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RESUMO
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Obesidade/sindrome metabdlica sdo fatores de risco para o desenvolvimento dos sintomas
do trato urindrio inferior (LUTS), incluindo hiperatividade de bexiga. Em nosso estudo
visamos investigar a relacdo entre resisténcia a insulina e hiperatividade de bexiga em
modelo de obesidade induzida por dieta hiperlipidica (10 semanas) em camundongos
C57BL6/J. Curvas concentragdo-resposta a diferentes agentes contréteis e a insulina foram
realizadas em bexigas isoladas de camundongos e humanos. Estudo cistométrico foi
conduzido em camundongos anestesiados. Expressdo protéica de PKC, canais de Ca* do
tipo L, eNOS (Ser1177) e AKT (Serd73) fosforiladas, bem como de marcadores da resposta
a proteinas maldobradas (UPR), TRIB3, CHOP e ATF4, foi determinada por western blot.
Camundongos obesos exibiram aumento do peso corpéreo, gordura epididimal, glicemia de
jejum e resisténcia a insulina. As respostas contrateis aos diferentes agentes foram maiores
nos animais obesos, o que foi normalizado pela pré-incubacdo com o bloqueador dos canais
de Ca* do tipo L, amlodipino. Animais do grupo obeso apresentaram hiperatividade de
bexiga, como demonstrado por estudo cistométrico. As curvas concentracdo-resposta ao
agonista muscarinico, carbacol, foram dependentes da ativagio da PKC. A resposta
contratil ao ativador da PKC, PDBu, foi abolida pela incubagdo com amlodipino. O
tratamento com metformina melhorou a sensibilidade a insulina assim como normalizou a
hipercontratilidade in vitro, a hiperatividade de bexiga e os niveis de PKC e pAKT em
camundongos obesos. A insulina (1-100 nM) produziu relaxamento concentragao-
dependente em bexigas de camundongos e humanos, o que foi reduzido pela remog¢do da
camada urotelial ou inibi¢do da via de sinalizacdo da PI3K/AKT/eNOS. Em condi¢Oes
fisiologicas, o estimulo com insulina resultou em um aumento de aproximadamente 3 vezes
nos niveis de GMPc; porém, o relaxamento e os niveis de GMPc foram menores em
bexigas de animais obesos. . A producdo de cGMP foi reduzida na presenga de inibidores
da via da PI3K/AKT/eNOS. A inibicdo da PI3K aboliu a fosforilacio de ambas eNOS e
AKT no urotélio de camundongos. A expressdao de pAKT e peNOS em resposta a insulina
foi reduzida no urotélio de animais obesos em comparagdo com a do grupo controle,
enquanto os niveis de TRIB3, CHOP e ATF4 foram maiores no urotélio dos animais
obesos. O tratamento via oral com o inibidor de estresse de reticulo endoplasmatico, PBA,
normalizou todos os pardmetros funcionais € moleculares dos camundongos obesos. Nossos

dados mostram que a obesidade/sindrome metabdlica em camundongos resulta em

XXX1X



hiperatividade de bexiga associada a resisténcia local a insulina. A modulacdo positiva da
PKC em camundongos obesos medeia simultaneamente a resisténcia a insulina em detrusor
e a hiperatividade de bexiga. Além disso, camundongos obesos e resistentes a insulina
exibem deficiéncia da a¢do da insulina na mucosa da bexiga como conseqiiéncia de estresse
de reticulo, que parece estar também diretamente relacionado ao quadro de hiperatividade

vesical nestes animais.
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Obesity/metabolic syndrome are common risk factors for lower urinary tract symptoms,
including overactive bladder. This study aimed to investigate whether insulin resistance
affects bladder function in a model of obesity induced by high-fat diet (10 weeks) in
C57BL6/J mice. Concentration-response curves to contractile agents and insulin were
performed in human and mouse bladders. Cystometric study was performed in terminally
anaesthetized mice. Western blot was performed in bladders to detect PKC, Ca,1.2,
phosphorylated eNOS (Ser1177) and AKT (Serd473), as well as the unfolded protein
response (UPR) markers TRIB3, CHOP and ATF4. Obese mice exhibited higher body
weight, epididymal fat mass, fasting glucose and insulin resistance. All the contractile
agents produced greater bladder contractions in obese mice, which were fully reversed by
the Ca,1.2 blocker amlodipine. Cystometry evidenced overactive bladder in obese group
that were also prevented by amlodipine. Carbachol induced contractions was dependent on
the PKC activation, and PKC expression was increased in obese mice. Metformin treatment
improved the insulin sensitivity, normalized the in vitro bladder hypercontractility,
cystometric dysfunction and restored PKC and pAKT expression in the obese bladders.
Insulin (1-100 nM) produced concentration-dependent mouse and human bladder
relaxations that were markedly reduced by mucosal removal or inhibition of the
PI3K/AKT/eNOS pathway. In mouse bladders, insulin produced a 3.0-fold increase in
cGMP levels (P<0.05), that was prevented by PI3K/AKT/eNOS pathway inhibition. PI3K
inhibition abolished insulin-induced phosphorylation of AKT and eNOS in bladder mucosa.
Obese mice showed greater voiding frequency and non-voiding contractions, indicating
overactive bladder. Insulin failed to relax bladder or to increase cGMP in obese group.
Insulin-stimulated AKT and eNOS phosphorylation in mucosa was also impaired in obese
mice. The UPR markers TRIB3, CHOP and ATF4 were increased in the mucosa of obese
mice. The UPR inhibitor PBA normalized all the functional and molecular parameters in
obese mice. Our data show that obesity/metabolic syndrome in mice resulted in overactive
bladder associated to a local insulin resistance. Up-regulation of PKC in obese mice
appears to mediate simultaneously the bladder overactivity and the insulin resistance in the
bladders from obese mice bladder. Moreover, obese mice exhibited impaired insulin action
in the urothelium layer as a consequence of the endoplasmic reticulum stress, which was

demonstrated to be directly involved in the bladder overactivity of obese animals.
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1- INTRODUCAO
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A sindrome metabdlica € definida pela coexisténcia de obesidade central, resisténcia
a insulina, intolerancia a glicose, hipertrigliceridemia, dislipidemia e hipertensdo arterial
(Grundy et al., 2004). Segundo o NCEP Adult Treatment Panel III (ATP II1), o diagndstico
de sindrome metabdlica é dado quando ao menos 3 dos fatores de risco estdo presentes,
entre eles: (1) Glicemia de jejum acima > 100 mg/dL; (2) HDL colesterol <40 mg/dL para
homens ou <50 mg/dL para mulheres, (3) Triglicérides >150 mg/dL, (4) Circunferéncia
abdominal > 102 ¢cm para homens ou >88 cm para mulheres e (5) Pressdo arterial: >130
mmHg para sistdlica ou >85 mmHg para diastdlica. A instalagido deste quadro aumenta o
risco para o desenvolvimento de diabetes tipo 2 e doengas cardiovasculares (Opie, 2007). A
resisténcia a insulina é considerada o eixo central da sindrome metabdlica, e consiste na
incapacidade dos tecidos alvo, principalmente figado e musculo esquelético, em responder
eficientemente as concentracdes normais de insulina. A obesidade € o principal fator
etiologico que predispde a resisténcia a insulina e doengas vasculares (Kahn e Flier, 2000;
Carr et al., 2004; Barton et al., 2011).

O aumento da ocorréncia do diabetes mellitus, obesidade e sindrome metabdlica na
populacdo mundial coincide com a crescente incidéncia de complicacdes uroldgicas, que
tem permitido um aumento crescente do interesse pelo estudo da relagdo entre estas
patologias (Moul e McVary, 2010). Estudos recentes apontam uma forte correlacdo entre a
obesidade/sindrome metabdlica e os assim-denominados “Distarbios do Trato Urinério
Inferior” (LUTS; Lower Urinary Tract Symptoms), no qual a bexiga hiperativa ocupa um

papel central, e que pode resultar em incontinéncia urindria (McVary, 2006; Laven et al.,

2008; Richter et al., 2010).
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A bexiga hiperativa ¢ uma condi¢do que, apesar de sua benignidade, apresenta
elevada incidéncia e afeta milhdes de pessoas em todo o mundo, causando profundo
impacto psicossocial e considerdveis custos para o sistema publico de saide. O terceiro
National Health e Nutritional Examination Survey (NHANES III) mostrou que o aumento
do indice de massa corpérea (IMC) em individuos com mais de 25 anos de idade é
positivamente correlacionado com LUTS. Além disso, este estudo também demonstrou que
homens com circunferéncia abdominal maior que 102 cm foram mais propensos a

apresentar LUTS (Subak et al., 2009).

1.1 Fisiologia da bexiga urindria

A funcdo da bexiga urindria é regulada por complexas interacdes entre fibras
aferentes, eferentes e inervagdes somadticas, cujas funcdes sdo integradas pelo sistema
nervoso central e autonomo (Michel e Barendrecht, 2008). Em condi¢des fisioldgicas, a
medida da pressdo intravesical durante o preenchimento da bexiga revela pressdes baixas e
relativamente constantes quando o volume estd abaixo do limiar de pressdo que
desencadeia a mic¢do. Durante o preenchimento da bexiga, a atividade contratil do esfincter
uretral e da musculatura lisa desta estrutura aumenta significativamente, permitindo um
aumento da resisténcia uretral e conseqiiente manutencdo da continéncia urindria (Eersson e
Arner, 2004).

As contragdes neurogénicas da bexiga refletem principalmente a liberacdo do
neurotransmissor excitatorio, acetilcolina (ACh), a partir de fibras parassimpdticas. A
bexiga urindria contém todos os subtipos de receptores muscarinicos conhecidos (M1, M2,
M3, M4 e M5), mas o subtipo M3 é o principal mediador das contra¢cdes do musculo liso

detrusor. O mecanismo cldssico de sinalizag¢do intracelular decorrente de estimulacdo de
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receptores M3 envolve o acoplamento a proteina Ggqii, a qual, por sua vez, ativa a
fosfolipase C (PLC) com subseqiiente geracdao de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e
diacilglicerol (DAG), resultando na liberacdo do Ca* dos estoques do reticulo
sarcoplasmatico e na ativacdo da proteina cinase C (PKC) (Eersson et al., 2004). O Ca®*
liberado se liga a calmodulina, a qual ativa a miosina-cinase de cadeia leve (MLCK),
induzindo a contracdo através da fosforilacdo da miosina de cadeia leve (Somlyo et al.,
2003). Durante este processo, a MLC, fosforilada interage com a B-actina resultando na
contragdo do musculo liso. A PKC, uma vez ativada, fosforila a CPI-17, a qual inibe a
miosina-fosfatase de cadeia leve, aumentando entdo a contragdo do musculo liso de modo
independente de Ca®* (Somlyo et al., 2003). O aumento dos niveis de Ca®* citosélico
resulta de sua mobilizacdo a partir do reticulo sarcoplasmatico e/ou de seu influxo através
de canais de cdlcio presentes na membrana celular. O influxo extracelular de Ca®™ se
reveste de grande importincia nas respostas contrateis, visto que tais respostas deixam de
ser observadas com o uso de bloqueadores de canais de célcio voltagem-dependente.
Entretanto, no musculo liso detrusor, a contragdo resultante da estimulacdo de receptores
M3 € mediada principalmente pelo influxo de Ca®* extracelular através de canais de Ca®*
do tipo L. Demonstrou-se, recentemente, que a ativacdo dos canais de Ca® do tipo L
decorrentes da estimulacdo muscarinica (M3) € regulada pela PKC em detrusor de
camundongos (Huster et al., 2010) (Figura 1).

O neurotransmissor excitatorio ATP, através dos receptores ionotropicos P2X1,
também medeia parte das contragdes resistentes a atropina na bexiga urindria, tanto em
condigdes fisiologicas quanto patoldgicas. Em condicdes patoldgicas, a participacdo do

componente purinérgico pode variar significativamente, ganhando maior ou menor
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importancia dependendo da patologia (Rapp et al., 2005). VariacOes significativas da
participacdo desta via na contracdo do detrusor podem ser verificadas entre as diferentes
espécies animais (Ford e Cockayne, 2011). A sinalizacdo intracelular resultante da
estimulagdo dos receptores ionotrépicos P2X1 via ATP também envolve ativacdo de canais

de Ca®* do tipo L acoplados a receptores (Rapp et al., 2005).

