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RESUMO

Introducao. A Hiperplasia Prostatica Benigna € a causa primaria mais
prevalente de sintomas no trato urinario inferior. Apesar da alta prevaléncia de
hiperplasia prostatica benigna entre homens, os mecanismos responsaveis pela
disfuncdo miccional induzida pela obstrugéo infravesical ainda ndo sdo bem
compreendidos. Animais podem ser utilizados como modelos experimentais
para o estudo de obstrugéo parcial uretral. Alteragées quantitativas e qualitativas
do detrusor hipertréfico incluem modificagdes nas células musculares e aumento
da sintese e deposicao de colageno, que levam a aumento do peso vesical. L-
NAME (L-NG-Nitro arginina metil éster) tem sido amplamente aplicado em
pesquisas basicas e clinicas como um antagonista do 6xido nitrico. Objetivos.
Comparar aspectos morfométricos em camundongos com obstru¢do parcial
uretral, tratados ou ndao com L-NAME. Métodos. Foram utilizados 20
camundongos machos adultos, que foram divididos em 4 grupos experimentais:
Sham, Sham + L-NAME, obstrucao parcial uretral, obstru¢ao parcial uretral + L-
NAME. Para analise histoldgica, os fragmentos de bexiga foram corados com
hematoxilina e eosina e Tricrémico de Masson, e na analise imunohistoquimica
foram utilizados: anticorpos anti-alfa actina para avaliacdo da densidade de
musculo liso, anti-CD31 para avaliacao da densidade vascular, anti-IL6 para
avaliagdo da expressao de interleucina 6, e anti-I-NOS para avaliacdo da
densidade da enzima Oxido nitrico sintetase induzivel tecidual. As laminas
coradas foram fotografadas e capturadas em aumento de 200x e as densidades
de superficie dos parametros mencionados foram aferidas com o software Image
J®. As médias de cada grupo foram analisadas com teste ANOVA com pos-teste
de Tukey. Todas as analises foram realizadas utilizando o software GraphPad
Prism® considerando-se a significAncia superior a 95% (p<0,05). Resultados.
Verificou-se aumento significativo da densidade de musculo liso, aumento de
densidade vascular e reducdo na densidade de luz no grupo sham+L-NAME e
aumento da densidade de IL-6 no grupo OPU. Nao observou-se diferencas entre
os grupos OPU e OPU + L-NAME quanto a densidade de musculo liso, de tecido
conjuntivo e densidade vascular. Conclusao. A obstrugao parcial da uretra
associou-se com edema intersticial, o qual foi parcialmente prevenido pela
deplecdo do NO induzida pelo L-NAME. A inibicdo do NO pelo L-NAME
associou-se com inibicao da sinalizacao inflamatéria na presenca de obstrucao
parcial da uretra.

Palavras-chave: Bexiga urinaria, Obstrucao parcial da uretra, deplecéo de 6xido
nitrico.



ABSTRACT

Introduction. Benign Prostatic Hyperplasia is the most prevalent primary cause
of the lower urinary tract symptoms. Despite the high prevalence of benign
prostatic hyperplasia among men, the mechanisms responsible for voiding
dysfunction induced by infravesical obstruction are still not well understood.
Animals can be used as experimental models for the study of partial urethral
obstruction. Quantitative and qualitative changes in the hypertrophic detrusor
include changes in muscle cells and increased collagen synthesis and deposition,
which lead to increase of bladder weight. L-NAME (L-NG-Nitro arginine methyl
ester) has been widely applied in both basic and clinical research as an
antagonist of nitric oxide. Objectives. To compare morphometric aspects in mice
with partial urethral obstruction, treated or not with L-NAME. Twenty adult male
mice were used and divided into 4 experimental groups: Sham, Sham + L-NAME,
partial urethral obstruction, partial urethral obstruction + L-NAME. For histological
analysis, the bladder fragments were stained with hematoxylin and eosin and
Masson's Trichrome, and in the immunohistochemical evaluation the following
were used: anti-alpha actin antibodies (smooth muscle density); anti-CD31
(vascular density); anti-I-L6 (proinflammatory interleukin 6 expression); and anti-
I-NOS (inducible form of NOS) density. The stained slides were photographed
and captured in 200x magnification and the surface density was measured with
Imaged software. The means of each group were analyzed with ANOVA test with
Tukey's post-test. All analyzes were performed using the Graph Pad Prism
software. In all cases, the significance was set at a probability value of 95%
(p<0,05). Results. There was a significant increase in smooth muscle density,
an increase in vascular density and a reduction in lumen density in the sham+L-
NAME group and an increase in IL-6 density in the OPU group. No differences
were observed between the OPU and OPU + L-NAME groups regarding smooth
muscle density, connective tissue density and vascular density. Conclusion.
Partial urethral obstruction was associated with interstitial edema, which was
partially prevented by NO depletion induced by L-NAME. NO inhibition by L-
NAME was associated with inhibition of inflammatory signaling in the presence
of partial urethral obstruction.

