento dos sintomas

miccionais em individuos normo e hipoestrogénicos.

Porém, ha necessidade de compreensao e estudo de outras lesdes que possam

estar associadas ao envelhecimento vesical.

Possivelmente, a suscetibilidade genética e a regulag@o do ciclo celular poderao

ser fontes de resposta a compreensdo do envelhecimento vesical e suas repercussoes

clinicas.
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7- CONCLUSOES
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1. A ooforectomia bilateral, em ratas, induziu a menor densidade volumétrica

de fibras nervosas na parede vesical.

2. A administracdo de estradiol no grupo castrado apresentou diferenca
significativa na densidade volumétrica das fibras nervosas avaliadas através

do método estereoldgico, em relagdo aos animais castrados sem reposicao.
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ENGLISH
Intended use
For i vitro diagnostic use.
Palycional Rabbit Anti-S100 is intended for use mmm-mumwvmmu.mumhmwds:m
necplasms, such as (2L 3. {4}, and differential idensfication the usa of a panel of
antibodies is mandatory. A panel of ansbodes Patycional Ang-5100, code No. Z 0311, _-hobm-p;hdny in temational Lymphoma Study Group for the:
of resulis must be made within the contoxt of the patient's clinical history and othar

classification of emours of suspected coll type (6)

Introduction
smuh-m.m-mamww{wmsmmatam:ca‘mgmmmmummmlmwnmh
ll.v-mnw-dn-mh-n.mmwmmﬂnmmnwndmmnmmm n chondrcytes, and
adipocytes, whereas S100A1 (preveously S100A/5100a) i most abundant in cardic-myocytes, slow bwilch skedelal muscle ceils, oo, and ronal cals.
mstmnmmmmmwﬁm riurons, while S100A1 has siso been detected in hippocampal neutons. ST00AB is expeossed by fibroblasts
and smooth and hoart muscle cells (5).
Mermibers of the 5100 family have been implicabed in the Ca™-Gapendent regulation of 8 variety of infracellular scthvities. &.9. prolsin eell iretuting
rosplastic trmnslormation). and déarontistion (7).

Reagent provided
Purifiesd immsunoglobulin fracsion of rabbit antisensn provided in liguid form. in 0.1 molL NaCL 15 mmold. NaMy, pH 7.2,

Protein concantration g, Ses label on val
The antibody titre variotion batween cfeord lots s less Man 10% s moasured by single radal iImmuncdiusion. This is achived by bdusting Be bire of each indhidual lot 1o
match the titre of a referance preparation kept st -80 °C.

Immunagon
5100 isolabed from cow brain

Specificity
The antibody has boan solid-phase absarbed with human plasmi and cow sensm proteirs.

In crossed immuncolectropharesis using 50 pL antibody per cm”® gel area, no reacson with 2 pL human plosma and 2 L cow serum is cbserved. The antibody shows one
atinct doubls paak |5100) with human and cow beain axiracts. Staining: Coomassia Brilkanl Blue.
ISA. the huran pk and cow serum.

In of the
the other S100 proteins tested. S100A2. S100AT and S100A4 (8).

A foermadin:fznd tssues, tha ¥
It reacts sirorgly with human and cow S100.

51008 strongly. ST00AT waakly, sod S100AB very weakly. No reaction was obsered wih

acis with the §100

pentoin in cal, horss, mousn, rat, and swine, Additionaily

Procautions

1. For professional users.

2. This product contains sodiumn azide (NaN,), in pure form. Al produ though not dassdfied as hazardous. sodum azide may react with
Inag and plumbing nlmmlaad-thnﬂﬂpoid Hush with karge volumas. of water 1o provent metal azide buikd-up in phmbing.

3 Az with fram bickogi proper should bo sed

Storaga
Store ot 28 °C. Do not use after wmm&mmanwmm fhian ihose spocified, e user must verdy th conditions.
signs o

Thane are no clivious Instability of this 3 posithe mnd b run simulianecusly spacimans. If unxpeciod
Starinng o obtsrved which Earnot be eapiseed by vatistons in ibotstoey ard 8 prokiem with the anlibody  conact ou Technical Seevices.

