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RESUMO



FRAGA, R Influéncia da ooforectomia e da reposicio de estradiol no volume das
fibras coligenas tipo IV da membrana basal vesical, em ratas. Campinas, 2001.

Universidade Estadual de Campinas.

Introdugiio: Os experimentos conduzidos em animais at¢ o presente para investigar o papel
dos horménios sexuais femininos na estrutura da parede vesical tém apresentado resultados
contraditérios. Neste contexto, a despeito dos resultados apresentados na literatura acerca
dos coligenos intersticiais, evidencia-se a necessidade de compreensdo da estrutura da
membrana basal urotelial e seu principal componente, o coldgeno IV. A membrana basal
estd envolvida em uma grande quantidade de fungdes, como, por exemplo, prover suporte
mecénico ao epitélio, promover um elo de fixagio entre as celulas e a capacidade de

ultrafiltragio de fons e moléculas.

Materiais e Métodos: Este estudo foi conduzido utilizando-se 40 ratas Wistar ( 3 meses de
idade) divididas em 4 grupos de 10. Grupo 1: Controle; Grupo 2: submetido & ooforectomia
bilateral e apos 4 semanas iniciada reposi¢io sub-cutdnea didria de 17 B-estradiol durante
12 semanas; Grupo 3: procedimento SHAM ¢ apds 4 semanas iniciada reposicéo didria sub-
cutdnea de 6leo de sésamo por 12 semanas e Grupo 4: submetidas a ooforectomia bilateral
e sacrificadas ap6s 12 semanas sem reposicio hormonal. Foi utilizada imunohistoquimica
para coloragio das laminas com anticorpo policlonal anti-colageno IV. A aferigdo da
densidade volumétrica do colageno IV na membrana basal foi efetuada através da

estereologia utilizando-se o sistema - teste M42.

Resultados: As ratas do Grupo IV, submetidas 4 coforectomia sem reposicdo hormonal,
apresentaram uma densidade volumétrica (concentracio) de fibras de colageno IV maior
que os outros grupos. Através do teste de Newman-Keuls, a significAncia estatistica

apresentou p< 0.001. Nos outros parametros analisados nfio houve diferenca.

Conclusdes: A ooforectomia bilateral , em ratas , induziu a uma maior densidade
volumétrica do Coldgeno IV da Membrana Basal vesical. A administracfio de estradiol no
grupo castrado apresentou diferenca significativa nos parimetros estereologicos analisados,

em relagdo aos animais castrados sem reposi¢éo.

Resumo
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ABSTRACT



FRAGA, R.: Role of Estrogen on type - IV -Collagen fibers volumetric density in the
bladder of ovariectomized rodents.Campinas, Sdo Paulo, 2001.Universidade Estadual de
Campinas — S&o Paulo — Brazil

Introduction: Experiments conducted on animals to investigate the effect of ovarian
hormones on bladder structure have presented contradictory results. The author quantified
the type IV collagen fibers in the basement membrane of bladder wall of ovariectomized
rats with and without estradiol replacement. The type IV collagen is found in basement
membranes and its functions is to provide physical support to structures, cell attachment
and filtration.

Materials and Methods: 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 Type-4-Collagen polyclonal antibody to stain the fibers on parafin rat bladder
sections. The M-42 stereologycal grid system was used to analyze the fibers.

Results: Ovariectomy had an increase effect on the volumetric density of the type IV
collagen fibers in the basement membrane of rats bladder wall. Estradiol replacement in
castrated animals demonstrated a significative difference in the stereological parameters
when compared to the castrated group without hormonal replacement.

Conclusion: Surgical castration performed on rats induced an increasing on volumetric
density of the type IV collagen fibers in the basement membrane of the rats bladder wall
and the estradiol treatment had a significant effect keeping a low volumetric density of type
IV collagen fibers in the basement membrane of rats bladder wall.

Abstract
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Os horménios sexuais exercem importantes efeitos no trato urinario feminino,
desde os ureteres até a uretra distal, sendo alvo da acfio do estrogénio que apresenta uma
grande influéncia nas estruturas do assoalho pélvico. Alterages sintomaticas clinicas e
urodinAmicas sdo evidentes no trato urinario durante a gravidez, ciclo menstrual ¢ apés a
menopausa, pois uma grande afinidade de receptores de estrogénio tem sido identificada na
bexiga, trigono vesical, uretra ¢ musculatura pubococcigea. Esta dependéncia de
estrogénios nos tecidos do trato urinario inferior contribui para um aumento significativo
dos problemas urindrios a partir do Climatério. (MIODRAG et al, 1988).

O declinio dos constituintes do tecido conjuntivo periodo pos — menopausa,
principalmente o coldgeno da regifo parauretral, bem como dos Hgarhentos, musculatura
pélvica, bexiga e vagina contribui para o aparecimento de incontinéncia uriniria,
disfungdes miccionais e prolapsos urogenitais. ( VERSI ez al, 1984 ).

LECLAIR et al (2002) descreveu algumas alteracSes no sistema urogenital
ferninino neste periodo, produzindo uma maior taxa de sintomas wurindrios baixos como
aumento da freqiiéncia, urgéncia, infecgBes urindrias de repetigdo e incontinéncia. Embora
esteja claro que estas alteragBes sio causadas por uma combinagéo entre o envelhecimento
fisiolégico dos drgios e os efeitos do decréscimo dos niveis de estrogénio, ainda permanece
por ser determinada a exata contribuicdo de cada um, havendo particular interesse quanto &
elucidaciio do papel da deficiéncia estrogénica no aumento da incidéncia de infecgBes de
repeti¢do e incontinéncia urindria nas mulheres apés a menopausa. |

SUSSET et al .(1978) estudaram bexigas em autdpsias € encontraram uma -
concentragio de coldgeno aumentada nas mulheres acima de 50 anos comparadas com
homens e mulheres jovens.

A taxa de infeccdo uriniria aumenta com a idade: 5% em mutheres com 45 a 54
anos, 10% entre 55 a 64 anos e 15% em mulheres com mais de 63 anos
(SCHAFFER, 1996).

Possiveis causas incluem alteragBes no esvaziamento vesical, aumento do
residuo pés - miccional, aumento da taxa de incontinéncia urindria e fecal associados a uma
higiene perineal precdria sendo a perda da camada de glicosaminoglicanos acompanhada
por uma maior suscetibilidade a invasdo de bactérias (HEXTALL , 2000; KLUTKE &
BERGMAN, 1985)

Ftrodugio
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A prevaléncia da incontinéncia urinaria varia, de acordo com a experiéncia de
vérios 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.

Dentre as alteracBes inerentes ao periodo da menopausa, encontra-se uma
relagio importante entre o estrogénio e¢ a manutengio do metabolismo do colageno.
Observa-se um decréscimo no colidgeno corporal de aproximadamente 2% por ano durante
os dez primeiros anos de menopausa. Esta redugdo, quando observada no sistema

urogenital, apresenta uma forte relevdncia mo aparecimento de sintomas urindrios.
(LOBO, 2000).

Baseado na evidéncia do decréscimo da concentracdo do coldgeno corporal
total, varios estudos foram conduzidos com a finalidade de determinar o papel deste
componente da parede vesical Os componentes colagenosos sio encomtrados

principalmente na matriz extracelular e na membrana basal do epitélio urotelial.

Um estudo experimental conduzido por DAMBROS, PALMA et al. (2001)
com ratas ooforectomizadas bilateralmente, constituido de grupos apresentando reposi¢o
de estradiol comparados a grupos hipoestrogénicos, ndo foi observada alteraciio na

densidade volumétrica das fibras coldgenas e no sistema eldstico da parede vesical.

