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Nota Explicativa

A forma de apresentacdo desta dissertacdo de mestrado segue uma
nova orientacdo do coordenador do Programa de PoOs-Graduacdo em Bases
Gerais da Cirurgia da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, com o
objetivo de facilitar sua publicacdo em revista cientifica. Esta dividida em dois
capitulos e um anexo. O primeiro capitulo versa sobre revisdo de literatura, e 0
segundo foi escrito de acordo com as normas internacionais de publicagdo em
periddicos.

O capitulo 1° corresponde a revisdo da literatura a respeito da
hiperatividade do detrusor, modelos experimentais de obstrucdo parcial da
bexiga, acdo da oxibutinina, colageno e fibras do sistema elastico na parede
vesical.

O capitulo 2° refere-se ao trabalho para publicacdo, com o titulo:
“AlteracGes do colageno e do sistema elastico induzidas pela hiperatividade do
detrusor em coelhos. Acdo da oxibutinina”.

No anexo é mostrado: informacbes para autores da revista a ser
publicada.

Tal proposta visa ao aprendizado do pds-graduando em redacdo de
artigos cientificos e divulgacdo do conhecimento, contemplando, assim, o0s

objetivos finais dos programas de pds-graduacéo.
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1- INTRODUCAO

A bexiga e a uretra, partes integrantes do trato urinario inferior (TUI),
funcionam como uma unidade para o desempenho de fungdes complexas que
necessitam de adequada coordenacdo de neurdnios autbnomos periféricos,
somaticos e do Sistema Nervoso Central (SNC). Essas funcdes desenvolvem-se
em duas fases distintas e compreendem o armazenamento de urina (fase de

12 Desta forma, o

enchimento) e a miccdo (fase de esvaziamento)
armazenamento de urina deve ser sob baixa pressdo, sem desconforto e sem
perdas (fase de enchimento), e a micgdo deve ocorrer sem grandes esforcos e sem
residuo urinério (fase de esvaziamento). Essas fases implicam em contracdes e

relaxamentos sinérgicos de musculos lisos e estriados que fazem parte da

estrutura vésico —uretral >,

Durante a fase de enchimento vesical, a pressdo intraluminal deve
permanecer abaixo de 10 cm de &gua e assim manter a complacéncia da bexiga °.
A funcdo intrinseca do tecido muscular da bexiga e as propriedades de
viscosidade e elasticidade dos componentes celulares e extracelulares tém grande
importancia nesta manutencdo ®’. Por outro lado, é fundamental a integridade do
sistema neurologico para a contracdo rapida e sustentada da musculatura lisa que

acompanha o esvaziamento vesical.

Na obstrucédo infra vesical ou nos casos de bexiga neurogénica, pode

ocorrer uma falha nessas fungbes da bexiga, 0 que pode acarretar complicacoes
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uroldgicas como infeccéo, refluxo vésico ureteral, deterioracdo do trato urinario

superior e, finalmente, alteracao da funcdo renal .

A bexiga hiperativa, que pode ser decorrente seja pelo envelhecimento
ou pela obstrucdo parcial da bexiga, pode ocasionar sintomas como freqiéncia,
noctdria e urgéncia, acompanhados ou ndo de incontinéncia urinaria, gerando,
ainda, implicacBes psicossociais importantes. E denominada bexiga hiperativa

neurogénica quando ocorre em pacientes portadores de neuropatia **°.

A hiperatividade do detrusor é caracterizada no estudo urodinamico
pela presenca de contracBes involuntarias, de qualquer amplitude, observadas
durante a fase de enchimento vesical, podendo ser espontanea ou provocada,
parcialmente suprimivel ou ndo. Entretanto, se houver lesdo neurologica, é

definida como hiperatividade detrusora neurogénica ****°,

A hiperatividade do detrusor pode estar associada a obstrucéo
infravesical. Em um estudo prospectivo, utilizando urodinamica em pacientes na
faixa etaria de 60 anos, 0s quais apresentavam sintomas do trato urinario inferior,
observou-se que 68% tinham obstrucdo urinaria, e mais da metade desses

apresentavam hiperatividade do detrusor **.