Keywords: Urinary Bladder, Bladder outlet obstruction, Oxide nitric depletion.
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INTRODUCAO

Os sintomas de trato urinario inferior podem ser divididos em trés
grupos de acordo com a International Continence Society: sintomas de
armazenamento, esvaziamento e poés-miccionais. Os sintomas de
armazenamento incluem aumento de frequéncia de micgao, nocturia, urgéncia
miccional e incontinéncia urinaria. Os sintomas de esvaziamento referem-se a
jato urinario fraco e hesitacao. Ja os relacionados a pdés-micg¢do consistem em

sensacao de esvaziamento incompleto e gotejamento terminal (1).

O aumento benigno da prostata resultante da hiperplasia prostatica
benigna (HPB), é a causa primaria mais prevalente de sintomas do trato urinario
inferior (STUI), em homens com mais de 50 anos de idade (2).

A Associacdao Europeia de Urologia tem diretrizes quanto a
abordagem, terapia e acompanhamento de sintomas sugestivos de formas
benignas n&o neurogénicas de STUI/HPB, como por exemplo, obstrugdo
prostatica benigna (OPB), hiperatividade do detrusor e poliuria noturna ou
noctdria em homens com 40 anos ou mais (3,4). Ainda, especula-se que a

disfuncao erétil (DE) também é altamente prevalente na populagdo com HPB (5).

Apesar da alta prevaléncia da HPB, os mecanismos responsaveis pela
disfuncdo miccional induzida pela obstrucéo infravesical ainda ndo sao bem
compreendidos. A investigacdo e o desenvolvimento de terapias adequadas
incluem o uso de modelos animais, de forma a entender o controle fisiolégico da
continéncia urinaria, bem como as condicdes fisiopatolégicas envolvidas na

disfuncao vesical (6).

A coleta, o armazenamento da urina e sua eliminagdo através da
uretra dependem de vias neurais. Os neurotransmissores e 0s mecanismos que
regulam essas vias podem fornecer uma base para intervengao terapéutica em
pacientes com disfungao miccional. O 6xido nitrico (NO) € reconhecido como um
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importante mediador celular com uma ampla gama de fungdes no trato urinario
inferior. E considerado um importante neurotransmissor inibitério, bem como um
modulador da resposta imune celular a microorganismos invasores e células
tumorais no trato urinario inferior de diferentes espécies animais, incluindo
humanos. A administracao com depletores ou doadores de 6xido nitrico (NO) foi
efetiva na reducao da disfungéo vesical em coelhos com OPU por duas semanas
(7). Desta forma, a manipulacdo do NO pode formar a base para novas

intervencoes terapéuticas (7).

Varios estudos utilizaram animais como modelos experimentais para
o estudo de obstrucao parcial uretral (OPU). A indugédo desta condicao leva a
alteracbes estruturais e fisiolégicas da parede vesical semelhantes as
observadas em homens acometidos por HPB (6).

De acordo com Taiming Liua, et al. a identificagdo do 6xido nitrico (NO)
como um receptor derivado do endotélio vascular capaz de promover o
relaxamento vascular, esta sendo de grande interesse na literatura em estudar
este bioativo. O L-NAME é uma molécula produzida endogenamente a partir da
L-arginina pela NO sintase. Devido aos seus efeitos inibidores da NO sintase,
varios analogos da L-arginina tém sido ferramentas farmacoldgicas uteis na
pesquisa relacionada a NOS. De tudo, tais antagonistas de NO sintase, L-NG-
nitro arginina metil éster (L-NAME) tem sido o mais utilizado em tratamentos que

necessitam do efeito de relaxamento muscular.

Estudos experimentais em ratos que tém deficiéncia crénica de NO
sugerem que o NO tem efeito de estimular o relaxamento muscular tanto na
bexiga quanto na uretra. A reducado sistémica do NO causa hiperatividade do
detrusor e diminuigdo do relaxamento funcional da uretra. Verificou-se que
animais tratados com L-NAME tiveram aumento do numero de ciclos miccionais

em comparag¢ao com os animais que nao receberam quaisquer tratamentos (8).

Um estudo em ratos teve como objetivo avaliar os efeitos do L-NAME
na apoptose induzida por lesdo de isquemia-reperfusdo. Dessa forma, a aorta
abdominal foi pingada por 30 minutos visando induzir lesao isquémica da bexiga.
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Nos animais tratados com L-NAME por 7 dias, houve aumento da resposta
contratil vesical, assim como reducao da apoptose que o tratamento com L-
NAME foi eficaz na reperfusao vesical (9)

A obstrugdo vesical leva a alteragdes histolégicas e funcionais na
bexiga ao longo do tempo. O papel da sintese do 6xido nitrico vem sendo
estudado como possivel alvo para o tratamento desta obstrucéo. Foi verificada
melhora das altera¢des funcionais e fibréticas na bexiga em um estudo em ratos
que foram submetidos a OPU simulada por meio de cirurgia e tratados com
inibidor de I-NOS (aminoguanidina) por 2 semanas, sugerindo assim que o NO
contribuiu para as alteracoes fisiopatolégicas da OPU (10).