Figura 1: Mecanismo contratil da bexiga resultante da ativacdo de receptores muscarinicos
M3.

Em mamiferos, o relaxamento do detrusor se dd, principalmente, pela via do AMPc e
ativacdo da proteina quinase A (PKA) em resposta a ligacdo da noradrenalina (NOR) aos
receptores beta (P)-adrenérgicos. Os subtipos P-adrenérgicos 1,2,3 estdo presentes em
bexiga urindria; entretanto, 0 RNAm do subtipo B3 corresponde a mais de 95% do total de
RNAm de B-adrenoceptores (Nakahira et al., 2001). Estudo prévio mostrou que os niveis de
AMPc estdao diminuidos em coelhos com obstrucdo parcial da uretra, e que substancias
capazes de aumentar os niveis deste segundo mensageiro produzem melhora dos sintomas
desta desordem. Apesar da presenca de adrenoceptores na bexiga, seu papel na fungao
urindria ainda € controverso. A simpatectomia e o bloqueio dos receptores adrenérgicos,
assim como a deficiéncia da dopamina hidroxilase (enzima que converte dopamina em

noradrenalina) ndo produzem alteracdes no processo de mic¢do (Gillespie, 2004). A via de
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sinalizacdo do NO/GMPc também estd envolvida na modulacdo do tonus muscular da
bexiga (Figura 2). Trabalhos anteriores mostraram que farmacos atuantes nesta via, como
inibidores de fosfodiesterase 5 (PDES) e estimuladores da guanilil ciclase solivel (GCs)
causam relaxamento dose-dependente da bexiga (Bdu et al., 2010). Além disso, estudos
recentes sugerem que inibidores da fosfodiesterase 5 constituem alternativa védlida para o

tratamento da hiperatividade de bexiga (Dmochowski et al., 2010).

NO

GCs
N GMPc

] Poes

Figura 2: Mecanismo de relaxamento desencadeado pelo 6xido nitrico (NO), o qual
estimula a guanilil ciclase solivel (GCs), formando guanosina monofosfato ciclico
(GMPc). GMPc estimula proteina quinase G (PKG), que por sua vez promove o
relaxamento muscular.

‘ PKG msp RELAXAMENTO

5" GMP

1.2 Sindrome metabdlica/obesidade e hiperatividade de bexiga

Viérios estudos epidemiolégicos mostram uma clara relacio  entre
obesidade/sindrome metabdlica e incontinéncia urindria (Joseph et al., 2003; Rohrmann et
al., 2005; Ozden et al., 2007). Correlagdo positiva foi encontrada entre a presenga de
sindrome metabolica e bexiga hiperativa em mulheres (Uzun e Zorba, 2012). Estudos com
pacientes homens mostram que esta correlagdo € também forte, sendo que a magnitude da
disfun¢do vesical aumenta proporcionalmente com a magnitude da sindrome metabdlica
(Rohrmann et al., 2005). Muitos dos estudos clinicos disponiveis na literatura associam a

sindrome metabdlica a hiperplasia prostitica benigna, a qual pode desencadear bexiga
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hiperativa secundariamente (Hammarsten e Hogstedt, 2001; Kupelian et al. 2009; Parsons
et al. 2011; Lee et al. 2012). A hiperplasia prostatica € atribuida a hiperinsulinemia no
estado obeso, que leva a ativagdo da cascata das proteinas quinases ativadas por mitégeno
(MAPK) e consequentemente a proliferacao celular na prostata (Vikram, 2010).

Entretanto, poucos estudos t€ém explorado a fisiopatologia da disfun¢@o vesical em
modelos experimentais de obesidade/sindrome metabdlica. A maioria dos estudos
publicados neste ambito reporta o uso de modelos de sindrome metabdlica induzida por
dieta rica em frutose. Ratos Wistar alimentados com dieta rica em frutose (60%) por 6
semanas apresentaram obesidade, hiperinsulinemia e hiperglicemia, além de exibirem
aumento de contracdes involuntdrias, o que sugere a instalacdo de quadro de detrusor
hiperativo (Tong e Cheng, 2007). Por outro lado, ratas Wistar também alimentadas com
dieta rica em frutose por periodos prolongados (24 semanas) ndo exibiram aumento do peso
corpéreo, mas tornaram-se hiperinsulinémicas (Lee et al., 2008). Estes animais
apresentaram reducdo da resposta contrétil in vitro do detrusor ao carbacol, estimulagdo
elétrica e KCl, e aumento da contragdo ao ATP . Estudo cistométrico em ratas Zucker
obesas revelou uma redugdo da freqiiéncia de miccdo e de contragdes involuntdrias, tanto
em ratas obesas diabéticas como em obesas ndo-diabéticas, sugerindo que a obesidade
cronica per se reduz a atividade contrétil da bexiga independentemente da presenca do
diabetes (Gasbarro et al., 2010). Embora a obesidade humana seja principalmente
decorrente do consumo de dieta rica em gorduras combinada com baixo gasto energético
(Galgani e Ravussin, 2008), ha poucos estudos experimentais investigando a atividade de
bexiga em modelo de obesidade induzida por dieta hiperlipidica. Ratos Sprague-Dawley
alimentados com dieta hiperlipidica durante 24 semanas tiveram grande ganho ponderal e

exibiram aumento da freqiiéncia de mic¢ao e de contracdes involuntarias em comparacao
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com o grupo controle, sugerindo o desenvolvimento de detrusor hiperativo nestes animais
(Rahman et al., 2007). Trabalho recente mostrou que camundongos duplo-knockout (DKO)
para os genes Irsl e Irs2 hepdticos apresentam hiperatividade de bexiga associada a
aumento dos niveis de TNF-q, o qual regula diretamente a contragdo da bexiga via ativacao
da Rho-quinase (Wang et al.,, 2012). Entretanto, ainda ndo foi estudada a acdo direta da
insulina sobre o tonus muscular da bexiga e o seu potencial envolvimento na fisiopatologia
da cistopatia diabética. A disfuncdo de bexiga urindria durante a obesidade tem sido pouco
estudada e ainda assim os resultados na literatura cientifica sdo conflitantes, o que pode ser
atribuido a diferencas entre os modelos experimentais, idade e género dos animais e
paradigmas experimentais.

A resisténcia a insulina estd associada a vdrias complicagdes periféricas como
doencas cardiovasculares e LUTS (Rask Madsen e King, 2007; Hammarsten e Peeker,
2011). Além de sua bem estabelecida relevancia para a manuten¢do da homeostase da
glicose, a insulina é um importante mediador do relaxamento vascular através de
mecanismos envolvendo a producdo endotelial de NO (Sherrer et al., 1994). A geracdo de
NO pelas células endoteliais resulta da ativacdo da proteina quinase B (AKT), a qual ativa
diretamente a sintase endotelial de NO (eNOS) através da fosforilacdo no residuo de serina
1177 (Dimmeler et al., 1999). O NO medeia a vasodilata¢do através da sua difusdo para o
musculo liso onde ativa a GCs, formando GMPc (Zeng et al., 2000). A resisténcia a
insulina endotelial e o subseqiiente dano vascular sdo a principal causa de disfun¢ao
endotelial associada ao diabetes (Vicent et al., 2003; Contreras et al., 2010) com sérias
implicagdes para a satide cardiovascular dos pacientes. Estudo prévio mostrou que estes

componentes da via de sinalizacdo da PI3K/AKT/eNOS estio expressos na bexiga urindria
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(Weit et al., 2008). Porém, até o momento ndo hd evidéncias de que a insulina ative esta via

de sinaliza¢d@o na bexiga, tal qual ocorre na vasculatura.

1.3 Resisténcia a insulina e estresse de reticulo endoplasmadtico

A insulina medeia a captagdo da glicose principalmente para o misculo esquelético,
figado e tecidio adiposo, promovendo assim a reduc@o dos niveis glicEmicos. Além disso, a
insulina regula a glicemia por inibir a produgdo hepatica e renal de glicose. A resisténcia a
insulina ocorre quando o tecido perde a capacidade de responder a insulina (Murino et al.,
2006), resultando em aumento da glicemia simultaneamente a hiperinsulinemia (Ye, 2013).
A resisténcia a insulina € o fator principal que leva ao diabetes tipo 2. Diferentes
mecanismos moleculares estdo envolvidos na fisiopatologia da resisténcia a insulina, como
mecanismos inflamatdrios, estresse de retiulo endoplasmatico, aumento de 4dcidos graxos
livres circulantes com conseqiiente aumento dos niveis citos6licos de PKC, disfuncdo
mitocondrial, fatores genéticos, estresse oxidativo, entre outros (Murino et al., 2006; Ye,
2013). Muitos destes mecanismos sdo deflagrados pela obesidade e vém ganhando
crescente interesse da comunidade cientifica nos dltimos anos.

Ao longo da década passada, vérios trabalhos mostraram que a obesidade
desencadeia a ativagdo de vias de sinalizacdo relacionadas ao estresse celular e inflamacao
(Uysal et al., 1997; Yuan et al., 2001; Hirosumi et al., 2002). Entretanto, a origem deste
estresse nao € bem conhecida. O reticulo endoplasmatico (RE), organela responsavel pela
sintese e processamento de proteinas de membranas e secretdrias, possui papel chave na
resposta do estresse celular (Ozcan et al, 2004, 2006). Certas condicdes patologicas

interferem na homeostase do RE, levando, consequentemente, ao acimulo de proteinas

maldobradas no limen desta organela. Como reacao ao estresse, a célula ativa um sistema
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de transducgdo de sinal ligando o limen do RE com citoplasma e nticleo celulares, sistema
este chamado de resposta a proteinas maldobradas (Unfolded Protein Response, UPR)
(Hummasti et al., 2010). Diferentes estimulos, como aumento da concentracdo de lipideos e
glicose, levam ao estresse de RE. A obesidade estd associada ao aumento do estresse
mecanico, da glicemia e da biodisponibilidade de nutrientes, acimulo de lipideos, além de
anormalidades do fluxo de energia intracelular (Hummasti et al., 2010). A co-existéncia
destas alteracdes faz da obesidade um fator determinante para o estresse de RE, que por sua
vez desencadeia a resisténcia a insulina nestas condi¢des (Ozcan et al., 2006). Um dos
principais mecanismos envolvidos na resisténcia a insulina associada ao estresse de RE € a
modulacdo positiva do TRIB3 (Gong et al., 2009; Oberkofler et al., 2010;), uma pseudo-
quinase inibidora da AKT, sendo esta ultima diretamente envolvida na sinalizacdo da
insulina, tanto na funcdo metabdlica, como na func¢do reguladora do tdnus vascular, onde
atua ativando a eNOS, aumentando consequentemente os niveis de NO. Trabalhos recentes
mostram que a delecdo génica do TRIB3 previne complicacdes periféricas derivadas do
diabetes tipo 2 a0 mesmo tempo que promove a sensibilizacdo a insulina (Ti et al., 2011;
Wang et al., 2012b).

No presente trabalho, estabelecemos a hipétese segundo a qual a insulina pode
exercer papel regulatério sobre o tonus muscular da bexiga de maneira similar ao que
ocorre na vasculatura, e que a resisténcia a sua a¢ao pode influenciar a fun¢do motora da
bexiga e o padrdo miccional, resultando em hiperatividade vesical. Para demonstrar nossa
hipétese optamos por dividir o trabalho em duas etapas. Na primeira procuramos
caracterizar a fisiopatologia da disfunc@o vesical no modelo de obesidade induzida por

dieta hiperlipidica. Na segunda etapa buscamos investigar a a¢do direta da insulina na

55



regulacdo da funcdo motora da bexiga em condig¢des fisioldgicas e patoldgicas (resisténcia

local a acdo da insulina).