Viérios estudos foram conduzidos com a finalidade de determinar a importincia
do principal componente da membrana basal urotelial, o colageno IV, associando diferentes
padrdes de lesio desta estrutura a doengas como cistite intersticial, cistites bacterianas e
neoplasias. (SCHLUSSEL et al, 1991.; PARSONS ef al, 1991.;HURST et al, 1987.;
CONN et al, 1987).

Em funciio do exposto, torna-se notdria a necessidade de uma avaliagiio da
influéncia da concentragio de estrogénio e suas repercussdes nos constituintes da
membrana basal. Este estudo foi conduzido com a finalidade de avaliar a densidade
volumétrica das fibras coligenas tipo IV em ratas submetidas a ooforectomia bilateral

associada ou nfo a reposicdo estrogénica.

Introducdo
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1 - MECANISMO DE ACAO DO ESTROGENIO NO TRATO URINARIO
FEMININO

Uma condicdo indispensidvel para que um tecido responda a estimulos
estrogénicos ¢ a presenga de receptores especificos em sua estrutura; uma grande afinidade
a receptores de estrogénio foi encontrada por LINDSKOG er al. (1980) na uretra de ratas ¢
BATRA & IOSIF (1983) na uretra e bexiga de coelhas, que apresentavam uma

concentraco média 10 a 20 vezes menor que o ttero.

A presenga de receptores para estrogénio na uretra e bexiga humana feminina
foi primeiramente demonstrada por IOSIF et al. (1981), localizados no detrusor , uretra e

trigono.

INGELMAN-SUNDBERG(1981), confirmaram 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 urinario sio potencialmente sensiveis a agdo
estrogénica em todas as fases do ciclo menstrual, em contraste com o endométrio ¢ a
vagina, que apresentam uma expressfo ciclica (SJOBERT er al, 1989). Este dado sugere
que o trato urindrio 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 metaplasicas, entretanto nfo foram detectados
no epitélio transicional normal (BLAKEMAN et af 2000)

MAKELA et al. (2000), investigando o epitélio da bexiga e da uretra em ratas,
verificaram que estes locais expressavam receptores no subtipo beta mRNA, enquanto o
tecido conjuntivo vesical expressava receptores do subtipo alfa mRNA , dando a entender

que a acdo hormonal apresenta diferengas de acordo com o tecido analisado.

Revisdo da Literatura
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A caracterizagio precisa das regibes onde os receptores estdo presentes,
associada ao conhecimento dos subtipos de receptores, pode auxiliar no entendimento das

diferentes manifesta¢des da agfo hormonal no trato urogenital.

A influéncia dos estrégenos 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 injecdes intramusculares de benzoato de estradiol

dipropionato de estradiol.

A mucosa vaginal, uretral e trigonal sfo sensiveis ao estrogénio e apontam
variagOes de suas estruturas, dependendo dos niveis séricos deste horménio que promove
proliferacio da mucosa vaginal e aumento do fechamento uretral, para evitar perdas
urinarias ( MIODRAG ef al 1988).

Os baixos niveis de estrogénio levam a um aumento da incontinéncia urinéria,
urgéncia, polacidria e infeccfio urindria de repeticdo, provocados por mudangas no pH da
urefra e vagina, além da atrofia urogenital (KLTKE & BERGMAN, 1995; WEHBA et al.,
1997). MIODRAG et al. {(1988) demonstraram diminui¢io no volume das fibras coldgenas
no tecido conjuntivo parauretral e nos ligamentos do assoalho pélvico, contribuindo para o
decréscimo da pressdo uretral e fraqueza ligamentar, promovendo incontinéncia urindria e

prolapso uterovaginal nas mulheres pés-menopausa.

HASHIMOTO et al (1999) detectaram em coelhas castradas, diminuicdo 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
em coelhas em relacdo aos niveis de estrogénio, observaram que a ooforectomia nio
induziu a modificagbes na concentracio do tecido conjuntivo. Ainda contrariando os
achados acima, SUSSET et al. (1978) observaram aumento significativo do conteddo de
colageno 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 caracterizagio precisa da ac@io deste hormdnio sobre o trato

urogenital feminino.

Revisde da Literatura
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Estudos experimentais em ratas provaram que a ooforectomia promoveu
redugio do fluxo urindrio maximo, aumento da pressdo uretral de abertura durante a micgéo
e reducdo da estimulaciio colinérgica na musculatura detrussora ( DIEP er al, 1999),
comprometendo a micgdo. Os baixos niveis de estrogénio levaram a redugfio da forca
contratil da musculatura estriada do assoatho pélvico, estrutura responsavel por um tergo da
pressdo de fechamento uretral. Concomitantemente, houve declinio do ténus muscular liso
em decorréncia da diminuicio da sensibilidade dos receptores alfa-adrenérgicos e da
densidade das fibras nervosas na musculatura uretral ¢ vesical (DIEP ¢t al., 1999).

Uma metandlise de 72 artigos mostrou um namero pequeno de estudos
controlados ¢ randomizados utilizando terapia com estrogénio na incontinéncia urinaria
(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 parfmetros clinicos e instrumentais ou
utilizacdo de metodologia deficiente para coletar os da&os subjetivos
(BROWN et al, 1999).

SARTORI et al (1995) , em estudo clinico, demonstraram em grupo de
mulheres no periodo pds-menopausa, recebendo durante trés meses estrogénio conjugado,
aumento da capacidade cistométrica maxima e do fluxo médio. Estas pacientes também
apresentaram um decréscimo da urina residual e da freqiiéncia miccional diurna e noturna.
FANTIL et al (1996) em estudo semelhante, nfio constataram diferencas entre os sintomas
clinicos de incontinéncia urindria e qualidade de vida ap6s trés meses com

estrogenoterapia.

Como as disfungdes miccionais ocorrem mais freqlientemente em mulheres
idosas e este periodo resulta em deficiéncia de estrogénio, a reposi¢ido hormonal tem sido
caracterizada como medida eficaz no tratamento destes sintomas. Porém, mais estudos
serfio necessarios para esclarecer o pape! do estrogénio, pois os dados existentes divergem

na indicacéo e efeitos do hormémio.
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2 - CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS E FUNCIONAIS DA MEMBRANA
BASAL

2.1 - Aspectos Gerais

TODD & BOWMAM (1857) foram os primeiros a descrever a membrana basal
(MB) como uma fina ¢ delicada estrutura separando as células do tecido conjuntivo.
KEFALIDES ez al (1979) revelou & microscopia eletrdnica que a membrana basal apresenta

uma espessura de 40 a 60 nm.

A membrana basal estd distribuida em vdrios componentes da matriz
extracelular e estd diretamente envolvida em um niimero imponé.nte de processos
biolégicos, representando um esqueleto extracelular necessario para o desenvolvimento
ordenado dos diferentes padrdes teciduais (BERNFIELD ef af, 1984;
SANDERS et al, 1983).

Os diferentes tipos de células utilizam a membrana basal na miéragﬁo e troca de
substratos entre os meios contendo, dentro da matriz, as informagdes de posigio espacial e
outros sinais para 0 desenvolvimento tecidual (BERNFIELD et af, 1984; EKBLOM et al,
1984; TRELSTAD, 1984). Estas funcdes sfo utilizadas, por exemplo, durante a
cicatrizacdo de feridas, regeneracfio de tecidos e reparo (VRACKO, 1974).

Em segundo lugar, a membrana basal orienta espacialmente a juncéio entre as
células, organizando as estruturas do citoesqueleto e controlando suas propriedade internas
( HAY, 1984; INGBER et al, 1986), além de apresentar um papel significativo na forca
ténsil promovendo um suporte fisico as estruturas anatémicas. Em érgdos de
armazenamento ou que estejam predispostos a grandes distensdes ¢ contracdes, a
membrana basal que circunda a musculatura lisa deve ser flexivel o suficiente para
acomodar estas alteracdes em sua configuragdo. Possivelmente a rede poligonal das fibras
colagenas tipo IV conferem esta plasticidade ( WELLING et al, 1972; TIMPL et al, 1983).