Alteragbes quantitativas e qualitativas do detrusor hipertrofiado,
verificados em estudos experimentais, incluiram modificacbes nas células
musculares e aumento da sintese e deposicdo de colageno, que levaram a
aumento do peso vesical (11,12). Em estudo de obstrugéo vesical, realizado em
ratos, foi observado aumento significativo das fibras musculares em até 13
semanas apos a obstrucao (13). Ja em coelhos, foi observado o mesmo achado
(14), ainda que sem o emprego de métodos morfométricos. Num outro estudo
foi investigada a influéncia do tratamento por sete dias com L-NAME apoés a
inducéo de obstrucado uretral, em coelhos. Observou-se hipertrofia de musculo
liso nos animais tratados com L-NAME e diminuicdo do peso vesical e

contratilidade vesical no grupo tratado em comparacdo com o nao tratado (15).

Foi verificado, em ratos e coelhos submetidos a obstrugdo vesical,
formagéo significativa de microvasos no detrusor, apés uma semana de
obstrucao (16,17). Porém, os métodos empregados foram inespecificos sem

analise objetiva da densidade vascular.

Além disso, constatou-se que a expressao das enzimas eNOS e |-
NOS, que sao fundamentais no metabolismo do NO nos tecidos, esta
aumentada, em ratos submetidos a obstrucao vesical (18).
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Em estudo em ratos machos Wistar a administragao crénica de L-
NAME (antagonista ndo seletivo da NOS) aumentou acentuadamente o numero
de contragdes nao miccionais (2,62 + 0,89), e frequéncia de micg¢ao (1,97 £0,78),
demonstrando um aumento do limiar de volume (2,83 mL + 1,64) em

comparagao com o grupo controle (8).

Quando ha obstrugdo parcial da uretra em camundongos, foi
observada piora da funcao do detrusor em comparagéo com grupo sham e piora
quando L-NAME foi administrado. Esse estudo demonstra que a deplecéo do
NO promove alteracdes importantes na funcao vesical e que a obstrucao parcial
da uretra provoca alteracdes mais acentuadas na funcao vesical (8)

Em outro estudo foi proposto que a inibicdo nao-seletiva da NOS
(realizada com L-NAME) pode ser util na diminuicao da apoptose causada pela
isquemia-reperfusdo pela qual a bexiga passa em obstrucao uretral (9).
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JUSTIFICATIVA

Do exposto, observa-se que o NO exerce fungdes na homeostase do
detrusor e que sua expressao excessiva pode contribuir para mecanismos
fisiopatolégicos que se relacionam a obstrucéo infravesical. Assim intervengdes
sobre as vias que regulam a expressao do NO no detrusor podem representar

alvos terapéuticos em humanos.

A literatura atual carece de estudos que tenham por objetivo avaliar
os efeitos histolégicos decorrentes de intervencdes sobre a expressao vesical
do NO. Assim, o presente estudo buscou caracterizar, por meio de um estudo
experimental em camundongos, tais alteragbes em animais sob tratamento
crbnico com antagonista ndo seletivo da enzima I-NOS, tendo como focos as
alteragcdes morfométricas na matriz extracelular e nas fibras colagenas bem
como efeitos sobre vascularizagédo e resposta inflamatéria tecidual, por meio de

técnica imunohistoquimica em tecido.
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OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram:

1. Comparar e caracterizar os aspectos morfométricos em camundongos
com obstrucao parcial uretral (OPU), submetidos ou ndo ao tratamento com L-
NAME.

2. Comparar e caracterizar aspectos imunohistoquimicos em camundongos
com obstrucao parcial uretral (OPU), submetidos ou ndo ao tratamento com L-
NAME.
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MATERIAL E METODOS

Animais e grupos experimentais

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

Os animais foram separados em 4 grupos experimentais (5 animais

por grupo):

Grupo A: Sham;
Grupo B: Sham + L-NAME;
Grupo C: obstrucao parcial uretral;

Grupo D: obstrugéo parcial uretral + L-NAME.
Obstrucao Parcial Uretral (OPU)

Os camundongos foram anestesiados com xilazina (30 mg/kg) e
quetamina (2 mg/kg) por meio de injecao intraperitoneal. Posteriormente foi
realizada tricotomia, assepsia do abdémen e laparotomia pré-retro umbilical.
Utilizando lupa cirtrgica, expbs-se a bexiga e o colo vesical e junto a ele
posicionou-se um cateter de 0,6 mm de didmetro. A obstrugdo foi obtida por
ligadura simples com fio de nylon 6-0, preservando-se o0s ureteres e vasos
sanguineos adjacentes. Em seguida, o cateter foi retirado, o muasculo reto
abdominal foi aproximado com pontos simples continuos e pele em pontos
simples separados e ambos os planos feitos com fio nylon 6-0.
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No grupo Sham, os mesmos procedimentos cirurgicos da OPU foram

realizados, entretanto sem ligadura uretral (Figura 1).