1.4 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Estudos epidemioldgicos e experimentais mostram que a obesidade/sindrome metabdlica
estd associada ao desenvolvimento de LUTS, acometendo milhares de pessoas no mundo
todo. A hiperatividade de bexiga compreende a co-incidéncia de desordens como detrusor
hiperativo, incontinéncia urindria e urgéncia, acompanhada ou ndo de noctiria (Bayliss et
al., 1999; Coyne et al., 2008, Irwin et al., 2008). A despeito da associacdo LUTS com
obesidade/sindrome metabdlica, os mecanismos fisiopatolégicos envolvidos nesta condi¢ao
permanecem pouco compreendidos, o que ¢é evidenciado pela auséncia de estudos
experimentais abordando a influéncia da resisténcia a insulina sobre a funcdo do baixo trato
urindrio. Com base nestas evidéncias, levantamos a hip6tese de que a hiperatividade de
bexiga associada a sindrome metabdlica em modelo murino de obesidade estd diretamente

associada a acdo prejudicada da insulina neste 6rgao.

1.5 OBJETIVO
No presente trabalho estudamos as alteragdes fisiopatolégicas da hiperatividade de
bexiga associada a obesidade induzida por dieta hiperlipidica em camundongos, com &nfase

para a compreensao do papel da resisténcia a insulina nesta condig¢ao.

1.6 OBJETIVOS ESPECIFICOS — PARTE 1
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1.6.1

1.6.2

1.6.3

1.6.4

1.6.5

Investigar as altera¢des funcionais in vitro em bexiga isolada de camundongos
controle e obesos alimentados com dieta hiperlipidica, através da realizacdo de
curvas concentracdo-resposta a agentes contrateis (carbacol, CaCl,, KCl, a,f-
metileno ATP, PDBu) e estimulacdo elétrica;

Investigar a funcdo miccional de animais obesos e controle através de estudo
cistométrico;

Estudar o efeito do bloqueador dos canais de Ca** do tipo L, anlodipino, sobre
as alteragdes funcionais e moleculares em bexigas de camundongos controle e
obesos.

Investigar o papel da resisténcia a insulina na hiperatividade de bexiga, através
do tratamento cronico com metformina sobre as alteracdes funcionais e
moleculares em camundongos controle e obesos.

Avaliar o papel da PKC na hiperatividade de bexiga de animais obesos.

1.7 OBJETIVOS ESPECIFICOS — PARTE 2

1.7.1

1.7.2

1.7.3

1.7.4

Investigar a acdo relaxante direta da insulina em bexiga de humanos e
camundongos, na auséncia e na presenca de inibidores da via PI3K/AKT/eNOS
em tecidos intactos e desprovidos de urotélio;

Investigar a ac@o da insulina sobre os nives de GMPc e expressdo protéica de
AKT e eNOS fosforilados em bexigas de camundongos controle e obesos.
Realizar ensaios de Western blotting para determinar a expressao protéica de
marcadores do stress de reticulo como TRB3, CHOP e ATF4.

Estudar os efeitos da inibi¢ao do estresse de reticulo, através do tratamento com

PBA, sobre a sensibilidade a insulina no urotélio e fun¢do miccional;
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2- MATERIAL E METODOS
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2.1 Modelo animal e caracteristicas gerais

Foram usados camundongos machos da linhagem C57BL/6 com 4 semanas de idade.
Os animais foram fornecidos pelo Centro Multidisciplinar de Investigacdo Bioldgica
(CEMIB) da UNICAMP e mantidos a 24°C em ciclos de claro/escuro (12/12 h), com ragéo
e 4dgua ad libitum no Departamento da Farmacologia da FCM/UNICAMP. Os protocolos
experimentais encontram-se aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da UNICAMP sob o nimero de protocolo 2067-1. Os animais foram inicialmente divididos
em 2 grupos, assim divididos: Grupo Controle (animais que receberam racado padrio e dgua
ad libitum) e Grupo Obeso (receberam a dieta hiperlipidica durante 10 semanas e dgua ad
libitum). Posteriormente, tratamentos farmacoldgicos foram aplicados com objetivos
especificos, conforme descrito adiante.

A obesidade foi induzida através da substitui¢do da racdo padrdo dos camundongos
por dieta hiperlipidica, que consiste de 55% de lipideo, 29% de carboidrato e 16% de
proteina durante 10 semanas (Tsukumo et al., 2007; Calixto et al., 2010). A eficicia das
alteracdes metabodlicas foi comprovada por medidas de peso corporal, da gordura
epididimal e do perfil glicEmico (glicose). A glicose sanguinea de jejum (8 h) foi
mensurada utilizando uma gota de sangue caudal e os valores constatados através de
glicosimetro (ACCUCHEK Performa; Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, EUA),

seguindo as instru¢des do fabricante.

2.2 Tratamentos Farmacologicos
Camundongos controle e obesos foram tratados cronicamente com o anti-
hiperglicemiante, metformina (300 mg/kg/dia, durante 2 semanas, administrado por

gavagem a partir da 8* semana de dieta hiperlipidica). Estes grupos também foram tratados

61



cronicamente com o bloqueador de canal de Ca** do tipo L, anlodipino, 25 mg/kg/dia,
fornecido na dgua de beber durante 21 dias (a partir da 7* semana de dieta hiperlipidica).

Na segunda etapa do trabalho procuramos estudar o papel do estresse de reticulo
endoplasmdtico na resisténcia a insulina dos animais obesos. Para tanto, realizamos
tratamento oral, por gavagem, com 4cido 4-fenilbutirico (PBA, 500 mg/kg duas vezes ao

dia) ou seu veiculo (0.9% de NaCl e 0.15 mM de NaHCOQO3) durante 4 dias (Ozcan et al.,

2009).

2.3 Sensibilidade a insulina in vivo

O teste de sensibilidade a insulina foi realizado apds jejum de 6 h. Amostras de
sangue foram coletadas através da cauda nos tempos 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 min apds a
injecdo intraperitonial de insulina regular (Novolin R, NovoNordisk, Bagsvaerd,
Dinamarca) na concentracdo de 1.00 U/Kg. As concentragdes sanguineas de glicose foram
mensuradas utilizando-se glicosimetro (ACCUCHEK Performa; Roche Diagnostics,
Indianapolis, IN, EUA) e os valores foram usados para calcular a constante de
desaparecimento de glicose sanguinea (Kitt), a qual é baseada na regressdo linear do
logaritmo neperiano das concentracdes de glicose obtidas entre os tempos 0 — 30 min. O

Kitt foi calculado através da férmula 0.693/(t1/2).

2.4 Estudo funcional in vitro em banho para orgao isolado

Para o isolamento do detrusor, os animais foram anestesiados com isoflurano e
exsangiiinados por sec¢do dos vasos cervicais. Em seguida, realizou-se uma incisdo na
parede abdominal, e a bexiga foi exposta e removida através de uma seccao horizontal no

nivel dos ureteres. O isolamento do tecido foi obtido retirando-se a base da bexiga. As
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bexigas foram montadas em camaras de incubacdo com capacidade de 10 ml, e preenchidas
com a solucdo de Krebs-Henseleit, continuamente gaseificadas com 0,:CO; (95:5 %),
mantidas a temperatura de 37°C e pH entre 7,3 a 7,5. Os tecidos foram lavados com solugio
nutritiva Krebs-Henseleit com a seguinte composi¢do (mM): NaCl (118), KCI (4,8), CaCl,
(1,9), MgS04 (1,2), NaHCO;3 (25), KH,PO4 (1,2) e Glicose (10,1).

Os strips foram suspensos através de fio de algoddo, sendo que uma das pontas foi
conectada a um transdutor de forca. A tensdo basal aplicada aos tecidos de origem murina
foi de 5 mN, enquanto para aqueles de origem humana foi de 20 mN. A tensdo foi
periodicamente ajustada durante tempo de estabilizacdo de 1 hora, sendo que a solucdo
nutritiva foi trocada a cada 15 min durante este periodo. As alteragdes de tensdo foram
medidas usando-se transdutores isométricos (AD Instruments, Austrdlia) e registradas em
sistema PowerLab 4/30 de aquisi¢do de dados (Software versdo 7.0, AD Instruments,
Austrélia). A viabilidade dos tecidos foi verificada através da contragdo produzida pela
adicdo ao banho de solucdo de Krebs modificada, em que 80 mM NaCl foi substituido de

forma equimolar por KCl.

2.4.1 Preparacdo de strips de bexiga humana para estudo funcional in vitro

As bexigas de origem humana foram obtidas junto ao Hospital de Clinicas da
UNICAMP. A por¢ao do dpice da bexiga foi removida de doadores universais caddveres,
com idade entre 18 a 60 anos, através de procedimento cirtdrgico. Os procedimentos foram
previamente aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias

Médicas da UNICAMP sob o nimero de protocolo 761/2005.
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2.4.2 Protocolos funcionais
2.4.2.1 Curvas concentraciao-resposta de contracao

Foram realizadas curvas concentragdo-efeito ao carbacol (agonista muscarinico),
KCl e CaCl; no detrusor de camundongos controle e obesos. Apds a realizacdo de cada
curva, foi incubado o bloqueador de canal de célcio voltagem dependente do tipo L,
anlodipino (3 uM), durante 30 min, e realizada nova curva concentragdo-resposta. O
mesmo procedimento foi também realizado com a incubacdo do firmaco anti-
hiperglicemiante metformina (1 pM).

Para a realizacdo da curva ao CaCl, foi necessdria a deplecdo dos estoques de Ca**
do reticulo sarcoplasmético através da incubacdo dos tecidos com &cido ciclopiazdnico
(CPA; 1 uM) durante 15 min. Em seguida, trocou-se o Krebs-Henseleit por igual solucdo,
porém desprovida de Ca®* e contendo 4cido etilenoglicol tetra-acético (EGTA; 1 mM).
Ap6s periodo de equilibrio de 60 min, o meio foi trocado por solu¢do de KCI (80 mM)
desprovido de Ca** a fim de fazer a despolarizacio do tecido. Apés periodo de equilibrio de
30 min realizou-se a curva concentracdo-resposta ao CaCl,. Durante este periodo de 30
minutos foram incubados os farmacos anlodipino ou metformina (Lagaud et al., 1999).

Foram realizadas curvas de contra¢do ndo cumulativas ao agonista purinérgico (a.,f3-
metileno-ATP; 1, 3 e 10 uM), lavando-se o tecido com solu¢do de Krebs-Henseleit nos
intervalos de 20 min entre uma dose e outra. Também realizou-se curvas cumulativas
concentracao-resposta ao ativador da PKC, PDBu (1 nM — 3 uM) na auséncia e na presenca

de anlodipino (3 uM).
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As respostas contrateis dos agonistas foram medidas em mN/mg de peso imido do
strip de musculo liso detrusor. O logaritmo das concentracdes molares dos agonistas foi
colocado em abscissas e a resposta contritil em mN/mg nas ordenadas. Os gréficos foram
tracados e analisados através do programa computacional “GraphPad PRISM” (GraphPad
Software, San Diego, CA, EUA). Os valores de poténcia e respostas mdaximas foram

calculados pela seguinte equagdo (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA):

E= Emax/[(1+(10710°Y + @],

onde E é elevacdo do tonus basal, Ej.x € a mdxima resposta que o agonista pode
produzir, “c” € o logaritimo da ECs, que é a concentracio do agonista que produz 50% da
resposta maxima; “x” é o logaritmo da concentragdo do agonista, o expoente, “N”, significa
a inclinagdo da curva concentracdo-resposta € @ € a resposta observada na auséncia do
agonista. As andlises de regressdes nao lineares para determinar os parametros Ej.x, log

ECsop e o “n” foram feitas utilizeo-se o programa computacional GraphPad Prism,

considereo o parametro @ como zero.

2.4.2.2 Curvas concentracao-resposta de relaxamento

Foram realizadas curvas concentragdo-efeito a insulina (1 — 100 nM) em strips de
bexiga pré-contraidos com KCI (80 mM). As curvas a insulina foram também realizadas na
presenca dos seguintes inibidores da via da PI3Quinase/AKT/eNOS: wortmannin (inibidor
da PI3 quinase; 100 nM) e LY294002 ( inibidor da PI3 quinase; 10 uM), L-NAME
(inibidor nao seletivo da NOS; 100 uM) ou AKT Inhibitor (inibidor da AKT; 5 uM). Estes

inibidores foram incubados por 30 min previamente a pré-contracao dos tecidos com KCI.
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Curvas 2 insulina também foram realizadas em misculo liso detrusor desprovido de
urotélo, o qual foi removido com o auxilio de tesoura oftdlmica sob lupa esteroscopica. As
curvas de relaxamento foram expressas como porcentagem em relacdo a amplitude da pré-

contra¢do obtida com KCl (80 mM).