Finalmente, a membrana basal serve como limite estrutural entre os tecidos
epitelial, muscular, tecido nervoso periférico e o conjuntivo. No exercicio desta capacidade
possui importantes propriedades de barreira que controla a troca de macromoléculas e
células através dos tecidos. (ABRAHANSON, 1986).
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A propriedade conhecida como ultrafiltragiio é mais bem estudada nos capilares
sangiiineos e nos glomeérulos renais. Inicialmente a membrana basal ¢ admitida atuando
como uma peneira molecular, filtrando moléculas de acordo com o seu tamanho e
configuragio. De qualquer modo tem sido demonstrado que uma alta carga aniénica na MB
atua em um papel crucial na filtragio (BOHER et al 1979; FARQUHAR et al , 1980;
KANWAR erf al, 1981; WESTBERG, 1978).

A combina¢fo desta trés fungdes — suporte mecinico, fixacfio das células e
filtragdo — permitem que células individualmente ou em grupos se regenerem e mantenham
seu ambiente (MARTINEZ-HERNANDEZ, 1983).

2.2 - Ultra-Estrutura Da Membrana Basal

Em cortes ultrafinos examinados 4 microscopia eletronica, a membrana basal
aparece como um emaranhado denso, apresentando material finamente graﬁular ou fibrilar
distribuido em toda a sua extensio. A maioria das membranas basais apresentam trés
camadas morfologicamente distintas (LAURIE et al, 1984).

Primeira camada: aparece imediatamente abaixo da membrana plasmatica da
célula, apresentando-se como uma estrutura de suporte. E uma estrutuora que mede
aproximadamente 40 a 60 nm de espessura e ¢ conhecida como mina Iicida ou limina

rara.

Segunda camada: aparece abaixo da limina lGcida, com uma densidade a
microscopia eletrénica que mede entre 40 a 60nm de espessura, é chamada Idmina densa ou
ldmina basal. Nesta camada aparecem finas camadas de material fibrilar entre 2 a 8§ nm de
diimetro projetando-se sobre a ldmina densa, atravessando a ldmina Iicida e terminando na

membrana celular.

Terceira camada: a superficie de saida da ldmina densa fazendo fronteira com
o tecido conjuntivo € chamada ldmina fibroreticular ou sublimina densa. Em alguns casos,
fibrilas que se originam da ldmina densa s3o projetadas através da subldmina densa para
dentro do tecido conjuntivo subjacente, provavelmente servindo para fixar com seguranca o
epitélio (LAURIE er al 1984; INOUE et al, 1983).
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Figura 1 - Eletromicrografia ilustrando as principais camadas da membrana basal. Ep:
Epitélio; Ir: lAmina rara ou limina licida; 1d: ldmina densa ou lamina basal; 1f:
lamina fibroreticular ou subldmina densa; F: fibroblasto.Aumento de 69.000

vezes. ( Figura de autoria Dr. Dale R Abrahamson)

A MB nfo é uma estrutura estatica e apresenta grande versatilidade, como, por
exemplo, a membrana basal que circunda as células musculares e arteriais que sdo

altamente extensiveis e resistentes (ABRAHANSON, 1986).

Um nimero importante de técnicas tém sido utilizadas para aumentar a
visualizagio da membrana basal. Por serem ricas em carboidratos, técnicas de coloracio
usando o 4cido periédico Schiff (PAS) tém sido amplamente difundidas. Técnicas de
coloragio citoquimicas e coloragdes catiénicas para eletro microscopia incluindo Alcian
Blue, Lisosima e Vermelho de Ruténio tém sido usadas com sucesso para marcar sitios
anionicos dentro da membrana basal (CAULFIELD et al, 1976; KANWAR et al, 1979).
Em muitos casos estas coloragdes aparecem como um material eletrodenso que se acumula
principalmente na ldmina licida, embora usualmente também possa ser constituinte da

lAmina densa.
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3 - COMPOSICAO MOLECULAR DA MEMBRANA BASAL

Devido a necessidade de maior purificacdo ¢ problemas de solubilidade
encontrados na MB, a completa caracterizacio dos seus componentes ainda nfio estad
totalmente elucidada. Estudos utilizando tumores que sintetizam grandes quantidades de
matrizes similares & membrana basal tém sido particularmente tteis na determinacéo da sua
composi¢io molecular. Através de uma gama importante de diferentes técnicas, tém sido
identificadas uma populaciio heterogénea de colagenos e glicoproteinas nfio colagenosas,
como sendo constituintes genuinos da membrana basal (KEFALIDES er al, 1979;
MARTINEZ-HERNANDEZ et al, 1983; SCOTT et al, 1983; TIMPL ez al,1983).

4 - ESTRUTURA E FUNCAO DO COLAGENO IV NA MEMBRANA BASAL

Atualmente sfio encontrados cerca de dezenove tipos de coldgenos bem

definidos, apresentando diferentes localizagdes e funcdes nos tecidos.

Até o presente todos os estudos conduzidos com imunohistoquimica localizam
0 colageno v exclusivamente na MB | (FARQUHAR, 1981;
MARTINEZ-HERNANDEZ,1983; SANO 1981), sendo o seu constituinte mais abundante
e mais importante (GAY, 1981; MARTINEZ-HERNANDEZ,1983)

Cada molécula de colageno € composta por 3 trés cadeias polipeptidicas
chamadas cadeias alfa (o). A segiiéncia de aminoacidos presente nesta estrutura determina
as caracteristicas de cada tipo de coligeno. Ha uma formula geral para todas as cadeias alfa

que ¢ glicina— X ~ Y, onde Y ¢ freqlientemente hidroxiprolina ou hidroxilisina.

Este oolégeho ndo fibrilar tem sido purificado a partir de membranas basais
auténticas, e de matrizes extracelulares produzidas por véarios tumores e culturas celulares.
(KEFALIDES et al, 1979; MILLER et al, 1982).

Os coligenos intersticiais sfo secretados como grandes precursores
(pré-colagenos) com extensdes ndo helicoidais nos grupos amino e carboxi terminais, estes

sdo clivados por enzimas especificas apds sua secregfio.
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O colageno IV apresenta caracteristicas distintas em relagdo aos colagenos
intersticiais. A estrutura helicoidal da cadeia alfa revela interrupgbes segmentares de
cadeias polipeptidicas diferentes da glicina — X ~ Y. Estas interrupcGes provavelmente
explicam a resisténcia do colageno IV s enzimas colagenases ¢ a grande suscetibilidade a
digestiio de enzimas ndo-colagenases. (GAY, 1981; MILLER, 1982; TIMPL, 1981)

Alguns estudos indicam que o coligeno IV é incorporado a MB sem a
ocorréncia de processos extracelulares ( MINOR & CLARCK, 1976 ). Em outras palavras,
nfo hi clivagem proteolitica das extensSes propeptideas em cada final da molécula

principal 4 incorporagfo destas cadeias na MB madura.

O coldgeno IV contém uma regido tnica chamada 7S, que um sitio de ligacdo
entre quatro moléculas. Esta regifio apresenta uma grande resisténcia 4 acio de enzimas

colagenases bacterianas.

Esta interacdo entre as moléculas de Colageno IV confere uma rede
tridimensional que oferece 3 MB uma importante estrutura aonde os outros componentes

desta irfio se ligar.

O exame 4 microscopia eletrbnica, com preparagdo de imagem rotatoria,
evidencia que a molécula assemelha-se a uma haste flexivel medindo aproximadamente
400 nm de comprimento (BACHINGER, FESSLER & FESSLER, 1979).

A molécula de coldgeno tipo IV apresenta um grande dominio globular que
pode facilitar a ligagdo aos componentes nio colagenosos da membrana basal, ¢ através de

pontes dissulfeto formar dimeros moleculares. (TIMPL ez al , 1981).