Bexiga

Uretra

nd com fio
canula 0,6 mm L nylon 6.0

Figura 1. Em A: Camundongos anestesiados com realizacdo da tricotomia,
assepsia do abdémen e laparotomia pré-retro umbilical. Em B: Exposicao da
bexiga e do colo vesical e junto a ele posicionado um cateter de 0,6 mm de
didmetro. Em C: Aproximagao do musculo reto abdominal com pontos simples
continuos e pele em pontos simples separados. Em D: Desenho esquematico

expondo a técnica para realizacao da OPU.
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Tratamento com L-NAME

O tratamento crénico com L-NAME foi conduzido de acordo com
estudos prévios (Ménica, FZT et al., 2008; Lintomen L et al., 2009). A droga foi
dissolvida em agua e oferecida ad libitum, na dose aproximada de 150
mg/Kg/dia. Os animais Sham + L-NAME, OPU + L-NAME receberam tratamento
por cinco semanas a partir do pds-operatorio imediato.

ApoOs este tratamento os camundongos foram submetidos a
eutanasia, sendo que o método utilizado neste estudo esta de acordo com as
recomendacdes do Comité de Etica em Pesquisa Animal.

Os procedimentos acima descritos foram realizados previamente,
durante outro projeto de pesquisa realizado na nossa instituicdo (Marcy L P, et
al. 2017). Desta maneira, o presente estudo teve como objetivo complementar
pesquisa por meio do estudo morfométrico e imunohistoquimico dos fragmentos

de bexiga obtidos no referido projeto anterior.
Morfometria

Os fragmentos contendo bexiga de camundongo do estudo foram
processados para inclusdo em Paraplast conforme padroniza¢ao do laboratério
Carcinogénese Urogenital e Imunoterapia no Instituto de Biologia da UNICAMP,
sob orientagcdo do Prof. Dr. Wagner Favaro. Destes, foram obtidos cortes
histolégicos com 5um de espessura. Estes cortes foram corados com
hematoxilina e eosina para analise de aspectos histolégicos do tecido, e com
Tricrbmico de Masson, para identificacdo detalhada do colageno, sua
diferenciacao do musculo liso e densidade de luz que representa a area sem
estruturas ou com edema tecidual. Coloragbes especiais e imunomarcagdes
foram utilizadas para analises especificas, detalhadas na secéo
Imunohistoquimica.

Apés as devidas preparacdes histoldgicas, foram obtidas
fotomicrografias digitais com uma camera digital (Olympus DP70, Tokyo, Japan)
diretamente acoplada a um microscépio (Olympus BX51, Tokyo, Japan). Todas
as fotomicrografias foram capturadas em resolugédo de 2040 x 1536 pixels e


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Pereira+ML&cauthor_id=28328190

26

armazenadas no formato de arquivo TIF. Nestas imagens foram realizadas as
analises bidimensionais morfométricas utilizando-se o software ImagedJ versao
1.46r (National Institute of Health, Bethesda, EUA).

Densidade de superficie de fibras musculares e colageno

A analise da densidade de superficie de fibras musculares e colageno
foi realizada por 25 fotomicrografias adquiridas sob magnificagéo de 100x. Estas,
foram obtidas de pelo menos cinco cortes histolégicos corados com Tricrémico
de Masson. De forma complementar as areas nao ocupadas por tecido muscular
ou colageno foram também mensuradas e identificadas como densidade de luz.

Para tanto, os cortes histologicos foram desparafinizados em estufa a
60° e clarificados em xilol. Em seguida foram desidratados em banhos
consecutivos de alcool, corados em fucsina acida e azul de anilina.
Posteriormente foram revelados em agua acética a 1%, hidratados em banhos

consecutivos de alcool e clarificados em xilol.

Imunohistoquimica

Densidade de superficie de fibras musculares

As analises da densidade de superficie de fibras musculares foram
realizadas em 25 fotomicrografias adquiridas sob magnificacdo de 400x. Estas,
foram obtidas de, pelo menos, cinco cortes histolégicos imunomarcados com
anticorpo anti alfa-actina (numero de catalogo 08-0106; Invitrogen Brasil Ltda,
Sao Paulo-SP).

Para tanto, os cortes histoldgicos foram acondicionados em laminas
silanizadas evitando-se a perda destes durante o preparo histotécnico. A etapa
de recuperagéo antigénica foi realizada em banho de tampéo TRIS-EDTA (pH
9.0) overnight em uma estufa a 60°C. Apés blogueio de sitios inespecificos, o
anticorpo primério (anti alfa-actina) foi incubado em cémara Umida por 60
minutos a 40°C. De acordo com a orientacao do fabricante, este anticorpo nao
necessita de diluicdo para sua utilizacdo. A revelagcdo com anticorpo secundario
e diamino-benzidina-tetrahidro cloridro (DAB) foi realizada com o kit Histostain-
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Plus, segundo as orientagcdes do fabricante (nimero de catalogo 003006,

Invitrogen).