2.4.2.3 Estimulacao elétrica em bexiga isolada

As bexigas de camundongos controle e diabéticos foram montadas em um sistema
de ganchos para estimulagdo elétrica. Os tecidos foram estimulados eletricamente a uma
voltagem de 80 V, com duracdo dos pulsos de 1 milisegundo, com intervalo entre os pulsos
de 0,2 ms e duragdo da estimulacdo de 10 segundos, nas freqiiéncias de 1, 2, 4, 8, 16 e 32
Hz com intervalo de 3 min entre os estimulos. A estimulagdo elétrica foi realizada através
de estimulador elétrico Grass Telefactor S88 (Grass Telefactor, West Warwick, RI, EUA).

As respostas contrateis foram expressas em mN/mg de peso imido do strip.

2.5 Cistometria

Os camundongos foram anestesiados através de injecdo intraperitonial de uretana
(1,8 g/Kg). O animal foi posto em posi¢do de supino e uma cis@o longitudinal de 1 cm foi
realizada na regido abdominal. A bexiga foi exposta e um “butterfly” (25G) conectado a um
cateter (PE5S0) foi introduzido no dpice da bexiga. O catéter foi conectado simultaneamente
a um transdutor de pressd@ao e a uma bomba de infusdo. Antes do inicio da cistometria, a
bexiga foi completamente esvaziada. O cistometograma foi conduzido através da infusio
continua de solucdo salina na bexiga a um fluxo de 0,6 mL/h. Os seguintes parametros

urodindmicos foram avaliados:
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(1) Capacidade (CP) da bexiga, calculada pelo tempo necessario para desencadear a
primeira mic¢do x 0,6 (mL) / 60 min;

(2) Pressao limiar (PL), que € a pressao imediatamente anterior ao inicio da contracdo
de miccdo, e representa a variagdo de pressdo intravesical durante a fase de
enchimento;

(3) Complacéncia (CM), que € a razao entre CP / PL;

(4) Pressao pés-miccional (PPM), que € a pressdo imediatamente posterior a contracao
de micg¢ao, e representa a eficiéncia do esvaziamento da bexiga;

(5) Pressao de pico (CM), que é a amplitude do pico da contracdo que resulta em
miccao;

(6) Freqiiéncia de mic¢do (FM) que € o nimero de contracdes de mic¢do por min;

(7) Freqiiéncia de contragdes involuntdrias (Cls), calculada como nimero de Cls por
minuto, sendo considerada como CI aquela contragdo com amplitude superior a 4

mmHg que ndo resulta em mic¢ao;

2.6 Western blotting

As bexigas, urotélio ou detrusores foram homogeneizados em tampao SDS

utilizando-se homogeneizador Polytron PTA 20S (modelo PT 10/35; Brinkmann

Instruments, Inc., Westbury, NY, EUA), operado em velocidade médxima por 30 s. Os

extratos foram centrifugados a 12000xg, 4°C, durante 20 min para remover materiais

insoldveis. Para a determinacdo de proteinas fosforiladas, as bexigas intactas, detrusor ou

urotélio isolados foram previamente estimulados in vifro com insulina (100 nM). As

concentracdoes de proteina no sobrenadante foram determinadas através do método de

Bradford. Quantidades iguais de proteina de cada amostra (50 pg) foram tratadas com
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tampao Laemmli contendo ditioeritrol (100 mM). As amostras foram aquecidas em banho
com 4gua fervente por 15 min e em seguida aplicadas em gel SDS-PAGE. A
eletrotransferéncia das proteinas para membrana de nitrocelulose foi realizada durante 60
min a 15 V (constante) em sistema semi-seco (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). As ligacdes
inespecificas das proteinas a nitrocelulose foram reduzidas através da pré-incubacio
“overnight” da membrana a 4°C com o tampao de bloqueio (0,5% de leite em po6, Tris 10
mM, NaCl 100 mM e 0,02% de Tween 20). A deteccdo foi realizada utilizeo-se anticorpos
primdrios especificos, anticorpos secundarios HRP-conjugados e solucdo de luminol, como
descrito previamente (Anhé et al., 2007). Foram utilizados anticorpos anti-PKC, anti-
DHPRal, anti-eNOS, anti-eNOS phospho Ser 1177, anti-AKT 1,2,3, AKT fosfofo Ser473,
anti-ATF4, anti-CHOP e anti-TRB3. A densitometria foi realizada useo o Software Scion
Image (Scion Corporation, Frederick, MD, EUA).

Para detec¢do de niveis de p-AKT e p-eNOS foram comparadas bexigas de animais
obesos e controle nos niveis basais e apds estimulacdo in vitro (Krebs-Henseleit, 37°C, pH

7,4 e aerado com gds carbogénio) com insulina (100 nM, 20 min).

2.7 Determinagao dos niveis de GMPc

Para determinacdo dos niveis de GMPc em homogenatos de bexiga de camundongos, os
tecidos foram equilibrados durante 20 min em solucao de Krebs continuamente oxigenada a
37°C. Os tecidos foram entdo estimulados por 30 min com insulina (100 nM). Alguns
tecidos foram incubados com L-NAME (100 uM), wortmannin (100 nM), LY294002 (10
uM) ou com AKT Inhibitor (5 uM) por 15 min antes da adi¢do de insulina. Em seguida, os

tecidos foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido, pulverizados,
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homogeneizados em acido tricloroacético (TCA, 5%) e centrifugados a 1500 g por 10 min a
4 °C. O TCA foi extraido das amostras através de trés lavagens com solucdo de éter
saturado com 4gua. A preparacdo do tracer, amostras, padrdes e incubagcdo com o anticorpo
foi feita conforme descrito no kit disponivel comercialmente (Cayman Chemical Cyclic

GMP EIA kit, Ann Arbor, MI, EUA). Os ensaios foram realizados em duplicata.

2.8 Andlise estatistica

Os dados estdo apresentados como média + erro padrdo das médias (E.P.M) de um
nimero experimental (n). Para comparacdes multiplas entre 3 grupos ou mais, foi usado o
teste de andlise de varidncia (ANOVA de uma via), seguido pelo teste de Tukey. O
programa Instat (GraphPad Software) foi usado para estas andlises. Para a comparagdo
entre dois grupos, usou-se o teste “t” de STUDENT néo pareado. P<0,05 foi aceito como

significante.
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3- RESULTADOS: PARTE 1
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3.1 Caracteristicas gerais

Camundongos obesos exibiram um aumento significante do peso corpdreo e da
gordura epididimal quando comparados ao grupo controle (P < 0,001; Tabela 1). A pressao
caudal ndo foi modificada nos camundongos obesos. O peso da bexiga ndo foi
significativamente modificado entre os grupos obesos e controle. Os niveis de glicose de
jejum foram maiores em aproximadamente 70% no grupo obeso (P < 0,001; Tabela 1). O
tratamento com metformina (300 mg/Kg/dia, 2 semanas) normalizou os niveis elevados de
glicose do grupo obeso sem modificar de modo significativo os demais pardmetros (Tabela

1).
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Tabela 1: Valores de peso corporal, gordura epididimal, peso da bexiga, glicemia de jejum

e pressdo caudal em camundongos obesos e controles, ndo tratados e tratados com
metformina (300 mg/Kg/dia, 2 semanas).

Controle Controle + Metformina Obeso Obeso + Metformina
Peso corporal (g) 28,5+0,3 28,4 +0,3 457+ 1,1 43709
Gordura epididimal (g) 0,25 +0,01 0,39+0,3 1,71 0,08 1,86 0,17
Peso da bexiga (mg) 24,9 +4,1 25,7+0,8 27,9+6,9 27,1 +£0,9
Glicemia (mg/dl) 139,5+6,6 166 + 10 237,7+11,9" 162 +5,2*
Pressdo caudal (mmHg) 844 +34 81 +2,8 85,9 +3,3 83 +3,7

##%P<(,001 comparado com o grupo controle; *P<0,001 comparado com o grupo obeso
nao tratado.
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3.2 Teste de sensibilidade a insulina
Como demonstrado na Figura 3A,B, os camundongos obesos apresentaram resisténcia a
insulina, o que € indicado pela curva obtida no teste de tolerancia a insulina (Figura 3A) e

pela reducdo significativa no valor de Kitt (Figura 3B).
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Figura 3: Teste de sensibilidade a insulina em camundongos obesos e controle: (A) curva
de sensibilidade a insulina e (B) Valores da constante de desaparecimento da glicose
sanguinea (Kitt). Os valores sdo expressos como média + erro padrido da média de 7 - 8
animais. * P<0,05 comparado com o grupo controle.
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3.3 Experimentos funcionais em banho para orgao isolado

A Figura 4A mostra que o agonista muscarinico, carbacol (1 nM — 100 uM),
produziu contracdes concentracdo-dependente em strips de detrusor isolado com resposta
maéxima (E,.x) maior no grupo obeso em comparagio ao grupo controle (5,02 + 0,89 e 1,83
+ 0,36 mN/mg, respectivamente; n = 6-7, P < 0,01). A poténcia (pECsg) ao carbacol ndo foi
modificada nos camundongos obesos em relagdo aos controles (6,23 + 0,09 e 6,11 + 0,06,
respectivamente).

As respostas contrateis ao agonista de receptor P2X1, a,B-metileno ATP (1 — 10
uM), ndo foram diferentes entre animais controles e obesos (n = 6-7; Fig. 4E).

A estimulacdo elétrica (EFS; 1-32 Hz) produziu contragdes frequéncia-dependentes
no musculo liso detrusor de ambos os grupos; porém, foram significativamente maiores nos
camundongos obesos, em todas as freqiiéncias aplicadas (Fig. 4C; n = 6). O pré-tratamento
das preparagdes de musculo liso detrusor com o antagonista muscarinico, atropina (1 uM),
juntamente com o antagonista de receptor purinérgico, PPADS (30 uM), reduziu
drasticamente (P < 0,001) as contracdes induzidas por estimulacdo elétrica tanto no grupo
controle (Emax: 1,57 = 0,25 e 0,37 + 0,09 mN/mg para as preparacOes ndo tratadas e
tratadas, respectivamente; n = 6) como para o grupo obeso (Epax: 2,82 £ 0,38 € 0,93 + 0,19
mN/mg; para as preparacdes ndo tratadas e tratadas, respectivamente n = 6). A incubacio
com o bloqueador do canal de sddio tetrodotoxina (I pM) praticamente aboliu as
contragdes em todas as freqii€ncias testadas (n = 4).

Curvas cumulativas de contracdo receptor-independente aos agentes contréteis KCI
e CaCl, foram também obtidas em strips de detrusor isolado de ambos os grupos (Fig.

4B,D). O KCI (1 — 300 mM; n = 6-7) e o CaCl, (0,01 — 100 mM; n = 5-6) produziram
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contragdes concentracdo-dependente em ambos os grupos, porém com significativo
aumento da E,x nos camundongos obesos (P < 0,05) quando comparado com o grupo
controle (Fig. 4B,D). Ndo encontramos diferencas significativas em relagdo aos valores de
pECso para KCl e CaCl, entre camundongos controle (1,25 + 0,07 e 2,19 + 0,08,

respectivamente) e obesos (1,36 + 0,07 e 2,14 + 0,06, respectivamente).
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Figura 4. Contracdes de detrusor em resposta ao carbacol (A), CaCl,, (B), estimulagdo
elétrica (C), KCI (D) e a,p-metileno-ATP (E) em strips isolados de camundongos controle
e obesos. Os valores sdo expressos como média + erro padrao da média de 6 - 7 animais. *
P<0,05, ** P <0,01 comparado com o grupo controle.
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3.4 Efeito do bloqueio de canais de Ca’* do tipo L

Uma vez que a resposta contratil ao KCI e ao CaCl, foi maior em strips de detrusor
dos camundongos obesos, levantamos a hipdtese que o aumento do influxo de Ca’" através
dos canais de Ca** do tipo L estaria exercendo papel fundamental na hiperatividade de
bexiga e hipercontratilidade induzidas por obesidade.