O tratamento da bexiga hiperativa visa a preservacdo da funcéo do
trato urinario, assim como da complacéncia vesical, o controle das infeccdes
urinarias e, ainda, se possivel, da continéncia urinaria, com melhora da qualidade

de vida.
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A hiperatividade do detrusor pode estar relacionada com a hipertrofia

10,15,16

celular , aumento do deposito de colageno e fibras do sistema elastico na

I 9,10,17,18 18,19,20,21,22

parede vesica e alteracdo na inervacdo intrinseca

Modelos experimentais sdo importantes na obtencdo de obstrucao

parcial da bexiga e desenvolvimento de hiperatividade do detrusor ?#2*.

Na literatura, existem relatos de resultados favordveis no tratamento
da disfuncdo miccional com a aplicacdo de oxibutinina por via intravesical;
entretanto, o0 modo de atuacdo da droga na parede da bexiga e as alteracOes
histomorfométricas decorrentes de sua utilizacdo ndo estdo bem

estabelecidos®2%?7,

2- MODELOS EXPERIMENTAIS DE OBSTRUCAO E HIPERATIVIDADE
DO DETRUSOR

Diferentes modelos experimentais de obstrucdo parcial infravesical

29,30 32

foram descritos, utilizando varios animais: cobaia %, coelho %, gato **, cdo *,
porco * e rato®. A obstrucdo parcial da bexiga foi realizada de diferentes formas:
fios de sutura ao redor do colo vesical %, retalho da fascia do musculo reto
abdominal ¥, injecdo de gordura autéloga no colo vesical *, tubo de polietileno

2 e faixa de silicone ¥ colocados ao redor do colo vesical, e bracelete ajustavel

de polietileno?*.
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Alguns trabalhos, além de caracterizarem as mudangas funcionais e
estruturais da bexiga com obstrucdo parcial, também levaram em consideracdo o

desenvolvimento de contra¢c6es involuntarias do detrusor.

Malmgren et al %0 em 1987, obtiveram contracdes involuntarias em
ratos obstruidos, utilizando o modelo com fio de sutura comparado ao grupo

controle. Gray “

, em 1997, observou o desenvolvimento de contragdes
involuntarias do detrusor em 89% dos animais obstruidos contra 12% dos
animais do grupo controle. Outros autores também verificaram a ocorréncia de

contracdes involuntérias em ratos obstruidos ***2.

Alguns desses modelos experimentais de obstrucdo parcial da bexiga
sdo dificeis de serem reproduzidos. Em nossa experiéncia, em alguns desses
casos, observou-se o deslocamento do cateter de polietileno ou da faixa de
silicone, ocasionando falha na obstrucdo da bexiga e assim o ndo aparecimento
das contracfes involuntarias do detrusor. Por outro lado, quando eram realizados
pontos de sutura nas extremidades desses cateteres, para evitar sua mobilizacao,
em muitos casos observou-se uma obstrucao excessiva, que causou litiase vesical

ou a morte do animal %.

Assim, a utilizacdo de um bracelete ajustavel de polietileno permite
ndo somente a padronizacgdo da obstrucdo parcial, como ainda o aparecimento da

hiperatividade do detrusor em 93% dos casos %*.
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3- FUNCAO DA BEXIGA E ACAO DA OXIBUTININA
3.1- Mecanismo de ac¢do e farmacocinética da oxibutinina

O trato urinario inferior recebe inervacdo de fibras adrenérgicas,
colinérgicas e purinérgicas. Existem dois componentes importantes relacionados
com a contracdo do detrusor. O principal componente é a neurotransmissao
colinérgica mediada pela acetilcolina, e 0 segundo é a neurotransmissao
purinérgica mediada pela adenosina trifosfato “®. Sabe-se que os neurdnios
parassimpéaticos pés-ganglionares sdo a maior fonte de acetilcolina na bexiga .
Em outros estudos, tem sido demonstrada outra fonte de acetilcolina na bexiga ®
Esta fonte de acetilcolina ndo-neuronal €, provavelmente, derivada das células
uroteliais, e a sua liberacdo ocorre ap6s o estiramento das fibras musculares

vesicais ou ainda durante o envelhecimento fisioldgico *°.