O grupo amino terminal da tripla hélice da molécula ¢ capaz de realizar uma
ligagio em paralelo com o mesmo seguimento de trés ouiras moléculas de coldgeno IV,
formando um tetrdmero. (DUNCAN ef al, 1983; GLANVILLE et al, 1985).

Estas regides sfo estabilizadas por pontes dissulfeto inter e intramoleculares e
sdo relativamente resistentes a degradacéio proteolitica. Ha evidéncias apresentadas para

associages laterais do colageno I'V em complexos extensos (YURCHENCO,1984).
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A unifio de multiplas moléculas de coldgeno tipo IV resulta na formagdo de
uma rede covalente que limita o coldgeno IV na membrana basal. As seqli€ncias nio
helicoidais interpostas ao longo do comprimento das moléculas individuais, provavelmente
conferem alguma flexibilidade nesta rede importante de forga ténsil mas so susceptiveis a
agdo proteolitica. Anticorpos anticoldgeno tipo IV ligam-se especificamente 4 membrana
basal e ligam-se pouco ou nada aos componentes nfo pertencentes a esta estrutura.
(HOFMANN et al, 1984)

5. COMPONENTES NAO COLAGENOSOS

Proteoglicanos: SAc moléculas constituidas de cadeias repetidas de
dissacarideos ligados covalentemente a um nuacleo protéico
(I0ZZ0, 1985; KUETINER et al, 1985). O proteoglicano heparan sulfato ¢ o tipo
predominante de glicosaminoglicano encontrado na membrana basal, embora pequenas
quantidades de condroitina sulfato e 4cido hialurOnico também estejam presentes
(LEMKIN & FARQUHAR, 1981).

A estrutura destes proteglicanos nfo estd completamente determinada mas,
devido aos numerosos sulfatos e grupos carboxila nos glicosaminoglicanos, estes
apresentam cargas fortemente negativas. Esta carga anibnica ¢ criticamente importante na
manutencdo da propriedade de permeabilidade seletiva da MB. Isto tem sido demonstrado
em estudos em que a remogdo enzimdtica de proteoglicanos resulta em permeabilidade
anormal e, estabelecendo uma barreira de carga in vivo, o heparan sulfato liga-se
especificamente ao coligeno IV e laminina (FUIWARA e al 1984;
WOODLEY er al, 1983)

Laminina: E uma glicoproteina composta de trés cadeias polipeptidicas unidas
entre si por pontes dissnlfeto. Esta estrutura provavelmente exerce miltiplas funcdes na'
MB, mediando a adesio de numerosos tipos de células a substratos distintos
(TIMPL, 1983; KLEINMAN, 1985). Além disso, o final dos bragos curtos de sua estrutura
peptidica liga-se a regides especificas do coligeno tipo IV e seus bragos longos ao
heparan-sulfato, servindo nfio apenas como um fator de adesdo celular, mas também como

um elemento estrutural integral das membranas basais (CHARONIS er al, 1985).
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Entactina: E uma glicoproteina presente na ldmina densa e na 14mina rara que
pode apresentar diferentes distribui¢es conforme o tecido. Sua fungdo € reconhecida como
fixacdo celular (ABRAHAMSON, 1986).

Nidogénio: E uma glicoproteina estruturalmente similar a entactina com
habilidade para se ligar a Jaminina ¢ ao coldgeno IV evidenciando sua funcio de
estabilizagio de diferentes tipos de proteinas na matriz da membrana basal
(PAULSSON, 1985) |

Fibronectina: E uma glicoproteina que in vivo existe em duas formas: solivel
no plasma ou insolivel nos tecidos. A fibronectina contém varios sitios de ligagio
diferentes que se conectam especificamente a um grande niimero de moléculas biologicas ¢
estruturas.(HYNES, 1985).

Outros componentes: Componente (P-Amildide), receptores de membrana

plasmaética para MB.

6 - ARQUITETURA MOLECULAR DA MEMBRANA BASAL

Duas técnicas tém sido utilizadas para gerar modelos moleculares de membrana
basal.

Na primeira técnica, anticorpos direcionados especificamente contra o colageno
tipo IV, proteoglicano heparan-sulfato, laminina, fibronectina ¢ entactina, avaliados com
imunoeletromicroscopia, tém sido utilizados para distinguir diferentes moléculas na

constitui¢io da membrana basal genuina.

Na segunda técnica, preparagdes individuais contendo componentes altamente
purificados da membrana basal, que tém sido misturados e estudados através de técnicas
especiais de microscopia eletronica e bioquimicamente (ABRAHANSON, 1986)

Em geral, dois modelos diferentes de membrana basal tém sido desenvolvidos.
O mais antigo, que usa como base a imunoeletromicroscopia, propde que os diferentes

componentes sfo secretados em camadas ou dominios na membrana basal. Neste modelo, o
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coldgeno tipo IV é reconhecido exclusivamente na lAmina densa, enquanto proteoglicanc
heparan-sulfato (HSPG), laminina e fibronectina sfo encontrados na lamina lucida
(COURTOY, 1982).

Mais recentemente, baseados em andlise com imuno eletromicroscopia €
estudos com preparagdo de imagem rotatéria das misturas de componentes de membrana

basal, uma estrutura integrada tem sido proposta.

Os principais aspectos deste novo modelo sugerem que a laminina ¢ HSPG
estio ambos encaixados na rede produzida pelo coligeno IV polimerizado. Multiplas
interagbes entre as varias moléculas colagenosas e nfo colagenosas sd0 responséveis por
orientar especificamente estas moléculas dentro da rede, dando um suporte adicional a este
modelo (LAURIE,1984; YURCHENKO, 1984).

A fibronectina e entactina tém sido localizadas através de toda espessura da
membrana basal em alguns experimentos, evidenciando a possibilidade de que estdo
completamente integradas (GRANT, 1985).

Existem mudancas na arquitetura molecular entre a ldmina licida e a lémina

densa, bem como entre esta e a limina fibroreticular.

Além das diferengas arquiteturais entre a ldmina licida, densa e subldmina
densa, existem diferencas moleculares na MB de diferentes tecidos
(ABRAHANSON, 1986; SCHEINMAN, 1984; WAN e al, 1984).
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Figura 2 - Modelo ilustrativo da ultra-estrutura da membrana basal, evidenciando o
Colageno IV ( Col-IV em cinza); En: Entactina ( em verde ); Lm: Laminina
(em rosa); HS: Heparan Sulfato Proteoglicanos ( em azul ); (Figura de autoria
do Dr. Peter Yurchenco, Robert W. Johnson Medical School, Piscataway, NJ.)

7 - BIOSSINTESE E MODIFICACOES DA MEMBRANA BASAL

Em geral, alguns componentes da membrana basal sdo secretados pelas células

as quais ela esta fixada.

Além das células as quais estd fixada, a formagdo da membrana basal requer a
presenca de alguns elementos do tecido conjuntivo. Por exemplo, sua formagdo ao redor de
fibras musculares em culturas celulares de coldgeno s6 ocorre na adigéio de fibroblastos
(MAYNE & SANDERSON, 1985)

Uma vez que a membrana basal estd parcialmente estabelecida, esta matriz
extracelular pode regular a forma celular (através de interagdes com citoesqueleto) e a

agregacio celular (ABRAHANSON, 1986).

Dados sobre a manutengio da membrana basal glomerular de ratos indicam que
a meia vida do colageno IV & maior que 100 dias e anticorpos contra componentes
especificos como laminina, demonstraram que estes anticorpos permanecem ligados por
muitos meses (PRICE et al 1977; ABRAHANSON, 1986).
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8 - PATOLOGIA DA MEMBRANA BASAL

As alteragdes patologicas da MB ocorrem através de dois mecanismos

primarios .