A incubacdo in vitro do bloqueador de canais de Ca®* do tipo L, anlodipino (3 uM;
n =4-5) normalizou as respostas contrateis ao carbacol (E.x) em detrusor de camundongos
obesos, apresentando pequeno, porém significativo, efeito sobre os tecidos dos
camundongos controle (Fig. 5 A,B). O aumento das contra¢gdes ao KCI (Fig. 5 C,D; n = 5-7)
e ao CaCl, (Fig. 5 E,F; n = 4-5) em camundongos obesos também foi prevenido pelo
anlodipino.

Os animais também foram tratados cronicamente, por via oral, com anlodipino (25
mg/kg/dia, 21 dias), apds o qual avaliamos as respostas contriteis ao carbacol (n = 6-7),
KCl (n = 5-10) e CaCl, (n = 5-11). O tratamento cronico com o anlodipino preveniu o
aumento das contragdes ao carbacol (Fig. 6 A,B), KCI (Fig. 6 C,D) e CaCl, (Fig. 6 E,F) nos
camundongos obesos. O anlodipino ndo alterou significativamente as contracdes induzidas
por carbacol e KCI nos animais controle; porém, reduziu as respostas contrateis ao CaCl,

tanto em camundongos obesos como em animais controle.
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3.5 Papel da resisténcia a insulina na hiperatividade de bexiga em camundongos obesos

O tratamento crénico com o agente anti-hiperglicémico, metformina (300
mg/kg/dia, 14 dias), ndo modificou significativamente o peso corporal e gordura epididimal
em obesos (43,7 £0,9 e 1,86 + 0,1 g, respectivamente, n=11) e camundongos controle (28,4
+ 0,3 e 0,39 + 0,3 g, respectivamente, n=10). O tratamento com a metformina restaurou a
sensibilidade a insulina nos animais obesos, normalizando o valor de Kitt a niveis normais
(5,17 £ 0,81, 4,68 £ 1,23, 2,54 £ 0,80 e 5,76 + 0,38 %/min para controle ndo-tratado,
controle tratado, obesos ndo tratados e obesos tratados, respectivamente; n=4—6), bem
como os valores de glicemia de jejum (166 + 10 e 162 + 5,2 mg/dL. para controle e obeso
tratados, respectivamente; n=5).

O aumento das contragdes de detrusor de camundongos obesos em resposta ao
carbacol (Fig. 6 A,B), KClI (Fig. 6 C,D) e CaCl, (Fig. 6 E,F) foi prevenido pelo tratamento
cronico com metformina (n = 6-11). O tratamento com metformina ndo produziu alteracdes
das respostas contriteis no grupo controle. A incubacio in vitro dos strips de detrusor com
metformina (1 uM, 30 min) ndo modificou significativamente as contracdes de detrusor em

ambos os grupos, controle e obeso (Fig. 5).
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Figura 5. Curvas cumulativas concentracao-resposta ao carbacol (CCh; A,B), KCI (C,D) e
CaCl, (E,F) na presenca de metformina (I uM) ou anlodipino (3 uM) pré-incubados in
vitro em detrusor isolado de camundongos controle e obesos. Os valores sdo expressos
como média + erro padrao da média de 4 - 7 camundongos. * P < 0,05, **P < 0,01
comparados com o grupo controle.
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Figura 6. Curvas cumulativas concentracao-resposta ao carbacol (CCh; A,B), KCI (C,D) e
CaCl, (E,F) em detrusor isolado de camundongos controle e obesos tratados cronicamente
com metformina (300 mg/Kg/dia, 2 semanas) e anlodipino (25 mg/Kg/dia, 3 semanas). Os
valores sdo expressos como média + erro padrdo da média de 4 - 7 camundongos. * P <
0,05, ** P < 0,01 comparados com o grupo controle.
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3.6 Cistometria

Durante a cistometria, os camundongos controle exibiram ciclos de miccao
regulares com esparsas contragdes involuntdrias (Fig. 74). Em contraste, os camundongos
obesos exibiram ciclos de mic¢do irregulares (Fig. 7B) acompanhados por um aumento
significativo (P<0,01) na freqiiéncia de miccdo e de contragdes involuntérias (Fig. 8 A,B; n
=5-7). A pressdo pés-miccional, a qual reflete a eficiéncia do esvaziamento da bexiga, foi
marcantemente maior (P<0,01) nos camundongos obesos, em comparacao com 0s animais
controle (Fig. 8C). A capacidade da bexiga, pressao limiar, complacéncia e pressdao de pico
nao foram modificadas nos animais obesos (Tabela 2).

Uma vez que o anlodipino normalizou as contragdes in vitro nos animais obesos,
procuramos investigar os efeitos do tratamento cronico com este firmaco sob os pardmetros
cistométricos. O tratamento cronico com o anlodipino ndo resultou em alteracdes
urodindmicas significativas no grupo controle (n=5-7); porém, preveniu o aumento da
frequéncia de micg¢do, das contragdes involuntdrias, bem como da pressdo pds-miccional no
grupo obeso (Fig. 7C; Fig. 8). Os demais parametros cistométricos (capacidade, pressao
limiar, complacéncia e pressdo de pico) ndo foram modificados pelo tratamento com
anlodipino (Tabela 2).

Como a melhora da sensibilidade a insulina pelo tratamento cronico com a
metformina também normalizou a hiperatividade de detrusor em camundongos obesos, em
um passo seguinte investigamos o efeito deste agente anti-hiperglicémico nas alteracdes
cistométricas. O tratamento com metformina restaurou a niveis normais os valores de
freqiiéncia de micg¢ao, contracdes involuntdrias e pressao pés-miccional em camundongos

obesos (Fig. 7D; Fig. 8). Os demais parametros permaneceram inalterados apds o
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tratamento (Tabela 2). O tratamento com metformina ndo modificou significativamente os

parametros cistométricos em camundongos controle (Fig. 8).
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Figura 7. Tracados cistométricos representativos de camundongos controle (A), obesos
(B), obesos tratados com anlodipino (C) e obesos tratados com metformina (D). As flechas

em preto indicam as contra¢des de micgao.
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Figura 8. Parametros cistométricos em camundongos controle e obesos, tratados ou nio
com anlodipino (25 mg/Kg/dia, 3 semanas) ou metformina (300 mg/Kg/dia, 2 semanas).
(A) Frequéncia de contracdes de mic¢ao; (B) Frequéncia de contragdes involuntérias e (C)
pressdo pods-miccional. Os dados estdo expressos como média + erro padrdo de 5 — 7
animais. ** P < 0,01 comparado com o grupo controle, # P< 0,01 comparado com o grupo
obeso ndo tratado.
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Tabela 2: Parametros cistométricos avaliados em camundongos obesos e controles tratados
cronicamente ou nao com metformina (300 mg/kg/dia, 2 semanas) ou anlodipino (25
mg/kg/dia, 3 semanas).

Grupo controle

Grupo obeso

Naio tratado Anlodipino ~ Metformina Ndo tratado Anlodipino Metformina
Capacidade 0,13 +0,01 0,15+0,02 0,19 £ 0,04 0,13 £0,02 0,13 £0,03 0,16 £0,02
(ml)
Pressdo limiar 3,6 £0,7 5,3+0,7 42+0,3 43+0,9 4,0+0,6 54+09
(mmHg)
Complacéncia 0,03 £0,004 0,030,007 0,04 =0,009 0,03 £ 0,009 0,03 £0,007 0,036 £0,011
(mmHg/mL)
Pressdo de 12,2 £0,82 9,3+1,02 13,9+ 1,44 122 +23 9,9 +0,88 16,2+1,9
pico (mmHg)

Resultados s@o expressos como média + erro padrdo de 4-7 animais de cada grupo.
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3.7 Papel da PKC no aumento das respostas contrdteis

A PKC regula a atividade de canais de Ca®* em virios tipos de células musculares
lisas, incluindo em detrusor (Huster et al., 2010). Portanto, investigamos o envolvimento da
PKC no aumento das contracdes observadas em camundongos obesos. Os camundongos
obesos exibiram aumento significativo (P<0,01) da resposta contrétil ao ativador da PKC,
PDBu (Epax: 0,71 £ 0,01 mN/mg; n = 4) em comparacdo com o grupo controle (Ep,x: 0,26
+ 0,07 mN/mg; n = 7). A pré-incubagcdao com anlodipino (3 uM) praticamente aboliu as
contragdes induzidas por PDBu em ambos os grupos, controle e obeso (Fig. 9A),
confirmando o envolvimento da PKC na modulacdo positiva da atividade dos canais de
Ca” do tipo L em camundongos obesos. Como mostrado na figura 9B, a expressdo protéica
da PKC foi significativamente maior em bexiga de animais obesos (P<0,05), que ¢é
consistente com os resultados observados nos experimentos funcionais in vitro. O aumento
da expressao protéica da PKC foi prevenida pelo tratamento cronico com anlodipino ou
metformina (Fig. 9C). Os tratamentos ndo afetaram a expressdao de PKC no grupo controle.
Também investigamos a expressdo dos canais de Ca** do tipo L por western blot, mas ndo

encontramos diferencas significativas entre os grupos (Fig. 9D).
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Figura 9. (A) Curva concentracio-resposta ao PDBu, na presenc¢a de anlodipino (3 uM) em
detrusor de camundongos controle e obesos; (B) Bandas representativas de expressao de
PKC e subunidade al dos canais de calcio Ca,1.2; (C) Expressdo protéica de PKC e (D)
Subunidade a1 dos canais de calcio Ca,1.2. Os ensaios de western blot foram realizados em
bexigas de animais obesos e controle, tratados ou ndo com metformina (300 mg/Kg/dia, 2
semanas) ou anlodipino (25 mg/Kg/dia, 3 semanas). Dados expressos como a média + erro
padrdo para 4-7 camundongos. * P < 0,05, ** P < 0,01 comparados com o grupo controle,
*#% P < 0,001 comparado com o grupo obeso tratado in vitro; T P < 0,05 comparado com o
grupo controle tratado in vitro.
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3.8 Efeito da metformina sobre os niveis de AKT fosforilada em camundongos obesos

Para verificar se o tratamento com metformina (300 mg/Kg/dia, 2 semanas) altera a
sensibilidade a insulina na bexiga, estas foram estimuladas com insulina (100 nM) e os
niveis de AKT fosforilada foram mensurados por western blot. A insulina aumentou a
fosforilagio da AKT em bexigas de animais controle (tratados e ndo tratados com
metformina), enquanto as bexigas de camundongos obesos ndo responderam a insulina
(Figura 10). O tratamento com metformina normalizou os niveis de AKT fosforilada na Ser

473 nos animais obesos, evidenciando que a metformina normaliza a funcdo miccional

paralelamente a restauracdo dos niveis de PKC e da sensibiliza¢@o a insulina na bexiga.
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Figura 10: Western blot para determinacao de expressdo de AKT fosforilada apds estimulo
com insulina (100 nM) em bexigas isoladas de camundongos controle e obesos, tratados ou
nido com metformina (300 mg/Kg/dia, 2 semanas) por via oral. Dados expressos como a
média + erro padrdo para 5 camundongos. *P< 0,01, comparado ao grupo controle, # P <
0,01 comparado ao respectivo grupo nao tratado.
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4- DISCUSSAO: PARTE 1
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O presente estudo mostra que camundongos obesos, alimentados com dieta
hiperlipidica, apresentam detrusor hiperativo como resultado do aumento do influxo de
Ca®* extracelular através de canais de Ca®* do tipo L, que parece estar relacionado ao
aumento da expressio de PKC neste tecido. O tratamento com o agente anti-
hiperglicémico, metformina, restaura a sensibilidade a insulina nos camundongos obesos,
além de concomitantemente normalizar os niveis protéicos de PKC e a disfuncdo vesical
nestes animais. Isto indica que a resisténcia a insulina € critica para a progressio da
hiperatividade vesical resultante de obesidade associada a dieta rica em gorduras.