Specimen

Eamfin sactions. The antibady can be used for tabefing paraffin-embedded lissus Sectons fixod n formalin. Heskced epfope etneval in DakoCytomation Target Retneval
Salution, code No. S 1700, or 10 mmoll cirate buffer. pH 8.0, is recommended. The tssus sectons should nol dry oul duwing the treatmant or e following
immunocytochemical staining procedure.

Frozen sectons In e iy & ! o show s fros

Staining

procedure
Dittion; Polycianal Rabbit Anti-5100, coda Nao. £ 0311, may be used at a dluton of 1:400 when agpied on formalin-fued. paraffin-emb eddod sections and wsng 20 minutes
Pent-induced epitopd meineval in mmwmmm5|mmwmmu mmmmmmm
mmmmwmmmw malhod, mnd should be determined labaralory, The recomimarnded negative control i
Rabibit Immunogictulin

by sach individual
Fnum(mm: code No. X 0936, diluted to the same protsin concentraion as the prmary antibody. Unbess the
y Diuert, code No.

stabity in the sctual tost system his besn dilute the product diuts
oeng

Visuslization; DAKO LSAB  /HRP kit, code Mo, K 0679, and DAKD EnVision + HRP kits, code Nos. K 4008 and K 4010, are recommanded.
The antibody is for ssing such as the

Parformance charactaristcs

Cails labailed by the antibody display siaining confined o the cytoplasm.
Nomal_tssues; Posthe labeling wifh the antibody s obsened in some Langorhans” cols

retcular cels in fhe Symus, chondrocyles in caringenous ssun, BdpoCybes In Some, bul not other

piutary ghand, and Schwann cells and el cols of nervcus s Wisk libeing i found in eptholsl coll of o mammarand seuat Glnds. A regat mackon wih o anibody B
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- blo pal blacklor oMo, oS, Eamach, and wmaland
malanomas. 3131 (100%) conventionsl cutaneous, Z24 (06%) metmtatic. incuding 10

24 shaved
‘ets and a pumber of pokke ool processes which wer dtnciively possive (5). Of e i ot sm—mhﬂsu;\a
ecorne carcinomas, 28 metasasc viscoml carcinomas, 212 makgnant
glana. 2836 fenad, 1220

2425 (B4%) ovary. 12/15 (80%) sabvary
MUM}mnm*

ity galtlodder. panciias and Mmgmnummaumwmwsmmumn
this protein in mﬁ[‘ﬂlﬂﬂmm“ﬂ}mwwhm

FRANGAIS
Intirbt
Pour diagnostic in vitrs.
Polyclonal Rabbit Ants-5100 est desting pour un usage en immunocytochimie. L bew coflules exprimant 5100 of o4 un moyen utile pour | identification des
néoplasmes postits & S100. tels que le mianome malin (1. ?hbmmmﬂlh d.llu (5). Poar |
différantielle, | usage d une gamme d anticons est obligaicire. Une gamme d anticorps. Polycianal Arti-S100, . @ applque par e groupe
WﬂMGﬂmwhmdﬁma des doit

o élude Infernational collulaine
rhakinin m-umﬂmmwwuﬁmm

Introduction
S100 uat une famille multighnique de protsines fixant e Ca® et de falble masse {Mr entre © 000 ot 13 D00} La famile se composs de 19 membres gui sont

neuranes, mqmstm1 @ aussi été délecsé dars les nourones hi

que par los oeflules muscutaines ksses ot cardiaques (5).

mmuhmsmmmmmmhrwm*ma e vandsh d acibés e weenpie la i u
ihulaing (y compris ia )

S100AS ee1 exprime pas les fibroblastes ainsi

Raactif fourn|

Fraction de | immunogiobuling purifiée de | artisseumn de lapin fourrse & | dtat ligdies 0,1 molL NaCl. 15 mmollL Mal,. pH 7.2,
Concenimion proliinkus ol. so mporier & | dtiquetie sur lo flacon

La varsaton du fitne d anticorps selon les difiénents lots est infénieurs & 10 % d aprés les mesures
chagua lot paricuier afin d appariar lo 8tre d wne préparation tdmain conservde 4 -80 °C.