No primeiro, sio encontrados alteracSes na biossintese ou metabolismo dos
componentes da membrana basal, podendo levar a uma produglo exagerada e/ou redugéo
da taxa de reposi¢io celular. Em muitos casos, tem-se como produto final deste erro o

espessamento da membrana basal.

No segundo, a membrana basal pode ser atacada por enzimas proteoliticas

elaboradas a partir de processos inflamatorios, células tumorais, parasitas e bactérias.

‘ Estas alteracbes freqiientemente fragilizam a integridade da membrana basal,
promovendo a perda da fungdo estrutural , fungSio de barreira seletiva e capacidade de
filtragdo molecular (ABRAHANSON, 1986; MARTINEZ-HERNANDEZ ét al, 1983).
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O periodo apés a menopausa & associado ao aumento da incidéncia das
disfungbes do trato urindrio inferior (CARDOZO & KELLEHER, 1995). A identificagdo de
receptores estrogénicos no trato urindrio tem levado & pritica da administracio do

horm6nio no tratamemnto de sintomas.

Desta forma, é possivel supor que os baixos niveis de estrogénio induzam a
alteragdes da concentragio dos componentes do tecido conjuntivo da bexiga,
fundamentalmente o coligeno, principal componente, e que a reposi¢io hormonal reverteria
este padrdo. Contudo, os efeitos dos baixos niveis de estrogénio na estrutura vesical s&o
contraditérios, tornando-se fundamental que haja mais estudos com objetivo de elucidar
esta hipdtese.

Vérios estudos foram conduzidos com a finalidade de determinar a importancia
do principal componenite da membrana basal urotelial, o coldgeno IV , associando
diferentes padrdes de lesdo desta estrutura a doencas como cistite intersticial, cistite
bacterianas e peoplasias. (SCHLUSSEL et ai, 1991; PARSONS et al, 1991; HURST et al ,
1987; CONN et al, 1987).

As funcbes de suporte mecénico, fixagdio e filtragio de moléculas ¢ ions da
membrana basal no epitélio de transi¢io, presente nas vias urindrias e bexiga, bem como
sua associacio com disfungfo miccionais, infecclio e neoplasias permanece ainda por ser
definida. Apesar de muitos estudos, pouco se sabe a respeito dos niveis moleculares de

biossintese ¢ manutencio do colageno IV da membrana basal urotelial.

Justificativa
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Determinar a influéncia da ooforectomia e da reposicdo de estradiol mna
densidade volumétrica das fibras coligenas tipo IV na membrana basal vesical de ratas,

através de pardmetros estereologicos.

Objetivo
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MODELO EXPERIMENTAL

A utilizac#o de ratas ooforectomizadas para estudo da acfo 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
aquisicio/alojamento dos animais ¢ & necessidade de um elevado nimero de ratas para o

desenvolvimento desta pesquisa, levou & opgfio pela utilizagfo destes animais.

O tamanho da amostra foi determinado de acordo com critérios estereologicos,
com o propésito de que a analise dos resultados nfo fosse comprometida por um nimero
insuficiente de animais ( HALLY, 1964). A dose, a freqiiéncia e a via de administragdo da
medicacio basearam-se em estudos prévios, embora virios esquemas, e com tempo de uso
variados, tenham sido encontrados. (SARTORI, 1998; DIEP et al., 1999).

O meétodo de escolha para obter a estimativa morfométrica das fibras foi a
estercologia, devido & maior sensibilidade do método em relagfio aos sistemas de avaliac8o
quantitativa. Através da anilise de imagem ou de programas de computador.
(MATHIEU et al., 1981; COTRIN et al.,1990). A densidade volumétrica é um parimetro
estereoldgico cujos resultados sfio confidveis, em decorréncia da pequena variagfo dos
mesmos, independentemente do preparo histoldgico do material ¢ da experiéncia do
pesquisador. (CRUZ-ORIVE & WEIBEL, 1990).

Para a analise das fibras coldgenas, foram obtidos cortes de 7 micrometros e foi
utilizado anticorpo policlonal anti — colageno IV de coelhos, para a reacio de

imunochistoquimica.

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 conirolado
(25°C, expostas diariamente a ciclos de luz de 12 horas) ¢ tendo acesso livre & dgua e ragéo
purina. O estudo foi conduzido de acordo com o guia para cuidados e uso de animais em
laboratério publicado no US Natiornal Health Institut (NHI publicacio n® 85-23, revisada
1985) e o Comité de protegio animal da Universidade Estadual de Campinas tendo

aprovado o protocolo.

Materiais ¢ Métodos
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Os animais foram randomizados divididos em quatro grupos de 10 animais e
submetidos a seguintes procedimentos: Grupo 1 - controle; Grupo 2 ~ ooforectomia
bilateral e apos 4 semanas iniciada a reposiciio de 17 beta-estradiol (10 nug/Kg/dia, via
subcutinea, durante 12 semanas); Grupo 3 — procedimento sham e apds 4 semanas, iniciado
a administracio de 6leo de sésamo (0,2 ml/dia, via subcutinea durante 12 semanas); grupo
— 4 ooforectomia bilateral ¢ apdés 4 semanas iniciada a administragio de 6leo de sésamo

(0.2 ml/dia, via subcutdnea durante 12 semanas).

Procedimento de Qoforectomia

A ooforectomia foi realizada utilizando— e anestesia com tiopental sodio

(40 mg/kg/peso) .

Os dois ovarios sfo pequenos, arredondados, com contornos irregulares
encontrados em cada lado do abdémen, pouco abaixo dos rins. Cada ovario apresenta-se

ligado a um corno do 1itero através das trompas de faiépio.
O acesso cirtirgico para a ooforectomia € similar ao da adrenalectomia.

1. O animal anestesiado € entdio deitado ventralmente, expondo a regifio

dorsal para o cirargifo.

2.  E realizada uma pequena incisio dorsal na pele, entre o meio da regido

dorsal e o micio da cauda.

3. Os planos musculares sfo afastados e ganha-se o espago peritoneal, os
ovérios estio localizados logo abaixo da incisdo, circundados por um

grande contetido de gordura.

4. O ovario pode ser puxado através da incisdo cuidadosamente, sem ser
manipulado diretamente, apenas mobilizado através de sua gordura. A
manipulacio direta do ovério pode levar 4 sua perfuragdo e conseqiiente

reimplante de material ovariano e manutencéo da fungdo hormonal.

Materiais € Métodos
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5. A jungdio entre o utero e a trompa ¢ entdo cortada utilizando —se uma
tesoura com pontas finas, envolvendo neste tempo também o corte dos

vasos sangliineos e da gordura.

6. Nifo hd necessidade de ligaduras , o sangramento € minimo ou
inexistente. A musculatura nfio requer sutura pois a incisfo € pequena ¢ a

coaptacdo das bordas ¢é satisfatoria. A ooforectomia foi realizada

bilateralmente.

Figura 3 - Procedimento de Ooforectomia. Ovério 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 radio imuno ensaio.
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Coleta das amostras de tecido

Uma injegdio intraperitoneal de sédio tiopental foi utilizada para o sacrificio dos
animais (60 mg/kg de peso corporal).A bexiga foi seccionada no nivel do colo e a parede

anterior foi longitudinalmente aberta desde o colo até o fundo vesical.

Figura 4 - Isolamento e sec¢do da bexiga ao nivel do colo vesical

O 6rgio foi pesado usando o método de Scherle, suspendendo o tecido e
submergindo-o em solugdo fisiologica em frasco sobre uma balanga de precisdo , depois
deste procedimento o tecido era esticado em um pedago de cortica e preso atraves de

alfinetes até que a avaliagdo microscopica pudesse ser realizada.
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Figura 5 - Demonstracfio do Método de pesagem de Scherle

As bexigas foram entfo imediatamente fixadas de formaldeido tamponado 10%
(pH = 7.2) durante 48 horas. Subseqiientemente, o material foi desidratado em séries de
solugdo alcodlica crescente e diafanisado em xilol. Apds a inclusfo em parafina sec¢des de

5 um foram obtidas e coradas com anticorpo policlonal anti-coldgeno I'V.
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Figura 6 - A bexiga foi estendida sobre uma espatula de madeira e presa com alfinetes,

para facilitar a fixacdo em formalina 10%

TECNICA DE IMUNOHISTOQUIMICA

Foi utilizado o protocolo Biogenesis Ltda. para desparafinizacio e coloragédo
com Anticopo Policlonal Anti-coldgeno IV para coelhos apresentando reagdo cruzada

importante para ratos.