O termo sindrome metabdlica refere-se a combinacdo de anormalidades metabdlicas
ou fatores de riscos para o diabetes tipo 2 e doengas cardiovasculares, como obesidade
central, dislipidemia, hipertensdo e resisténcia a insulina (Hanley et al., 2003; Carr et al.,
2004; Opie, 2007). Entre os fatores de risco, a obesidade central € considerada fator
determinante para o desenvolvimento de sindrome metabdlica (Carr et al., 2004). No
presente modelo de obesidade induzida por dieta hiperlipidica, os camundongos exibiram
aumento do peso corporal e da gordura epididimal (correspondente a gordura abdominal em
humanos), assim como resisténcia a insulina. Utilizando este mesmo modelo, trabalhos
prévios relataram a ocorréncia de dislipidemia e intolerdncia a glicose nos animais
(Tsukumo et al., 2007; Calixto et al., 2010). Estas modificagdes sugerem que o presente
modelo de sindrome metabdlica reproduz as alteracdes observadas em humanos com
sindrome metabdlica. Os camundongos obesos ndo exibiram aumento da pressdo caudal,
excluindo a pressdo caudal como possivel causa das presentes alteracdes funcionais.

Virios estudos epidemiolégicos apontam para uma forte correlacdo entre o
desenvolvimento de disfunc¢des do trato urindrio inferior e obesidade (Richter et al., 2005).

Resultados de nosso estudo urodindmico revelam hiperatividade de detrusor em
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camundongos obesos, como evidenciado pelo aumento da freqiiéncia de mic¢do, freqii€ncia
de contragdes involuntdrias e pressdao pds-miccional. Por outro lado, os demais parametros
cistométricos, como capacidade, complacéncia, pressdo limiar e pressdao de pico ndo foram
alterados. Estes dados diferem de estudo prévio do grupo, onde camundongos com diabetes
tipo 1 induzida por estreptozotocina apresentaram, além das alteragdes mostradas no
presente trabalho, aumento da capacidade, complacéncia e pressdo de pico (Leiria et al.,
2011). Acredita-se que estas alteragdes urodindmicas no diabético tipo 1 sejam
conseqiiéncia do aumento da diurese e do remodelamento da bexiga. A obesidade/sindrome
metabdlica aumenta o risco de desenvolvimento de hiperplasia prostatica benigna, que por
sua vez € fator determinante para o desenvolvimento de detrusor hiperativo resultante da
obstru¢do parcial da bexiga (Parsons et al., 2009). Dessa forma, em nosso estudo, o
aumento da pressdo pds miccional, que reflete reducido da eficiéncia de mic¢do, pode ser
conseqiiéncia de aumento da resisténcia uretral, devido ao aumento de volume prostatico
(Vikram et al., 2010). Entretanto, estudos adicionais seriam necessirios para comprovar
esta hipotese.

As contragdes neurogénicas de bexiga refletem principalmente a liberacdo do
neurotransmissor ACh, a partir de fibras parassimpdticas. Adicionalmente, o ATP também
pode produzir contragdes na bexiga, de maneira concentracdo-dependente, via receptores
P2X1 (Brading e Williams, 1990; Tammela et al., 1994). Além disso, existem componentes
resistentes a acdo muscarinica e purinérgica que ainda ndo foram completamente
caracterizados (Pinna et al., 2006; Kennedy et al., 2007). No presente estudo, tanto as
contragdes de detrusor induzidas por estimulacdo elétrica como aquelas induzidas por
carbacol foram maiores no grupo obeso em comparacdo ao grupo controle, enquanto as

respostas contrateis ao agonista P2X1, a,B-metileno ATP, ndao foram diferentes entre os
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grupos. Os receptores muscarinicos M3 interagem com as proteinas Gq as quais, uma vez
ativadas, desencadeiam a hidrdlise de fosfoinositidios de membrana e consequente geracao
do segundo mensageiro, inositol trifosfato (IP3), o qual promove a liberacdo de Ca® dos
estoques do reticulo sarcoplasmético, aumentando sua concentragdo citosélica (Abrams et
al., 2006). Entretanto, em musculo liso detrusor, as contracdes mediadas por receptores
muscarinicos M3 envolvem principalmente influxo de Ca** extracelular via canais de Ca®*
do tipo L, como demonstrado em bexigas de diferentes espécies animais ¢ de humanos
(Uchida et al., 1994; Masters et al., 1999; Wegener et al., 2004; Schneider et al., 2004;
Wauest et al., 2007; Frazier et al., 2008). Niveis elevados de K" extracelular despolarizam a
membrana celular, ativando os canais de Ca** do tipo L, que resulta no aumento da entrada
de Ca® com subseqiiente ativacdo das proteinas contréteis. Em células musculares lisas, o
bloqueio dos canais de Ca®* do tipo L reduz amplamente a concentracio intracelular de fons
Ca™ ([Ca™]) resultante do estimulo por K* ou CaCl, extracelular. Nossos resultados
mostram um aumento das respostas contriteis dependentes (carbacol) e independentes (KC1
e CaCl,) de receptores, sugerindo que aumento do influxo de Ca®* extracelular via canais
de Ca®* do tipo L pode ser determinante para a hiperatividade de bexiga nos camundongos
obesos. Esta hipétese foi confirmada com o tratamento cronico dos animais obesos com
anlodipino, cujas respostas contriteis ao carbacol, KCl e CaCl, foram normalizadas no
grupo obeso. As alteracdes urodinamicas observadas no grupo obeso também foram
restauradas pelo tratamento com anlodipino, o que estd em consonancia com os resultados
obtidos com a pré-incubacao in vitro deste farmaco, onde se verificou a normalizagcdo das
respostas contrateis aos agentes dependentes e independentes de receptores. Tomados em

conjunto, estes dados sugerem que a hiperatividade de detrusor em camundongos obesos
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reflete um aumento da ativacdo de canais de Ca** do tipo L via receptores muscarinicos
M3.

A cascata de sinalizacdo dos receptores muscarinicos M3 em musculo liso também
envolve a geracdo de diacilglicerol (DAG) levando a ativagdo da PKC e inibicdo da
fosfatase de miosina de cadeia leve, resultando, consequentemente, na contracdo da
musculatura (Abrams et al., 2006). A PKC regula a atividade de canais de Ca** do tipo L
em diferentes tipos de miusculo liso. Em midcitos ventriculares, o acoplamento de ol a-
adrenoceptores com a via Gq/l11-PLC-PKC-CaMKII potencializa o influxo de Ca®*
extracelular através da fosforilacdo das subunidades alc e P dos canais de Ca** do tipo L
(O-Uchi et al., 2008). Trabalho recente em detrusor de camundongos mostra que, em
condicdes fisiolégicas, os canais de Ca®* do tipo L servem como um sitio alvo para o
ancoramento da PKC, a qual € translocada para a membrana celular via estimulagcdo
muscarinica (Huster et al., 2010). Este trabalho sugere que a estimulacdo de receptores
muscarinicos M3 na bexiga regula a atividade dos canais de Ca® do tipo L através da
formagdo de um complexo macromolecular formado por PKC/PLD/canais de Ca** do tipo
L (Huster et al., 2010). No presente estudo, realizamos curvas cumulativas concentra¢io-
resposta ao PDBu (ativador da PKC), e encontramos um aumento significativo da resposta
contrétil em detrusor de camundongos obesos. O tratamento in vitro com o anlodipino (30
min, 3 uM) praticamente aboliu as contra¢gdes induzidas por PDBu em ambos os grupos.
Estes resultados estdo de acordo com o aumento dos niveis de expressao protéica de PKC
na bexiga de camundongos obesos, os quais foram prevenidos pelo tratamento cronico com
anlodipino. A modulac¢do negativa da PKC pelo tratamento cronico com anlodipino pode
ter ocorrido como um feedbak positivo em conseqii€éncia da inativacao/bloqueio dos canais

de Ca®* do tipo L. Tomados em conjunto, nossos dados indicam que a PKC estd
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diretamente envolvida com a hipercontratilidade e hiperatividade de detrusor observada
nestes animais, o que se da provavelmente em razao da exacerbacdo da ativacio dos canais
de Ca** do tipo L pela PKC ativada via receptores Ms. Refor¢ando esta hipdtese, vimos que
a expressao da subunidade al dos canais de Ca** do tipo L foi inalterada entre os grupos;
desta forma, excluiu-se a hipétese segundo a qual o aumento do influxo possa ter ocorrido
em funcdo do aumento da expressdo destes canais e ndao de sua atividade.

A metformina é medicamento de escolha para a terapia farmacolégica de pacientes
com diabetes tipo 2, pois possui efeitos favordaveis, como redugdo dos niveis glicémicos e
menor risco de hipoglicemia. No presente estudo, o tratamento cronico de camundongos
obesos com metformina restaurou a sensibilidade a insulina, bem como os parametros
funcionais in vivo (cistometria) e in vitro nestes animais. Além disso, a metformina reverteu
o aumento dos niveis de PKC e os niveis de AKT fosforilada na bexiga dos animais obesos,
sugerindo que o tratamento normaliza simultaneamente os niveis de PKC e a sensibilidade
a insulina. Estudo prévio mostrou que camundongos knockout para a PKC-0 sdo protegidos
da resisténcia a insulina induzida por dieta rica em gorduras (Kim et al., 2004). Nosso
trabalho mostra que a incubacao in vitro do musculo liso detrusor com metformina (30 min,
1 uM) nao modifica as respostas aos diferentes agentes contrateis (carbacol, KCl e CaCl,),
confirmando que a normalizac@o da fun¢do da bexiga, resultante do tratamento cronico com
este agente anti-hiperglicemiante, de fato foi consequéncia de sua agdo como agente
sensibilizador a insulina e ndo a um eventual efeito direto na musculatura lisa.
Camundongos obesos tratados com metformina ndo apresentaram modificagdo do peso
corpéreo em relacdo aos obesos ndo tratados, sugerindo que a resisténcia a insulina e a
subseqiiente hiperglicemia, € ndo a obesidade per se, sejam as principais causas da

hiperatividade de bexiga. Embora a metformina reduza o peso corporal e circunferéncia
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abdominal em humanos (Lee e Aronne, 2007), tal efeito ndo se confirma em modelo de
animal obeso tratado com este agente (Sena et al., 2011). Curiosamente, a disfuncdo de
bexiga em ratas fémeas Zucker obesas foi atribuida a obesidade cronica e nio ao diabetes
(Gasbarro et al., 2010).