Densidade vascular

As analises da densidade de superficie de fibras elasticas foram
realizadas em 25 fotomicrografias adquiridas sob magnificacao de 200x. Estas,
foram obtidas de, pelo menos, cinco cortes histolégicos imunomarcados com
anticorpo anti-CD31 (numero de catalogo ab28364; ABCAM) que é utilizado
como imunomarcador de endotélio vascular, permitindo, assim, a analise da
densidade vascular.

Para tanto, os cortes histoldgicos foram acondicionados em Iaminas
silanizadas evitando-se a perda destes durante o preparo histotécnico. A etapa
de recuperagao antigénica foi realizada em banho de tampao TRIS-EDTA (pH
9.0) overnight em uma estufa a 60°C. Apds bloqueio de sitios inespecificos, o
anticorpo primario (anti-CD31) foi incubado em camara umida por 60 minutos a
40°C. Este foi diluido em PBS/BSA a 1% na proporgéo de 1:100. A revelacao
com anticorpo secundario e diamino-benzidina-tetrahidro cloridro (DAB) foi
realizada com o kit Histostain-Plus, segundo as orientagcdes do fabricante

(numero de catalogo 003006, Invitrogen).

Densidade de superficie de Interleucina 6

As analises da densidade de superficie de Interleucina 6 foram
realizadas em 25 fotomicrografias adquiridas sob magnificacao de 400x. Estas,
foram obtidas de, pelo menos, cinco cortes histolégicos imunomarcados com
anticorpo IL-6 (numero de catalogo ab 6672, Brasil Ltda, Sao Paulo-SP).

Para tanto, os cortes histoldgicos foram acondicionados em Iaminas
silanizadas evitando a perda destes durante o preparo histotécnico. A etapa de
recuperagao antigénica foi realizada em banho de tamp&o TRIS-EDTA (pH 9.0)
overnight em uma estufa a 60°C. Apds bloqueio de sitios inespecificos, o
anticorpo primério (anti- IL - 6) foi incubado em camara umida por 60 minutos a
40°C. Este foi diluido em PBS/BSA a 1% na proporcéo de 1:100. A revelacao
com anticorpo secundario e diamino-benzidina-tetrahidro cloridro (DAB) foi
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realizada com o kit Histostain-Plus, segundo as orientagcdes do fabricante
(numero de catalogo 003006, Invitrogen).

Densidade de superficie de [-NOS

As analises da densidade de superficie de I-NOS foram realizadas em
25 fotomicrografias adquiridas sob magnificacao de 400x. Estas, foram obtidas
de, pelo menos, cinco cortes histolégicos imunomarcados com anticorpo anti |-
NOS (numero de catalogo 08-15532); Invitrogen Brasil Ltda, Sdo Paulo-SP).

Para tanto, os cortes histoldgicos foram acondicionados em laminas
silanizadas evitando a perda destes durante o preparo histotécnico. A etapa de
recuperacao antigénica foi realizada em banho de tampao TRIS-EDTA (pH 9.0)
overnight em uma estufa a 60°C. Apds bloqueio de sitios inespecificos, o
anticorpo primério (anti I-NOS) foi incubado em camara umida por 60 minutos a
40°C. De acordo com a orientacao do fabricante, este anticorpo nao precisa de
diluicdo para sua utilizagdo. A revelacao com anticorpo secundario e diamino-
benzidina-tetrahidro cloridro (DAB) foi realizada com o kit Histostain-Plus,
segundo as orientacdes do fabricante (nUmero de catadlogo 003006, Invitrogen).

Analises das fotomicrografias

A partir das fotomicrografias das bexigas coradas e imunomarcadas,
a densidade de superficie de vasos sanguineos, musculo liso, I-NOS,
Interleucina-6 e colageno foram mensuradas pela técnica de contagem de
pontos (Michele Simdes, et al.). Para tanto, foi utilizada uma grade de 99 pontos
sobreposta a imagem, através da funcao Cell Counter, do software ImageJ.

Analise morfométrica e imunohistométrica

As figuras a seguir mostram as etapas para colocagao da grade de 99

pontos no Imaged (Figuras 2, 3 e 4). O valor da contagem de pontos foi expresso

em porcentagem.
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A obtencado do resultado da area da imagem para realizagcdo do
método de contagem de pontos no software ImagedJ. A Figura 2 mostra a
mensuracao da area da imagem, necessaria para colocar o sistema teste. Na

janela “results” aberta observa-se o resultado da mensuragéao
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Figura 2. Selecdo do arquivo fotogréfico e enquadramento na janela de trabalho. A
numeragao indicada pelo circulo vermelho representa a area a ser utilizada. Tricrdmico
de Masson (200x).
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Figura 4. Recurso cell conter para quantificacdo no software Imaged. A imagem mostra a

grade de 99 pontos (cruzes) sobreposta a fotomicrografia, com a janela cell counter aberta.