Immunogine
5100 incd chy earvenu de vach,

Specificitd

L anbicorps a éié absorbé & | état solide avec les protdines de plasma humain et de sénm de vache.

Enmmm-mummue mwﬂﬁmmﬂﬂmmn ummmlmmwnzmmmn
wache L artticarps es rprésenbh par humain et de vache. Marguage Bieu de Coomassie.

En ELISA indirecte, | anficoms ne préssnts mmmhmmubm&m

En Translert de hpe Wesiem des proidines purinies. ecomisnanies humaines 3100, | anticorps mi ia proiiine 51005 foremen ia proséine 510041 fadiement, o i
M—S‘Mmh&mwmn -ummmmmsmm S100A2, s1mnsmm

Comma | a determing | m-munwmhﬂmml anscoms fait uhe réiction croisée avec la proldos dieess i la 5100 chez le chat, le cheval, la
scurs, b rat ol le pore. De plus. Horte o do vache.

Précautions d smplal
1. Pour uslisateurs
2. Ca prodult renferme do Mazde oo sodum (NoN,). un agent chimique extrimement ioxigue & M'tst pur. Bien que N'#an pas clissé comme daNgBMBUR Sux
suscoptibie de wmummmwummm—mmmmmmm
waplosily. Lars de Miiminason dos réactifs, rincer avec de grandes quaniilés d'esu pour dviler

3. Comme paur tout dirhwd ok & manipulor, une pricision 5 impose
Stockage
cw-wmaus'cmwmmmhm&w—mmuhmaumﬁmmm des conditions autres que coles qui
cs conditicns dofvant mwmmm mmmmawmlmnmumm
ﬂmmmﬂmﬂm pas s'expliquer par ot

technique,
i le risnctif paralt défectueus, contacies nos senvices lechnigues.

Préparation de | échantillan
L anbicorps pout dtre ublisd powr lo MANQUAGe des COUPES O LSSUS INCRUSES on s formol. La restounation el épitope par la chalour dans
T Retrigval Solution, code 5 1700, cu dana du lampon ctrate & 10 mmalll. pH 6.0, est recommandd . wmtmumwm
mhmmummmmwm

cangnites collulgires: Dans [ TS—— bchgme
mm
Procbdure d immunomarquage
mwwmmmzmnmmmowdmnnm'Mowwmw @0 Ussus incheses an parafine fiukes au
formol at n appliquant 20 de feslmuralion da | épilope par la chaenr dars DakoCytomation nmsmmmmm &l 30 minutes d _incubioson

Tovgal
mlimml mppm\m Les conditions. opimakes peuvent varies selon | mnhmﬂm doivent dtre détermindes par

chaque laboratoine particuior. Lo contrile négast st Rabbit lmlw Wdoxmdlﬂtllmtnl

concentration proléinique que [anticorps prmaim. A moins gue la siabiléd du systbme d muum produst juste

diluinr dans DakoCytomation Antibody Dikienl, code S 0800,

Fidytlation: DAKO LSAB  +/HFAP ki, code K 0679, st DAKO EnVision +/HRP kits. codes K 4008 et K 4010 sont recommande.

Autompimation: L anticorps est bien approprié au marguage e
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Parformances.