Em suma, nesta etapa do trabalho mostramos que as alteracdes contriteis e
urodindmicas observados em camundongos obesos, alimentados com dieta hiperlipidica,
estdo relacionadas ao aumento dos niveis de PKC em bexiga, resultando em um estado de
super-ativaco dos canais de Ca** do tipo L e, subsequentemente, aumento do influxo de
Ca™ extracelular. E provdvel que a modulacio positiva da PKC em bexiga de
camundongos obesos esteja mediando, simultaneamente, a resisténcia a insulina e a
hiperatividade deste tecido. Desta forma, em condicdes patoldgicas caracterizadas pela
deficiéncia da acdo da insulina, a hiperativacdo dos canais de Ca** do tipo L, através da
estimulagcdo da via M3/PLC/DAG/PKC, leva ao aumento do influxo do extracelular deste
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5-RESULTADOS: PARTE 2
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5.1 Curvas concentracdo-resposta a insulina em bexigas humanas

A fim de se avaliar o efeito relaxante direto da insulina (1-100 nM) sobre a bexiga,

N

realizamos curvas concentracdo-resposta a insulina em strips de detrusor de pacientes
doadores de Orgdo. A insulina gerou resposta relaxante de maneira concentragdo-
dependente, alcancando resposta de 32,6 + 2,9% para 100 nM (Fig. 11A e B). A inibi¢do da
via de sinalizacdo da PI3-K/AKT/eNOS, através da incubacdo prévia (30 min) com os

inibidores da PI3-K (wortmannin; 100 nM e LY294002; 10 uM), da NOS (L-NAME; 100

uM) e da AKT (AKT inhibitor; 5 uM), resultou na inibi¢do do relaxamento induzido pela

insulina (n=4-5, P<0,05; Fig. 11C-F).
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Figura 11: (A, B) Curvas concentragdo-resposta a insulina em bexigas de pacientes do sexo
masculino, com idade entre 18 e 60 anos; (C-F) Curvas concentragdo-resposta a insulina na
presenca dos inibidores da PI3-quinase, wortaminnin e LY294002; da NOS, L-NAME (E),
e da AKT, AKT inhibitor (F). Dados expressos como a média + erro padrdo para 4-6
pacientes. * P < 0,05, comparados a curva controle (circulos vazios).
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5.2 Resposta relaxante a insulina em camundongos obesos

Assim como observado em bexigas humanas, as curvas a insulina em bexigas de
camundongo resultaram em efeito relaxante concentragdo-dependente, o qual foi
significativamente reduzido nos animais obesos em compara¢do aos do grupo controle
(17,1 £3,9% e 35,5 + 3,3% para 100 nM, respectively, n = 11-13, P<0,01; Fig. 12A4). A
pré-incubacdo in vitro (30 min) com L-NAME resultou em reducdo significativa do
relaxamento a insulina no grupo controle (n=5, P<0,05; Fig. 12D). Os inibidores da PI3-K,
wortmannin e LY294002, também reduziram significativamente a resposta relaxante em
camundongos controle (n=4-6, P<0,05; Fig. 12B e C). A insulina ndo produziu efeito
relaxante na presenca do inibidor da AKT (n=5, P<0,05; Fig. 12F). A pré-incubacio dos
inibidores supracitados em bexigas de camundongos obesos ndo produziu alteracdes

significativas na resposta relaxante a insulina (n=4-7; Fig. 12B-E).
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Figura 12: Curvas concentracdo-resposta a insulina em bexigas de camundongos obesos e
controle (A); curvas concentragdo-resposta a insulina na presenca dos inibidores da PI3-
quinase, LY294002 (10 uM, B) e wortmannin (100 nM, C), do inibidor da NOS, L-NAME
(100 uM, D) e do inibidor da AKT, AKT inhibitor (5 uM, E). * P < 0,05 comparado com o
grupo controle nao tratado.
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5.3 Niveis de GMPc, pAKT e p-eNOS em bexiga em resposta a insulina

Para se avaliar os mecanismos moleculares envolvidos na redu¢do da resposta
relaxante a insulina em bexiga de camundongos obesos, quantificamos a fosforilacdo da
AKT em serina 473 (pAKT) e da eNOS em serina 1177 (p-eNOS). O estimulo com
insulina produziu um aumento de aproximadamente 3 vezes nos niveis de pAKT e de 2
vezes nos niveis de p-eNOS em bexigas de camundongos controle, enquanto nenhum
aumento na fosforilacio de ambas as enzimas foi verificado em bexigas de camundongos
do grupo obeso (Fig. 13A,B).

Como demonstrado na figura 13C, a estimulacdo da bexiga de animais controle com
insulina aumentou em aproximadamente 3 vezes (P<0,01) os niveis de GMPc, ndo se
verificando alteracdes nos niveis deste nucleotideo ciclico em bexigas de obesos. Além
disso, a elevacdo dos niveis de GMPc no grupo controle foi prevenida pela pré-incubagao
com os inibidores da via PI3K/AKT/eNOS (L-NAME, wortmannin, LY294002 ¢ AKT

Inhibitor) (Fig. 13C).
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Figura 13: Western blot da fosforilacdo da AKT Serd73 (A) e da eNOSs Ser1177 (B) em
animais controle e obesos nas condi¢Oes basal e estimulada com insulina. Niveis de GMPc
em animais controle e obesos, nas condicdes basal e estimulada com insulina na auséncia e
na presenga dos inibidores: L-NAME (100 uM), wortmannin (100 nM), LY294002 (10
uM) e AKT Inhibitor (5 uM). * P < 0,05 comparado com o basal (auséncia de insulina); **
P < 0,05 comparado com o grupo controle estimulado com insulina.
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5.4 Influéncia do urotélio na resposta relaxante a insulina

Com objetivo de se avaliar o papel do urotélio no relaxamento a insulina,
removemos a camada urotelial com auxilio de estereomicroscopio, apds o qual preparamos
o musculo liso detrusor em banho para 6rgdo isolado para a realizacdo de curvas
concentracdo-efeito a insulina. Verificamos reducdo significativa da resposta relaxante a
insulina em detrusor de camundongos controle desprovidos de urotélio (n = 5, P<0,001;
Fig. 14 A,B). Por outro lado, a remoc¢do do urotélio ndo modificou a resposta no grupo
obeso (Fig. 14 A,B).

O mesmo protocolo foi realizado em bexigas de origem humana onde se observou
uma reducdo significativa do relaxamento a insulina (n = 4, P<0,05; Fig. 14C, D),

confirmando, assim, o papel crucial do urotélio no relaxamento a insulina.
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Figura 14: Curvas concentracdo-resposta a insulina em bexigas intactas e desprovidas de
urotélio de camundongos obesos e controle (A); niveis de relaxamento de bexigas intactas e
desprovidas de urotélio em camundongos obesos e controle em resposta a insulina (100
nM) (B) Curvas concentragdo-resposta a insulina em bexigas humanas intactas e sem
urotélio (C); niveis de relaxamento de bexigas humanas intactas e sem urotélio em resposta

a insulina (100 nM) (D). * P < 0,05, ** P < 0,01, comparado ao grupo controle com bexiga
intacta.

107



5.5 Ativacdo da AKT e eNOS no urotélio pela insulina

Considereo-se que o relaxamento induzido pela insulina é dependente do urotélio,
separamos esta camada do detrusor para quantificar a fosforilagdo da eNOS e da AKT pela
insulina. Verificou-se que a insulina promoveu um aumento dos niveis de pAKT e p-eNOS
em urotélio de animais controle, mas ndao em obesos (n = 4-9; Fig. 15A e B). Em detrusor
isolado (sem urotélio) a insulina induziu fosforilacao significativa da AKT (n = 4-6; Fig.
15C) em camundongos do grupo controle, sem alterar a expressdo da pAKT no grupo
obeso, enquanto a expressiao da p-eNOS nido foi modificada em nenhum grupo (n = 4, Fig.
15D). O aumento da fosforilagio da AKT e eNOS no urotélio do grupo controle foi
também prevenido pela incubacdo com wortmannin (100 nM, n = 4, 20 min; Fig. 15E e F).

Em conjunto, os dados acima indicam que a insulina promove relaxamento da
bexiga através da ativacdo da via PI3K/AKT/eNOS no urotélio, liberando NO, o qual
difunde-se do urotélio para o musculo liso detrusor, onde forma GMPc, promovendo
relaxamento da musculatura. Além disso, demonstramos que este mecanismo estd

prejudicado em animais com obesidade induzida por dieta hiperlipidica.
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Figura 15: Expressdao protéica de p-AKT (A) e p-eNOS (B) em urotélio isolado de
camundongos obesos e controle nas condi¢des basal e estimulada com insulina; Expressao
de p-AKT (C) e p-eNOS (D) em detrusor (sem urotélio) isolado de camundongos obesos e
controle nas condicdes basal e estimulada com insulina; Expressdo protéica de p-AKT (E) e
p-eNOS (F) em urotélio isolado de camundongos controle nas condi¢des basal e estimulada
com insulina, na auséncia e na presenca do inibidor da PI3-quinase wortmannin (100 nM).
* P <0,05,**% P<0,01, *** < 0,001 comparados ao grupo controle.
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5.6 Aumento da expressdo de TRIB3, ATF4 e CHOP no urotélio de camundongos obesos

TRIB3 € uma pseudo-quinase inibidora da AKT diretamente envolvida na
patogénese da resisténcia a insulina e associada a obesidade em vdrios tecidos com
relevancia metabdlica (Ti et al., 2011; Wang et al., 2012b). Por este motivo, procuramos
investigar a associagdo entre o estresse de reticulo endoplasmético (ER) com a resisténcia a
insulina no urotélio, através da determinacao da expressdo protéica de marcadores do ER,
como o TRIB3, ATF4 e CHOP. Os niveis de TRIB3 foram maiores no urotélio dos
camundongos do grupo obeso em comparag¢do com os do grupo controle (n = 4-5, P<0,05;
Fig. 16A e B). A expressdao de TRIB3 ¢é induzida pela resposta a proteinas mal dobradas
(Unfolded Protein Response-UPR) através de mecanismo dependente de CHOP e ATF4.
As expressoes protéicas tanto da CHOP quanto da ATF4 foram maiores no grupo obeso em

comparacao ao grupo controle (n = 4-5, P<0,05; Fig. 16A, C e D).
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Figura 16: Imagens representativas das bandas de Western blotting de TRB3, CHOP e
ATF4 em camundongos obesos e controle (A); Expressdo protéica de TRB3 (B), ATF4 (C)
e CHOP (D) em urotélio isolado de camundongos obesos e controle. * P < 0,05, comparado
ao grupo controle.
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5.7 Inibicao da UPR ativada por estresse de reticulo (ER) normaliza a sensibilidade a
insulina no urotélio e a funciao urodinimica de camundongos obesos

A fim de se avaliar se o ER estd envolvido diretamente com a resisténcia a insulina
no urotélio dos animais obesos, realizou-se tratamento oral com o inibidor de ER, acido
fenilbutirico (PBA, 500 mg/Kg, 2 vezes ao dia) por quatro dias. O PBA é uma chaperona
quimica inibidora da UPR ativada por ER, que restaura a homeostase da glicose em
camundongos obesos (Ozcan et al., 2004). Camundongos obesos tratados com PBA
apresentaram melhora da sensibilidade a insulina, como demonstrado pelos valores obtidos
de Kitt (n = 5, P<0,05; Fig. 17A). O tratamento com PBA restaurou completamente a
fosforilacdo da AKT induzida pela insulina (n = 4, P<0,05; Fig. 17B) e aumentou
significativamente os niveis de p-eNOS no urotélio de camundongos obesos (n = 4-6,
P<0,05; Fig. 17C). A expressao de TRIB3, CHOP e ATF4 em urotélio de camundongos
obesos tratados com PBA foi reduzida a valores similares aos encontrados para os
camundongos controle (P<0,05; Fig. 17D-G).

A resposta relaxante a insulina em bexiga de camundongos obesos foi também
normalizada pelo tratamento oral com PBA (39,1 + 3,3%, n = 5; Fig. 18A), enquanto o
relaxamento em animais controle nao foi afetado pelo tratamento com PBA.

A Figura 8B mostra que a insulina induziu um aumento significativo (P<0,05) nos
niveis de GMPc em camundongos obesos tratados com PBA, enquanto nenhuma alteragao
da producdo do GMPc foi observada em camundongos obesos tratados com veiculo. O
tratamento com PBA melhorou os parametros cistométricos avaliados, como freqii€ncia
miccional, freqii€ncia de contragdes involuntdrias e pressao pds-miccional, indicando uma

melhora da fun¢do miccional em camundongos obesos resultante da inibicdo da resisténcia
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Figura 17: Niveis de Kitt para os grupos Controle + veiculo, controle + PBA, obeso +
veiculo e obeso + PBA (A); Expressao protéica de p-AKT (B) e p-eNOS (C) em urotélio
isolado de camundongos obesos (veiculo ou PBA) e controle (veiculo ou PBA) nas
condi¢des basal e estimulada com insulina; Imagens representativas de Western blotting
para TRB3, CHOP e ATF4 (D); Niveis protéicos de TRB3 (E), ATF4 (F) e CHOP (G) em
urotélio isolado de camundongos obesos e controle. * P < 0,05; ** P < 0,01 e *** P <
0,001.
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Figura 18: Curvas concentracdo-resposta a insulina (A) em camundongos obesos (veiculo
ou PBA) e controle (veiculo ou PBA); Niveis de GMPc (B) nas condi¢des basal e
estimulada com insulina em camundongos obesos (veiculo ou PBA) e controle (veiculo ou
PBA); Frequéncia de contrag¢des involuntirias (C); Frequéncia de miccao (D) e Pressao
pos-miccional (E); Imagens representativas do perfil urodindmico de camundongos
controle, obesos e obesos tratados com PBA (F). * P <0,05; ** P < 0,01 e *** P <(,001.
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6-DISCUSSAQ: PARTE 2
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Nesta etapa do trabalho demonstramos que a insulina relaxa bexiga humana e
murina através da ativacdo da via de sinalizacio da PI3K/AKT/eNOS no urotélio,
promovendo liberagdo de NO e formacdo de GMPc, resultando no relaxamento desta
musculatura por mecanismo semelhante ao que ocorre no endotélio vascular. Além disso, a
resposta relaxante a insulina € reduzida em camundongos obesos com bexiga hiperativa
devido a resisténcia a insulina associada a UPR urotelial.