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

ocorre um processo de desparafinizagio e na segunda a coloragéo propriamente dita.

Primeira Etapa - Desparafinizacio

1. Na fase de desparafiniza¢io a amostra do tecido é colocada no Xilol I € na

estufa a 110° C por 30 minutos.
2. Este procedimento ¢ suscedido de vérias lavagens com agua destilada

3. . E adicionado o Xilol II e III em temperatura ambiente.

Materiais ¢ Métodos
43



4. Coloca-se Alcool absoluto I, I ¢ III em temperatura ambiente e varias

lavagens sdo efetuadas.

5. Acrescenta-se Alcool 80% e Alcool 50%, sendo realizadas virias lavagens

com agua corrente e destilada.

6. E entdio realizado o bloqueio da peroxidase enddgena com trés trocas de

cinco minutos cada em H,0, 10%.

7. E realizada nova lavagem em 4gua corrente e destilada. Nesta etapa €&
realizada a digestdo enzimdtica com pepsina 0.4% , em HCI

(acido cloridrico) 0.1 M por 1 hora.

8. Sdo adicionados os acidos primdrios especificos e incubados em cédmara
umida trinta minutos a 37°C e apds mantidos na geladeira, 5°C durante toda

a noite.

Segunda Etapa — Coloracio

1. Para a etapa de coloragfo as ldminas sfo retiradas da incubagfo com 4cido
primario e efetuadas trés lavagens no agitador, em fosfato salino tamponado

(PBS) de cinco minutos cada a temperatura ambiente.

2. A amostra € seca com papel filtro e € entdo adicionado o Sistema Envision
Peroxidase.

3. Ao terminar o tempo de colocar as ldminas no tamp&o uma solugéio com 60
mg de diaminobenzidina (DAB), 100ml fosfato salino tamponado, 500
micrdémetros de H,O, ( 30%) e DMSO 1ml € preparada a 37° e as ldminas

devem ser colocadas para corar durante cinco minutos 4 mesma temperatura.
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4. A lamina é lavada em 4gua corrente destilada, e deve ser contracorada com
Hematoxilina de Mayer por trinta a sessenta segundos de acordo com sua

concentragdo.

5 Estas sfo novamente lavadas. Passadas por alguns segundos em agua

amoniacal e agua corrente destilada. As laminas devem ser desidratadas €

montadas.

6. O anticorpo policlonal anti — Colageno IV € entdo adicionado ma diluicdo de

1:500.

Figura 7 - Fotomicrografia da parede vesical corada com anticorpo policlonal anti-
colageno IV, que aparece corado em MAarrom escuro junto 2 Membrana Basal.

( Aumento 200 vezes )
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Figura 8 - Fotomicrografia da parede vesical corada com anticorpo policlonal

anti-colageno IV ( Aumento 400 vezes )

A quantifica¢iio morfométrica

A contagem estereolégica do volume absoluto e da densidade volumétrica das
fibras coldgenas foi determinado pela interposi¢do do sistema de grade m-42 sobre a
imagem morfolégica. A densidade volumétrica é a densidade relativa ocupada pela
estrutura no tecido e o volume absoluto é o volume total destas estruturas. O método
estereologico determina pardmetros quantitativos tridimensionais das estruturas anatdmicas
baseados em sec¢des bidimensionais. Baseados no principio de DELESSE (1848) que
estabelece a relacdo entre 4reas de uma determinada estrutura e a superficie da qual este
6rgdo foi seccionado como sendo a mesma relagdio existente entre o volume da estrutura € o

volume total do 6rgdo.

A Férmula Vv = Pp/ Pt x 100% foi utilizada para calcular a densidade
volumétrica das fibras coldgenas onde Vv ¢ a densidade volumétrica; Pp ¢ o niimero de
pontos da estrutura em estudo ( fibras coligenas) e Point test number (42 neste caso). O

volume absoluto é obtido usando a férmula V ( fibras colagenas) = Vv ( colageno) x V
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( bexiga). O V (bexiga) ¢ considerado o peso da bexiga porque a gravidade especifica da
solucdo salina ¢ aproximadamente 1.0048 e o peso da bexiga foi aferido utilizando-se o

método de Scherle.

As avaliacbes quantitativas foram obtidas utilizando o microscopio BX 50. a
quantificacgio foi realizada com uma magnificaggo de 400x utilizando a grade de teste M-42

(Tonbridgem). Dez campos microscopicos foram analisados randomicamente em cada

grupo.
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Figura 9- Gfade do Sistema M42, para avaliagiio estereologica de estruturas fibrilares.

Analise estatistica

Como os resultados estereolégicos apresentam-se com variabilidade discreta o
teste de ANOVA ( analise de multivariincia) e o teste ndo paramétrico de Newman-Keuls
para comparagdes 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 significincia.
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Caracteristicas gerais
As bexigas nio demonstraram diferencas macroscopicas entre 0s 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

Grupes  Peso antes do experimento Peso apds experimento  Estradiol sérice antes do sacrificio

Média (gm) IC95%  Média(gm) IC95%  Média (pg/mD) IC 95%

i 260 250 - 268 325 315-33] 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 concentragio de Estradiol sérico neste grupo foi menor

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

similar para todos os grupos. (Tabela 2)

Tabela 2 - Alteragdes no volume vesical ap6s o experimento

Grupos Volume da bexiga apoés cistectomia ( mm’)
Média (gm) IC 95%
i 62,00 58,41 - 67,58
2 71,50 58,68 - 76,31
3 61,50 35,68 - 64,71
4 67,50 62,88 - 84,11
p value > 0,23

1C 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 reposiciio de estradiol foi abaixo de 17 pg/ml, que € o limite inferior
de sensibilidade do método aplicado. Nos grupos ndo ooforectomizados e
ooforectomizados submetidos 3 reposicio hormonal. A média da concentragdo hormonal
foi 76 pg/ml ( variando entre 66 — 87pg/ml).

Parimetros estereologicos

A relaciio apresenta os resultados estereologicos. A densidade volumeétrica do

coldgeno I'V na membrana basal da bexiga das ratas foi a seguinte:

Tabela 3 - Teste de Comparagdes Miultiplas de Newman-Keuls entre os Grupos para
Concentragdo Relativa / Densidade Volumétrica do Colageno IV

Grupo 1 vs Grupo 4 p < 0.001
Grupo 1 vs Grupo 3 p>0.05
Grupo 1 vs Grupo 2 p>0.05
Grupo 2 vs Grupo 4 ' p <0.001
Grupo 2 vs Grupo 3 p>0.05
Grupo 3 vs Grupo 4 p<0.001

1C 95%: intervalo de Confianga
p: probabilidade (teste de Newmann-Keuls)
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Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

Grupos

Grafico 1 - Densidade Volumétrica do Colageno IV da Membrana Basal Vesical ap6s o

Experimento (%)
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As alteragdes no perfodo pés - menopausa dos constituintes do tecido
conjuntivo, principalmente o colageno, tem sido objeto de vérios estudos. Em funcéo do
aparecimento de varios problemas urogenitais como IUE, disfuncGes miccionais e
prolapsos pélvicos. A correlagio entre este periodo marcado pelo hipoestrogenismo, e as
altas taxas de incidéncia e prevaléncia de problemas citados acima, sugerem que 0s
horménios sexuais exercem importantes efeitos no trato genitounirdrio feminino.
(VERSI, 1984).