Lees caliulen marguies par T confing

_mum-wpoﬂmlmmmmm
collules mébdullaines

&l les métanocyles de (@ peauw. les calles riticulares iMerdglantes dans les.
dans certaing TIAES BUCUNE Ul biopsie, ks

leipatonytes nonmaus,
épitims des petitns. of grandes cefules intessnales, de Mpithilum

glandes.
cholidogque , de ipthilum de & viscus bliare | de

mains, 31731 (100%) des 224 (95'%) das ¥ Compis. .66

mm-mummmmmmurmnnnmmnsmhm homoging a G

mmuumm b-ammmmmmmmmwmnmsmmtmymmummu

du Langarhans, B8.5% dtaent manyuds par Manticops, comprenant des maladies susshéon locafisées que propagies. (3). Des 30

wmmmummmmmmmnm mn-mmm |21'l2dﬂpuﬂttl‘rmﬂm2“
maling. de 5100,

mmmmml&mﬂuslwmelsm iﬂww Mc‘umﬂwmm
(@) Des mmmjmmﬂ-m 1215 (80%)
munmm m: 1523 (65%) R, oy sein, 726 (25%)
du 210 [(20%) - rqumtm} < ot manqués par fanbcoms. Les
i [opsophage, de b weicubs bitare, du pancrias o de @ prostate dieen! tous négatifs dans cetie dlude. & plupant des néoplasmes. pimaines syint e L proing
5100 taient aussi positifs dans o foyer {10). Des TS0 (12%) & margués par antoorp. Les lumewrs postives & la protdine 5100 dtasent aussi

positves  a vimenting et A la desmine (11)

DEUTSCH

Zwockbestimmung

Zur Ve i Ir-vitro-Un

Mwmmummmmw mlmmmmmmumsmwmmwmw
cor , wie malignes Melanom (1. 2), L 3L and (%), Fiir

il Eine Anti-5100. Code Nr. Z 0311 wwdulu.h

mwmmmm-iuw- e
durch die fir die i von Tumonen von Zalitypen (8}
Emmmmmmmmmmmmmwnﬂummmmew
VOIGONCITIMON werdan.

Einfiihrung
S100 ist eine Multigen-Familie von wmw:umnmwtam;c:"mmwmo-mhmumwmmmn
wmmnumwmmwbmumm.Aurmmumnnnmmsma]mmu:nmmm pariphanan
s zu finden, wihrend S100A1 Mmmmmu;mmmmwn leicht ruckenden Skeletl-
mmmmmm.dWMnmmmm von Neuronen, wiihrend

s:mlmnwmmmtmmm Fibrobimste glatten und ' [+
mmmwsummmwc«*wwmw Al tivital z8. 0
7 in Vierbi
Golieforte Roagonzien
inigl b des in Missiger Form. In 0,1 molL NaGLL 16 mmoliL NaNy. pH 7.2

E i “"‘--h--
Die Antkoper-Taer-Varaton den verschiedenen Mengen betrgl wenger als 10%, wie durch de enzeine radiale Immundffussion gemessen. Dies wind durch die
wmmummmummmmﬂm b B0 *C aemeicht

Immunogen

S100 isaliert vom Kuhgehim._

Spexifitht

Der Anlikdirpar wurde durch die F mt

in der uriter von 50 mewm‘wmtmwm?umwwzwww
Dar 26t dinen deulichen O (S1001 bed g

Nmammtmwm und

humanan, 5100-Proteins markiert der Antikorper 51008 stark. S100A1 schwach und S100A8 sehr schwach. Es wurde keine
mmnmmmﬂm S100A2. S100A3 und 510044 (8), becbachiel
Wie durch die Immunosytochemie bel Formalin fxersm Gewsbe demonatnen, kreuzreagier der Antkérper mit dem S100-bquivalentem Protein der Katre, des Plerds, dar
Maus, Raite und des Schweins. Des weiteren reagien es stark mit dem S 100 des Menschen und der Kuh.