Adicionalmente aos seus efeitos metabodlicos classicos, a insulina constitui-se em
importante modulador do tonus vascular devido a sua acdo vasorelaxante. O mecanismo
envolvido na vasodilatacdo induzida pela insulina se baseia na liberagio de NO do
endotélio para o musculo liso vascular, como resultado da ativag¢do da via de sinalizagcdo da
PI3K/AKT/eNOS (Kim et al., 2006). A resisténcia a acdo da insulina no endotélio estd
associada a alteragdes cardiovasculares e hemodinamicas, conforme demonstrado em ratos
alimentados com dieta hiperlipidica (Zecchin et al., 2003, 2007).

A camada urotelial e o endotélio compartilham algumas semelhancas no que diz
respeito as caracteristicas anatdmicas e funcionais. Ambas encontram-se delineando uma
musculatura lisa, e atuam tanto como barreira protetora quanto como estruturas ativas no
reconhecimento de estimulos térmicos, mecanicos e quimicos. Exercem, assim, papel
sensorial importante em seus sistemas, o que € possivel devido a rica inervacdo aferente
presente nestas camadas (Birder, 2005; Gevaert et al., 2007; Mochizuki et al., 2009,
Zagorodnyuk et al., 2009). Em nosso estudo mostramos que a insulina causa relaxamento
concentracdo-dependente de bexiga humana e murina. Em ambas as espécies estudadas, os
relaxamentos foram reduzidos pela pré-incubacdo in vitro com diferentes inibidores da
cascata de sinaliza¢ao da PI3K/AKT/eNOS, tais como L-NAME, wortmannin, LY294002 e

AKT Inhibitor. Desta forma, nossos dados indicam um papel até entdo desconhecido da
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insulina como reguladora do tonus muscular da bexiga, que ocorre de maneira similar ao
que vem sendo descrito para a vasculatura (Lee et al., 2006).

Em consonéncia com o progressivo aumento da incidéncia de diabetes e resisténcia
a insulina na populagdo mundial, estudos epidemioldicos tém apontado para um
concomitante crescimento da ocorréncia de complicacdes deletérias destas doengas, como
LUTS.

Dada esta acdo fisiolégica da insulina na bexiga, posteriormente levantamos a
hipdtese que a resisténcia a insulina local poderia ter relevancia para a disfuncdo vesical em
camundongos obesos. Embora alguns estudos experimentais e clinicos tenham mostrado
correlagdo positiva entre a sindrome metabdlica/diabetes tipo 2 e disfuncdo de bexiga
(Rohrmann et al., 2005; Laven et al., 2008; Richter et al., 2010; Tai et al., 2010), até os dias
atuais nio ha explicacdo para o impacto da resisténcia a insulina na fun¢do mecanica e
urodindmica da bexiga urindria. Com o objetivo de estudar a fisiopatologia da resisténcia a
insulina na bexiga, primeiramente avaliamos a capacidade da insulina de induzir
relaxamento do detrusor em animais obesos. Apds dez semanas com alimentagdo exclusiva
por dieta hiperlipidica, os camundongos exibiram aumento de peso corpéreo e de gordura
epididimal, além de aumento da glicemia de jejum e da resisténcia a insulina, o que foi
demonstrado pela redug@o do valor de Kitt. Em trabalhos prévios foi demonstrado que estes
animais apresentam intolerancia a glicose e aumento dos niveis de LDL (Toque et al.,
2011). Também foi previamente demonstrado em ratos obesos alimentados com dieta
hiperlipidica um prejuizo da via de sinalizacdo da PI3K/AKT/eNOS em resposta a insulina
ou acetilcolina, levando a reducdo da vasodilatacdo (Zecchin et al., 2007). No presente

estudo mostramos que bexigas de camundongos obesos alimentados com dieta hiperlipidica

exibem resposta relaxante reduzida a insulina in vitro em compara¢do a camundongos
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controle. Com o objetivo de confirmar a via de sinalizac¢do ativada pela insulina na bexiga
medimos a fosforilacdo da AKT e da eNOS e os niveis de GMPc em resposta a insulina.
Observamos que a expressdao de pAKT (Serd73) e de p-eNOS (Ser1177), assim como os
niveis de GMPc, foi reduzida nos animais obesos, enquanto no grupo controle verificou-se
um aumento significativo tanto das proteinas fosforiladas quanto da producdo de GMPc.

Para investigar se o urotélio exerce na bexiga um papel semelhante ao do endotélio
na musculatura vascular, determinamos os niveis de fosforilacio de AKT e eNOS em
resposta a insulina diretamente no urotélio isolado. Encontramos um aumento da
fosforilagdo da AKT em urotélio e em detrusor isolado, enquanto apenas no urotélio
observou-se fosforilagdio da eNOS em resposta a insulina. Adicionalmente, ainda
observamos que a ativacdo de AKT e eNOS ¢ dependente da ativagcdo pela PI3K, uma vez
que a incubacdo prévia com inibidor da PI3K, wortmannin, preveniu o aumento da
fosforilagdo de ambas, AKT e eNOS, em urotélio de camundongos controle. Além disso, o
relaxamento produzido pela insulina foi prevenido pela remocdo do urotélio tanto em
bexigas de animais controle como de humanos. Tomados em conjunto, os resultados
descritos acima sugerem que a insulina medeia o relaxamento da bexiga através da ativagao
da via da PI3K/AKT/eNOS no urotélio, a partir do qual NO ¢ liberado, difundindo-se para
o musculo liso detrusor, resultando no relaxamento da bexiga.

Focamos a ultima parte deste trabalho na explora¢do dos mecanismos causadores da
resisténcia a insulina no urotélio dos camundongos obesos. O estresse de reticulo
endoplasmdtico (ER) tem sido recentemente considerado como evento crucial para o
desencadeamento de resisténcia a insulina associada a obesidade em tecidos periféricos
(Ozcan et al., 2004; Raciti et al., 2010). O ER ocorre como resultado de um rompimento da

homeostase do reticulo endoplasmaético e conseqiiente desencadeamento de uma resposta a
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proteinas mal dobradas (UPR) (Ron e Walter, 2007). Entre as vérias vias de sinalizacdao
ativadas pelo ER, o aumento da expressao da pseudo-quinase TRIB3, desempenha papel
importante para a patogénese da resisténcia a insulina (Oskolkova et al., 2008; Bromati et
al., 2011), uma vez que este se complexa a AKT inibindo-a e levando a descontinuidade da
transdugdo de sinal ativada pela insulina (Du et al., 2005). A UPR estimula o aumento da
expressao de TRIB3 através da estimulacdo dos fatores de transcricio ATF4 e CHOP
(Ohoka et al., 2005).

Individuos portadores de mutagdes gé€nicas que resultam em ganho de funcdo do
TRIB3 apresentam resisténcia a insulina e aumento da incidéncia de complicacdes
associadas (Oberkofler et al., 2010; Gong et al., 2009). Nossos resultados mostram um
aumento da expressdo protéica de TRIB3, CHOP e ATF4 em camundongos obesos.
Corroborando nossos achados, trabalhos recentes mostram um aumento da expressdo de
TRIB3 concomitantemente com reducdo da fosforilacio da AKT em modelos animais de
roedores com diabetes tipo 2. Nestes estudos foi demonstrado que o silenciamento genético
do TRIB3 melhorou algumas complicagdes decorrentes do diabetes, como cardiomiopatia e
aterosclerose, a0 mesmo tempo que restaurou a sensibilidade a insulina e os niveis de
pAKT (Tiet al., 2011; Wang et al., 2012b).

O tratamento com o inibidor de ER, PBA, foi efetivo na redu¢do da expressao de
TRIB3, ATF4 e CHOP no urotélio dos animais obesos, resultado este que comprova a
eficdcia do tratamento realizado. Corroborando dados prévios descritos na literatura, o
tratamento com o PBA resultou na melhora da sensibilidade a insulina e restaurou os niveis
de fosforilacdo da AKT no urotélio. Embora ndo tenha restaurado completamente, o
tratamento com PBA aumentou significativamente a fosforilagdo da eNOS, assim como a

producdo de GMPc em resposta a insulina em compara¢do aos camundongos obesos que
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receberam somente o veiculo. A inibicdo do ER pelo PBA também levou a normalizacdo
do relaxamento induzido pela insulina em animais obesos.

De acordo com a Sociedade Internacional de Continéncia (International Continence
Society — ICS), a bexiga hiperativa € clinicamente caracterizada pela presenca de urgéncia,
acompanhada de freqiiéncia, com ou sem incontinéncia (Abrams et al., 2012).
Cistometrogramas obtidos de pacientes com bexiga hiperativa caracterizam-se por aumento
da frequéncia de contracdes involuntdrias, da frequéncia de mic¢do e do volume residual,
evidenciando quadro de detrusor hiperativo concomitante com reduc¢do da eficicia no
esvaziamento da bexiga. Camundongos com diabetes tipo 2 exibem detrusor hiperativo
caracterizado pelo aumento de contracdes involuntdrias e de micc¢des, além de redugdo do
volume urinado dentro de um periodo de 3 h (Wang et al., 2012a). Também verificamos
alteracdes importantes de alguns parametros cistométricos como freqii€éncia de contragdes
involuntdrias e de miccdo e aumento da pressdo pds-miccional, que por sua vez expressa
um aumento do volume residual. O tratamento com PBA normalizou estes pardmetros nos
animais obesos, sugerindo que a resisténcia a insulina dependente de UPR estd diretamente
envolvida na hiperatividade de bexiga em camundongos obesos. Nossos dados mostram
que a insulina produz relaxamento da bexiga através da ativagdo da via de sinalizacdo
PI3K/AKT/eNOS no urotélio, liberando NO para o musculo liso detrusor. Além disso,
mostramos que camundongos obesos e resistentes a insulina exibem deficiéncia da acdo da
insulina na bexiga como conseqii€éncia de estresse de reticulo, que parece estar diretamente
relacionado ao quadro de hiperatividade vesical apresentado por estes animais. Os
resultados aqui apresentados apontam para um mecanismo de regulacdo do tdnus muscular
da bexiga e da fun¢do miccional, além de propor um importante mecanismo envolvido na

fisiopatologia da cistopatia diabética.
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7- CONCLUSOES
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As alteracOes contriateis e urodindmicas observadas em camundongos obesos,

alimentados com dieta hiperlipidica, estdo relacionadas ao aumento dos niveis de PKC em
. . 2 - ..

bexiga, resultando em aumento do influxo de Ca™" extracelular. A modulagio positiva da

PKC em camundongos obesos medeia simultaneamente, a resisténcia a insulina em

detrusor e a hiperatividade de bexiga nestes animais.

A insulina produz relaxamento da bexiga através da ativacdo da via de sinalizacdo
PI3K/AKT/eNOS no urotélio, liberando NO para o miusculo liso detrusor. Camundongos
obesos e resistentes a insulina exibem deficiéncia da acdo da insulina na mucosa da bexiga
como conseqiiéncia de estresse de reticulo, que parece estar diretamente relacionado ao

quadro de hiperatividade de bexiga apresentado por estes animais.

Os resultados aqui apresentados apontam para um mecanismo de regulacao do tonus
muscular da bexiga onde a resisténcia a insulina influencia diretamente a fun¢do miccional,
além de propor um importante mecanismo envolvido na fisiopatologia da cistopatia

diabética.
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