Os receptores encontrados no trato urinario sio sensiveis 4 agdo estrogénica, em
todas as fases do ciclo menstrual, em contraste com endométrio e vagina, que apresentam
uma expressdo ciclica. Este dado sugere que o trato urindrio permanece receptivo a

influéncia hormonal, independente dos seus niveis. (SJOBERG, 1989).

Alguns autores enfatizam ainda, que tipos especificos de receptores (o ¢ B)

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

Dentre as evidéncias associando os baixos niveis de estrogénio a um aumento
das disfungdes miccionais, infecgdes urindrias de repeticSo encontramos varios estudos
como, por exemplo, o de HEXTALL et al, 2000; KLUTKE et al, 1985, WEHBA et al
- 1988). Que relatam taxas significativamente maiores destes problemas nas mulheres no

periodo pos - menopausa.

Verificamos na literatura uma ampla variedade de mudangas estruturais ¢
funcionais induzidas pelo estrogénio, dificultando a caracterizagfo precisa da acdo deste

horménio sobre o trato urogenital feminino.

HASHIMOTO et al. (1999) detectaram em coelhas, uma diminuiciio da
densidade do tecido conjuntivo da bexiga, estes achados divergem de DAMBROS,
PALMA et al. (2001), analisando fibras coldgenas e elasticas da parede vesical de ratas
ooforectomizadas, observaram que a condigdo de hipoestrogenismo ndo induziu

modificagSes na concentragdo do tecido conjuntivo (colagenoso e elastico).

O tecido conjuntivo tem, na bexiga, uma funcio predominantemente mecéanica
conferindo ao tecido a capacidade de resistir a grandes forgas de tensfio e de compressao e

de recuperar a forma e a estrutura, quando estas forgas cessam. As fibras coligenas estdo
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distribuidas entre as camadas da parede vesical, formando um padrdo de organizacdo que
sugere que cada regifio apresenta diferentes niveis de propriedades mecénicas e participam
de forma variada nas fun¢Ses de enchimento e esvaziamento vesical MURAKUMO,1995).

A membrana basal vesical se apresenta como uma das principais barreiras de
protegio da porgfo intersticial da bexiga e tem no coldgeno IV um dos seus componentes
mais importantes, pois se apresenta como um esqueleto em que outras proteinas vio

delinear a ultra-estrutura da MB.

Desde os trabalhos de TODD E BOWMAN (1857) que descreveram a
membrana basal como sendo uma fina e delicada estrutura separando a por¢do celular do
tecido conjuntivo, compreende-se que a membrana basal estd amplamente distribuida em
vérios componentes da matriz extracelular estando diretamente envolvida em um grande
niimero de processos biolégicos. A membrana basal representa um esqueleto extracelular
necessério para o desenvolvimento ordenado de diferentes padrdes teciduais, utilizada na
migracgéio e troca de substratos e na orientac8o espacial para o desenvolvimento tecidual,
organizando as estruturas do citoesqueleto e controlando suas propriedades internas.

Em érgéos de armazenamento, que estejam predispostos a grandes distensdes e
contragdes, a membrana basal que circunda a musculatura lisa deve ser flexivel o suficiente
para acomodar estas alteragGes em sua configuragio, possivelmente em fungfo do arranjo
poligonal das fibras de coligeno tipo IV.

H4, ainda, uma terceira propricdade para a membrana basal que € a
ultrafiltracdo de moléculas e ions, atuando na sele¢do de particulas que transitam entre a
célula e as camadas intersticiais.

Admite-se ainda que a integridade da membrana basal quanto a sua arquitetura
e quanto a sua alta carga anibnica, devem estar preservadas para o adequado cumprimento

de suas funcdes.

Desta forma pode ser relevante a compreensfo dos mecanismos envolvidos na
relacdo do metabolismo do colageno IV e as altera¢les inerentes ao periodo da menopausa,

visando a elucidacfio do seu papel na génese de comorbidades neste periodo.
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Neste estudo, que se propde a quantificar a densidade volumétrica, do colageno
IV na membrana basal, através da estereologia encontramos 0s seguintes resultados. Ao
compararmos 0S grupos normo estrogénicos, Gl = (grupo controle), grupo 2
(ooforectomia + reposicio Hormonal com 17 B-estradiol,
grupo 3 = (procedimento SHAM + 6leo de sésamo), através de pardmetros estereologicos
com o grupo hipoestrogénico, G4 (voforectomia bilateral sem reposi¢iio hormonal)
encontramos uma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos com concentracio

normal de estrogénio e o grupo hipoestrogénico.

Este fato indica uma maior densidade volumétrica de coligeno IV na membrana

basal urotelial das ratas privadas da a¢do estrogénica devido a ooforectomia bilateral.

De acordo com ABRAHANSON (1986) e MARTINEZ-HERNANDEZ (1983)
as alteragBes patolégicas da membrana basal ocorrem através de dois mecanismos
primérios. No primeiro, sio encontrados alteracdes na biossintese ou no metabolismo dos
componentes da membrana basal, podendo levar a uma produgfo exagerada € ou redugfo
da taxa de reposicdo celular. Em muitos casos, o produto deste erro € a elevacio da

concentracdo deste componente na membrana basal, levando a um espessamento desta.

Ha um segundo mecanismo primdrio, onde encontramos a membrana basal
atacada por enzimas proteoliticas elaboradas a partir de processos inflamatorios, células
Vi, parasitas ¢ bactérias,

Em ambos os mecanismos, o produto final é uma perda na integridade da
membrana basal e conseqiiente prejuizo da fungio estrutural, de barreira seletiva e

capacidade de filtragfio molecular.

Neste contexto, os resultados deste estudo revelam uma maior concentracio
relativa de coldgeno IV, podendo exprimir alteragdes em sua biossintese € ou metabolismo

no grupo ooforectomizado sem reposigio de estrogénio.

Desta forma pode ser inferido que a manutenciio dos nivels estrogénicos, s
custas de hormonio enddgeno ou através de reposico, apresentou um efeito protetor na

densidade volumétrica dos componentes da membrana basal .
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Ha alguns aspectos no método utilizado para quantificar estas fibras que devem

ser considerados.

A Estereologia é uma ciéncia que tem como objetivo determinar pardmetros
quantitativos tridimensionais de estruturas anatdmicas a partir de cortes bidimensionais,
valendo-se da geometria ¢ da estatistica para esta aferigBo. DELESSE (1848) lancou as
primeiras idéias que serviram a fundamentagfo da estereologia, provando que a relagéio
entre as dreas 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

estereologicos obtém dados diretamente da microscopia ética € microscopia eletrdnica.

Trazendo como resultado a possibilidade de elucidacio 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, como ja referido anteriormente.

Aos estudos estereol6gicos nem sempre estfio interessados em determinar
- valores absolutos, como o expresso neste estudo em relacéo & densidade volumétrica que
refere uma concentracfio relativa de coldgeno IV em um determinado segmento € ndo o

nﬁme_rd total de fibras de colageno IV.

Assim bexigas de diferentes tamanhos poder&o apresentar um nimero diferente
de fibras coligenas sem que isto possa ser generalizado dentro de uma espécie, pois
refletem diferencas individuais. Por outro lado, ao determinarmos uma densidade
volumétrica temos um valor relativo, que pode ser utilizado para individuos diferentes, pois

representa uma idéia de proporgdio. (DELESSE, 1966).