Tricrémico de Masson (200x).




32

Analise estatistica

Os dados foram tabulados em planilhas do tipo Microsoft Excel e as
médias dos grupos foram comparadas pelo método estatistico ANOVA com pés-
teste de Tukey.

Todas as analises foram realizadas utilizando o software Graph Pad
Prism (Graph Pad Software, San Diego, Califérnia, EUA).

As diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05.
Todos os resultados foram apresentados como média +/- desvio padréo de cada

grupo.
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RESULTADOS

Na andlise morfométrica verificou-se diferenga significativa na
densidade de superficie de tecido muscular liso (p=0,0078) e densidade de luz
(p=0,003) no grupo sham + L-NAME em relagdo aos demais grupos conforme
demonstrado na Figura 5 e Tabela 1. Nao observou-se diferenca significativa
no tecido conjuntivo e densidade epitelial entre os grupos. Na Figura 6 encontra-
se exemplificada a coloracao utilizada nos quatro grupos estudados.

Tabela 1. Resultados numeéricos referente a média da densidade histolégica
das diferentes estruturas analisadas.

SHAM  SHAM:L-NAME OPU OPU+L-NAME p
DENSIDADE DE LUZ 15,80 9,20 19,20 16,20 0,003
DENSIDADE 19,60 19,80 21,00 23,60 0,960
EPITELIAL
DENSIDADE DE 20,60 20,00 25,.00 23,00 0,420
TECIDO CONJUNTIVO
DENSIDADE DE 32,00 52,20 28,40 23,60 0,0064
MUSCULO LISO
DENSIDADE 4,40 12,00 3,80 4,40 0,0014
VASCULAR
DENSIDADE DE IL-6 11,80 78,40 24,20 12,00 0,00235
DENSIDADE DE I-NOS  95.60 39,80 58,60 13,40 0,512

IL-6: interleucina 6

I-NOS: sintetase de 6xido nitrico induzivel
L-NAME:NG-nitro-L-arginina metil éster
OPU: obstrugéo parcial uretral
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Figura 5. Representacdo grafica das variaveis do estudo morfométrico.
Densidades avaliadas na bexiga de camundongos, caracterizadas em um
(micrébmetros) de acordo com Sistema Internacional de Medidas (Sl). *: diferenca
significativa. OPU: Obstrugéo Parcial Uretral.



35

Figura 6. Corte histolégico do tecido da bexiga de cada grupo. Em (A): Sham;
Em (B): Sham + L-NAME; Em (C): obstrugéo parcial uretral; Em (D): obstrugcéao
parcial uretral + L-NAME. Tricrémico de Masson (200x).
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A densidade do musculo liso do tecido da bexiga de camundongos
também foi avaliada por meio de imunomarcagao com anticorpo anti-alfa actina,
a qual confirmou maior densidade de musculo liso no grupo Sham + L-NAME
(p=0,0064), representados na Figura 7, Figura 11 e Tabela 1.

Figura 7. A a D: cortes histoldgicos de musculo liso de cada grupo. (A): Sham;
(B): Sham + L-NAME; (C): obstrucao parcial uretral; (D): obstrucao parcial uretral
+ L-NAME. Imunomarcagéo por anticorpo anti-alfa actina (200x).
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A densidade do vascular do tecido da bexiga de camundongos foi
avaliada por meio de imunomarcagao com anticorpo anti-CD31. Verificamos que
o grupo Sham + L-NAME apresentou densidade tecidual significativamente
diferente dos demais grupos (p=0,0014) conforme apresentado na Figura 8,

Figura 11 e Tabela 1.

Figura 8. A a D: cortes histologicos da densidade vascular de cada grupo.
(A): Sham; (B): Sham + L-NAME; (C): obstrucao parcial uretral; (D): obstrugcéao
parcial uretral + L-NAME. Imunomarcacao por anticorpo anti — CD31 (200x).
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A expresséao de interleucina 6 no tecido da bexiga de camundongos
foi avaliada por meio de imunomarcac¢ao com anticorpos anti- I-L6. Verificamos
que o grupo OPU apresentou uma maior expressdo de interleucina 6
significativamente diferente dos demais grupos (p=0,00235) conforme
apresentado na Figura 9, Figura 11 e Tabela 1.

.
Figura 9. A & D: cortes histologicos de expressdo de interleucina 6 de cada
grupo. (A): Sham; (B): Sham + L-NAME; (C): obstrugao parcial uretral; (D):

obstrugdo parcial uretral + L-NAME. Imunomarcacao por anticorpo anti-I-L6
(200x).
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A densidade do I-NOS do tecido da bexiga de camundongos foi avaliada
por meio de imunomarcagdao com anticorpo anti-I-NOS. Verificamos que ap6s
analise estatistica que nenhum dos grupos apresentou diferenca significante aos
demais (p=0,512) conforme apresentado na Figura 10, Figura 11 e Tabela 1.