1. Filr geschuites Fachpersonal.
2. Dinses Produkt enthall Natnumasid (Nabk), ein chemisches, starkes Gift in reiner Form, Bel Produkikonzentrationen mmmﬂ&mmﬂl h-m
it Blis- und Kuplerefungen reagieren und ein hoch axplosives Gemisch van sulbauen. Bei um den
den Leitungen 2u veehindem.
3, Wie bed jodem Produkt. welches Cuicllon stammt, sollien dio Vorfahron werdon
Boi 2.8 °C Iagem. Nicht nach dam Vorallsdatum varwendon, das am Flischchan 51 Wonn cht L
aufbewahnt werden, muss der Benutzer diese #indemn. Es gibl keine offensichtiichen Zeichen, die die instabiitit dieses Produkies sollten
gleichzaiti postive negative Kontrollen mil den Spezes des Patienten ] mmmwm
In den Laborveriahren erklan warden kann, und wenn ein Problem mit dem o
Praparation der Spezies

D Antiksrper kann fr e mit Parafin jonen, die in sird, Hitze Epitope-
Ratrieval in " L Code Nr. S 1700 oder 10 memolL Citratpufter, pH 6,0, wird amplohben,
Dia wiifirnnd der dos F wardar,
Gadr Sekfionan und n endior S100- L Verleilung odar Gewebe u eluen.
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Fiirboverfahmn
Vordimnung: Polyklonales Kaninchen Anti-S100, Code Nr. Z 0311, m*wwmlmmw wann der Gobrauch aul Formak n-ferten, in Paraffin
Epitope-Retrieval

st Festphasa iert), Code Nr.
die gleiche Proleinkonzentration wie der primare Amtikirper. Es ward emplohien, das Produkt unmitietbar vor Gebrauch oder in DakoCylomation
MMMWMNrSMmmmanﬂnmmhmm hergestei.
Visualisiervng; DAKOLSAB +HRP Set, Cose Nr. K 0678 und DAKO Enision + HRP Sets Code Nr. K 4008 un K 4010 werden empiohlen.
Automtisienung: Der Antikarper iat fir db wie iner gul geeignet.

Mit dorn Antikdrper markierte Zeflen zeigen ouf das

mpmumwmmwmnml Zall der Haut, madultim
apithedale rtidine Zoflon im Thymus, Chondrmzyten im Knomalgowebs, nmuMhmm Zoben in don und Bristen,
mummwmwwwmmm wurten in Znllony dot
Miicharilse und der Bi-Flhrung-Epithel, Galenblasenapihal, Oesaphagus, Magen und
m kainen sowie grallan intestinalen Epshal, mmwmnmwmmm
Ancrmales Gevwatw: Die malkgnen I3 (100%) desmnale. 2324 (96%) 0 %] und 11 mysoade
kg Medancersn wurden durch don Antikimes mankeet. In 30 bengnen und 15 dysplastischen Naow wurde in aon Fillen e g {1} In oines
priminen malignen {2), wawen 67767 | P it dem. Tumane. In 27 Fislen
der Langerhans wurden B3.5% mil dem Antidiper . mwmmmmmwm\hnmnmm
Chondmtiasiomen wiesen ale one starks cwmnmmmummwm waren 1212 positv et dom
Antikirpes, sbhenso 24 der malignen regpen 66 schwache von 5100, suller enigessclienssr Zelen und einer Anzahl aalihnicher
mummmmmumsmmlsum“ primibnen zB. TME ekkrne Kaminoma, 28
maligna (2] 2ogian. Vo den prmdeen Adenckarsnome wann 2425 (84%) Elersticke. 1215 (80%]
2836 (TH%) 1mm1m1zzuMIM?mchwm 210 (20%) Magen und 22T7%) Lungen-Asenckarzinomposty durch den
Antikirpar o . Pankreas und Prostata waren in deser Studie alle negafiv Dia motsion primdnen Nooplasmen. de 5100
mmmmnmmn-m qunu;a-n waren 7/60 [12%) mit Do S100-pesiven Tumom

‘waren such posit auf Vimentin und Desmin (1)
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