A estereologia se utiliza de sistemas — teste para sua afericio. Um sistema teste
¢ um conjunto de linhas (retas ou curvas) e pontos. Este deve ser susperposto & imagem
morfologica para a contagem estereolégica. Podemos construir os sistemas-testes com
arranjo regular ou ndo (isto é, aleatdrio). Existem diversos sistemas-teste propostos para

variados fins.
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Tradicionalmente, os sitemas-testes sdo desenhados com retas, ou segmentos de
reta, apresentando os arranjos triangular, quadrado ou hexagonal. Cada um destes arranjos
determina as caracteristicas basicas do sistema-teste. O sistema teste de arranjo triangular
chamado M42 (multi purpose test system) Weibel et al (1966) foi utilizado por se adequar 3
avaliag8o de estruturas fibrilares (como o coldgeno IV).

A grade do sistema M42 € sobreposta 4 transmissio da imagem microscopica

ou através de lentes microscdpicas oculares com sistema previamente gravados.

O preparo das liminas deve oferecer a melhor coloracfio para a estrutura em
estudo, a fim de que estas possam ser plenamente reconhecidas e aprimorem a acuracidade

do teste.

Neste experimento foi utilizado o marcador para imunohistoquimica anticorpo
policlonal anti-colagenolV para coelhos apresentando reacfio cruzada de forte, intensidade

para ratos.

A estereologia, considerada como uwma afericio sem desvio, sem erro
sistemdtico, apresenta-se como uma boa opgdio para a quantificacdio das estruturas

fibrilares, objeto de estudo nesta dissertagéo.

Neste estudo em que encontramos uma maior concentragdo relativa de colageno
IV na membrana basal das ratas hipoestrogénicas, nio pode ser determinado o padrfio
arquitetural assumido pela membrana basal nesta circunstincia, uma vez que as amostras
foram obtidas através de microscopia Optica, sendo necessdrio o uso da microscopia
eletrénica para determinar o padrio de espessamento ou adelgacamento da ultra-estrutura
da membrana basal.

Esta determinacfo podera ser 1til para na compreensdo da patogénese de
problemas como as neoplasias, as Infecgdes do trato urindrio e a cistite intersticial, por
exemplo, que apresentam um padriio de adelgacamento da membrana basal € o padriio de
espessamento, freqiientemente encontrado na membrana basal vascular e glomerular em

individuos com Diabetes Mellitus.
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PARSONS ef al, 1991 relataram que modificacdes no colageno IV podem
representar primaria ou secundariamente alteragdes na membrana basal urotelial,
modificando seus papéis de permeabilidade seletiva de fons e moléculas, podendo
contribuir para a patogénese da cistite intersticial. Demonstrando também que dreas com
perda de coldgeno IV na membrana basal urotelial poderiam sugerir perda na fungfo de
impermeabilidade aos conteudos urindrios, contribuindo para o padrio de inflamacio
cronica encontrando nesta condi¢Bo. Neste estudo, as dreas de perda do colageno IV
apresentavam ainda, a camada de laminina preservadas, diferindo da lesio produzida pelo

carcinoma de células transicionais que ndo preservaria desta camada.

A associagdo de defeitos na membrana basal com neoplasias torna-se notdria,
uma vez que a MB representa uma barreira significativa para a passagem de células
neopldsicas entre os tecidos e a circulagfo; provavelmente porque estd separa os tecidos
epiteliais nervosos e musculares. Ha evidéncias de que ndo apenas o coligeno IV, mas
também a laminina exerce importante papel nesta situacfio através dos seus receptores de
membrana (TERRANOVA, 1980), necessitando-se de uma anilise mais complexa dos

miltiplos fatores envolvidos na oncogénese.

Com relagdo asa doencas infecciosas, alguns microorganismos sdo
reconhecidos por utilizarem dentre os seus fatores de viruléncia algumas etapas para
suplantar a membrana basal dos hospedeiros; produzindo enzimas que degradam o
colageno IV ou que se aproveitam de wma membrana basal fragilizada para ligar-se a
laminina e desempenhar seu potencial de infecgo como, por exemplo, a Escherichia coli,
Streptococcus pyogenes, Staphilococcus aureus, Pseudomonas aeroginosa ¢ parasitas

como o Trypanossoma cruzi, Treponema palidum, e Leichmania. (ABRAHANSON, 1986)

Este estudo evidenciou a necessidade de compreensfio do papel do colageno IV
na integridade da ultra-estrutura da membrana basal e a necessidade de elucidagfo, através
de estudos adicionais, da funciio dos multiplos componentes da membrana basal urotelial.
As alteracbes na densidade volumétrica do coldgeno IV da MB vesical encontradas neste
experimento podem estar associadas a patogénese de muitas entidades nosologicas

ratificando a importéncia de estudos complementares a este.
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Embora o mecanismo pelo qual o estrogénio age sobre o metabolismo do
colageno vesical ainda nfo esteja compreendido, numerosos estudos indicam que os
horménios sexuais femininos em concentragdes normais, principalmente o 17 f—estradiol,
aceleram o acmulo de inibidores da colagenase, mantendo os niveis dos precursores desta
enzima baixos € conseqiientemente a concentragio do coldgeno tissular dentro de

parimetros normais.

Neste estudo evidenciamos um aumento da concentragdo de coligeno IV na
MB urotelial nas ratas hipoestrogénicas. Este fato pode indicar que o metabolismo do
coldgeno IV nfo apresenta o mesmo padrio de resposta encontrado no coldgeno tissular,
podendo envolver neste contexto, o mecanismo de agdo de enzimas ou até mesmo do

préprio estrogénio, ainda desconhecidos.

Recentemente, alguns estudos revelaram a importdncia da remodelagdo da
matriz extracelular e do tecido conjuntivo como um todo, enfatizando a origem de algumas
doencas associadas a defeitos em sua sintese ou degradagfo. Estes autores apontam as
enzimas metaloproteases como sendo importantes reguladores no metabolismo da matriz
extracelular, principalmente do colageno.

Estas enzimas estdo répresentadas 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 degradagic dos componentes da membrana basal.

SATO er al (1991) relatou a associagio de niveis normais de estrogénio, a
manutengio dos niveis corporais de coldgeno, e também a maior atividade das colagenases,
com baixas concentraces de hormoénios sexuais femininos. Ocorrendo diferengas nas

respostas tissulares & agdo destas enzimas.

A pele, abdome, musculatura pélvica e dtero apresentam uma importante taxa
de redugiio do coligeno total. De outra forma, as alteragdes no coldgeno em resposta & agdo
estrogénica no trato urindrio ainda permanece por ser definida uma vez que ha
controvérsias na literatura quanto aos resultados obtidos em estudos clinicos ¢

experimentais.
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A completa regulagdo deste mecanismo enzimdtico nfo estd totalmente
definida. A compreensdio dos sitios especificos de ligagio destas enzimas e os diferentes
tipos de coldgeno, bem como a expressio dos diferentes tipos de receptor para estrogénio
podem ser Gteis na compreensio dos diferentes padrdes do metabolismo do colageno no

periodo pds-menopausa.

A realizacio deste estudo revelou que, a despeito das controvérsias na
literatura, ha evidéncias de que o coldgeno IV apresenta um padrio de sintese e degradagio
diferente dos coldgenos tissulares. Seja por sua estrutura bioquimica ou, eventualmente, por
apresentar uma resposta diferente quanto & agio de enzimas proteoliticas ou horménios
sexuais. Seu papel é de grande relevancia na integridade da MB, e suas alteragdes podem

ser responsaveis pela deterioragdo nas fungdes da MB.

Os resultados deste experimento tornam notéria a necessidade de realizacdo de
novos trabalhos, uma vez que o mecanismo da regulagfio da sintese do colageno IV ndo

estd completamente elucidado.

Discussdo
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CONCLUSOES



A ooforectomia bilateral, em ratas , induziu a uma maior densidade volumétrica
do Colageno IV da Membrana Basal vesical.

A administragio de estradiol no grupo castrado apresentou diferenga
significativa nos pardmetros estereologicos analisados, em relagfio aos animais castrados

sem reposicéo.
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