Figura 10. A a D: cortes histolégicos de densidade de I-NOS de cada grupo. (A):
Sham; (B): Sham + L-NAME; (C): obstrugao parcial uretral; (D): obstrugao parcial
uretral + L-NAME. Imunomarcagéao por anticorpo anti-I-NOS (200x).
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Figura 11. Representacdo grafica da analise estatistica da densidade de
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Densidades caracterizadas em um (micrometros) de acordo com Sistema



41

Internacional de Medidas (Sl). *: diferenca significativa. OPU: obstrugcao parcial

uretral.

DISCUSSAO

A obstrugdo parcial da uretra € uma das principais causas de
disfuncao miccional e de sintomas do trato urinario inferior. Pode ser oriunda do
aumento benigno da prostata ou de estenose da uretra (20). O aumento benigno
da préstata € um problema comum em homens idosos, associado com sintomas
do trato urinario inferior, como esvaziamento incompleto da bexiga, jato de urina
fraco, frequéncia urinaria, urgéncia, incontinéncia de urgéncia e nocturia. Apesar
da pléiade de estudos translacionais acerca dos mecanismos fisiopatologicos
relacionados com a patogénese dos sintomas do trato urinario inferior,
consideramos que ainda se justificam as propostas de estudos como o presente,
dadas as dificuldade de se obter modelos experimentais que reproduzam o0s

fendbmenos observados no ser humano (19).

O rigor metodolégico em estudos com tecidos depende de um
conjunto de cuidados, desde a extracdo das amostras, conservacao e fixacao
das mesmas, bem como qualidade dos insumos empregados. Assim, a
preocupagao com esses aspectos norteou todos 0s nossos procedimentos.
Nesse sentido, a concordancia dos resultados observados no estudo
morfolégico quanto a densidade de musculo liso, e no estudo imunohistoquimico
por meio de imunomarcagéo de anti-alfa actina, nos levam a considerar que a
qualidade das amostras e do seu processamento pode ser considerada
satisfatéria, uma vez que tais métodos colheram, direta ou indiretamente,

informacgdes sobre o mesmo alvo microscépio (musculo liso).

Estudos demonstram que o estresse oxidativo desempenha papel
importante para os mecanismos patoldgicos associados com a obstrugao parcial
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da uretra (20). No presente estudo, a menor densidade de musculo liso nos
grupos submetidos na OPU pode ter decorrido seja da deterioracdo ou do
estiramento do mdusculo liso decorrentes da OPU. O edema intersticial
decorrente da OPU, também pode justificar a menor densidade de musculo liso
nos grupos onde foi realizada a OPU. De forma contraria, no grupo SHAM + L-
NAME foi observada densidade de luz (que consideramos que representa a
somatéria do edema tecidual, intensidade de estiramento muscular e/ou
deterioracdo muscular) significativamente menor, 0 que nos leva a considerar
eventual efeito protetor da deplecao de NO sobre esses eventos, uma vez que a
densidade de luz observada foi, também, significativamente menor que no grupo
SHAM. Nesse sentido, em estudo de Mbnica et al, 2008, que utilizou 0 mesmo
modelo experimental de OPU em camundongos, observou-se que a deplecao
cronica da expressao do NO pelo L-NAME contribuiu para aumentar a atividade
contratil do detrusor. De forma contraria do mesmo autor, em ratos que nao
sofreram intervencgdes cirurgicas, mas somente a administracao do L-NAME por
30 dias, Monica FTZ et al observou espessamento da camada muscular do
trigono vesical (23). Porém de forma diversa ao nosso estudo, ndo foi utilizado
um método morfométrico, mas sim critérios exclusivamente histologicos

qualitativos.

Ainda sobre a influéncia do metabolismo no NO sobre o detrusor, no
estudo de Lin WY, et al. 2007 (15), que envolveu coelhos que foram submetidos
a OPU e tratados com L-NAME, observou-se que os animais tratados com L-
NAME + OPU apresentaram atrofia de células musculares. Tal achado foi
concordante com as nossas observacoes, embora ndo tenhamos obtido

significancia estatistica na nossa analise.

A auséncia de diferenca no parametro densidade de luz, que estamos
considerando como proporcional ao edema intersticial, entre os grupos OPU e
OPU + L-NAME nos leva a considerar que a inibicdo do NO, neste cenario, nao
determinou efeito protetor significativo sobre esse aspecto do intersticio vesical,
ou seja, os efeitos da OPU no microambiente independeram da atividade do NO
no tecido. Tal inferéncia pode, eventualmente ser motivo de outros estudos que

tenham por objetivo avaliar efeitos terapéuticos de inibidores do NO sobre o
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intersticio vesical num contexto clinico. Dessa forma, esclarecemos que o
proposito da imunomarcagdo com o anticorpo anti-IL6 foi avaliar os efeitos proé-
inflamatérios da OPU e eventual efeito modulatério da deplecdo do NO neste
processo. Observamos que os animais do grupo OPU apresentaram expressao
significativamente maior desse marcador, a qual decorreu provavelmente dos
efeitos do possivel estresse oxidativo tecidual induzido pela OPU. Nesse sentido,
a menor expressao nos grupos tratados com L-NAME sugere que a deplecao do
NO pode ter efeito inibidor sobre o estresse oxidativo. A referida sinalizagao pré-
inflamatdria, também pode justificar maior grau de edema intersticial, e
consequentemente, a maior densidade de luz observada na presenca de OPU.

Ainda no estudo de Lin WY, et al. 2007, observou-se diminuicdo da
vascularizacdo da camada muscular nas bexigas dos coelhos tratados com L-
NAME + OPU até 8 semanas apds a intervengdo. No presente estudo, nao
verificamos diferencgas significativas na densidade vascular avaliada por meio da
imunomarcacao pelo anticorpo anti-CD31 nos animais submetidos a OPU ou
OPU + L-NAME os quais foram significativamente menores que a
imunomarcacao observada no grupo SHAM + L-NAME, a qual interpretamos
como decorrente da maior densidade muscular, que também foi

significativamente maior neste grupo.

Nao foram observadas alteragbes significativas com relacdo a
densidade epitelial nos 4 grupos estudados no presente estudo. Entretanto, em
um estudo em coelhos submetidos a OPU e tratados com L-NAME, ja citado
anteriormente nesta discussao, observou-se que o L-NAME determinou
denudacéo do urotélio (15). A atribuimos esse fato ao desenho do experimento,
que nao teve por objetivo avaliar alteracdes do epitélio, o qual nao corresponde
ao principal alvo de atividade do NO. As hipbteses para explicar tais divergéncias
incluem a diferenca no modelo experimental (camundongos versus coelhos), o

tempo decorrido da OPU e outras diferencas metodolégicas.

As alteracbes no metabolismo do colageno e alteracbes mais
significativas na matriz extracelular vesical ocorrem tardiamente no processo de

obstrucéo infravesical. Consideramos que o presente estudo ndo capturou essa
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fase. De fato, é conhecida a hipertrofia do tecido conjuntivo nas fases mais
tardias na obstrucéo infravesical, em contraposi¢ao a diminuicao da quantidade
de fibras musculares lisas (detrusor). O espessamento da parede vesical e sua
distensao repetitiva podem decorrer de ciclos de isquemia e reperfusdo durante
e apods cada ciclo miccional (22). Assim, apesar de reconhecermos o potencial
efeito do estresse oxidativo (no qual o NO esta envolvido) nesse processo,
consideramos que outro experimento, com tempos de observacdo mais
prolongados seriam necessarios para permitir inferéncias sobre eventual efeito

protetor de um inibidor no NO como o L-NAME nesse processo.

A avaliacdo da imunomarcacao com anticorpo anti I-NOS teve por
objetivo quantificar a producdo de NO tecidual e avaliar o poder de deplecao
tecidual de NO induzido pelo L-NAME. Entretanto, em nossos resultados nao foi
observada diferenca significativa entre os grupos. Consideramos que variagdes
na imunoexpressdo da I-NOS nao foram captadas no estudo, por limitacao
técnica, em virtude de sua meia vida curta, embora tenhamos observado

tendéncia aumentada de expressao no grupo OPU.

O NO apresenta funcao tecidual multifacetada em funcdo de sua
concentracao e tempo de disponibilizacdo num determinado processo biolégico.
Dessa forma, estudos envolvendo o NO devem ser interpretados com cautela e
a comparacao de modelos experimentais diferentes pode torna-se imprecisa.
Esperamos que nossos achados contribuam para a compreensao da acao do
NO na OPU e suas consequéncias e que a metodologia de andlise histométrica
empregada no presente estudo possa servir de referéncia para futuros modelos

experimentais nessa linha de investigagao.

No nosso estudo deparamos com alguns fatores limitantes que
sugerimos assim, serem aprimorados em um futuro experimento. Assim, a
inclusdo de mais marcadores imunohistoquimicos, tais como o anti CD38
(imunomarcador de macéfrago) e anti collagen 2 (imunomarcador de
neocolagénese) poderiam auxilar a esclarecer alguns aspectos da influéncia do

L-NAME sobre a obstrucao infravesical.
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CONCLUSAO

A obstrucao parcial da uretra associou-se com edema intersticial, o qual
foi parcialmente prevenido pela deplegdo do NO induzida pelo L-NAME, de

acordo com os parametros histomorfométricos e imunohistoquimicos estudados.

A inibicdo do NO pelo L-NAME associou-se com inibigdo da sinalizagdo
inflamatéria nos camundongos com OPU, segundo os parametros

histomorfométricos e imunohistoquimicos estudados.
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