A acetilcolina, liberada na jungdo neuro-muscular, liga-se aos
receptores muscarinicos, aumentando a permeabilidade da membrana pds-
sinaptica aos cations sodio e potédssio, causando despolarizacdo e,
consequentemente, contracdo muscular, sendo inativada por hidrélise. Existem
cinco subtipos de receptores muscarinicos (M1-M5). A bexiga humana é dotada

de receptores M2 e M3, sendo aproximadamente 80% do subtipo M2 *.

A contracdo do detrusor € mediada principalmente pelo receptor M3,
porém, o bloqueio exclusivo deste receptor ndo impede a contracdo vesical. Os
receptores muscarinicos também estdo presentes na glandula salivar, no trato

gastrointestinal, no cortex cerebral e no coracdo, sendo responsaveis pelos efeitos
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colaterais dos anticolinérgicos como boca seca, obstipacdo, retencdo urinéria,

sonoléncia, visdo turva e raramente refluxo gastroesofagico *"**°.

O cloridrato de oxibutinina é uma amina terciaria de baixo peso
molecular, hidrossoluvel, com alta biodisponibilidade apds sua ingestao.
Apresenta acdo relaxante do musculo vesical devido ao efeito anticolinérgico por
bloqueio competitivo dos receptores parassimpaticos muscarinicos, tendo 10

vezes mais seletividade para o subtipo M3 *°°".

Outras 2 agdes podem também ser atribuidas a oxibutinina, como o
efeito espasmolitico direto sobre o musculo detrusor, provavelmente pelo
antagonismo do célcio, sendo esta acéo cerca de 500 vezes menor que a anterior,
e o efeito anestésico local, sendo que a contribuicdo deste sobre a atividade
detrusora é pouco conhecida, mas parece ser mais importante apds administracao

intravesical >,

Park et al # observaram que a oxibutinina inibe a proliferacéo e
reprime a expressdo genética das células musculares lisas na bexiga.
Demonstraram, assim, haver uma diminuicdo de 40% na sintese de acido
desoxiribonucleico (DNA) depois do estiramento mecanico das células

musculares lisas da bexiga de ratos, submetidas a oxibutinina %",

A oxibutinina sofre metabolizacdo no intestino e no figado, realizada
pelo citocromo P450 3A 3, que tem alta concentracdo na parte proximal do
intestino delgado e no célon **. O principal metabélito ativo produzido é o N-

desetyl-oxibutinina, que apresenta a mesma atividade anticolinérgica do
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cloridrato de oxibutinina, e, provavelmente, é o responsavel pelos efeitos

colaterais que ocorrem em 40% a 80% dos casos **>>°%>",

No ser humano, o pico plasmético da oxibutinina ocorre cerca de 50
minutos apds a administracdo oral, tem meia vida curta, sendo a concentracéo
sérica do N-desetyl-oxibutinina 4 a 10 vezes maior do que a da oxibutinina apds
ingestdo oral ***%. Enquanto que, ap6s aplicacdo intravesical ou transdérmica,
esta relacdo é apenas 1 a 1,5 vezes maior, 0 que parece justificar a menor

incidéncia de efeitos colaterais na via intravesical *°°.

Yamamoto et al ® demonstraram que a utilizacdo de oxibutinina
intravesical em coelhos com hiperatividade do detrusor protegeu os animais

contra as alteracdes ultra-estruturais da camada muscular.

A bexiga tem funcdo de reservatorio para urina hipertdnica, sendo
relativamente impermedavel a agua; entretanto, possui um sistema de transporte
ativo de ions. Ja foi demonstrado que drogas anticolinérgicas sdo absorvidas pelo
epitélio vesical, atingindo o masculo detrusor e a circulacdo sistémica **®*. Essa
absorcdo ndo é influenciada pelo pH urinario, presenca de infec¢do urinaria ou
hipertrofia do mésculo detrusor *°. Ainda néo est4 esclarecido se a principal acdo
da oxibutinina intravesical se faz por acédo direta no musculo detrusor ou por agao
sistémica apds absorcdo. Os dados disponiveis na literatura fornecem pontos

conflitantes até 0 momento 2%°2°962,
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3.2- Oxibutinina Intravesical

O uso da oxibutinina, por via oral, no tratamento da bexiga hiperativa
e/ou nos casos com complacéncia vesical diminuida tem sido bem documentado
como terapéutica efetiva °*®. Um dos tratamentos mais utilizados nos casos de
hiperatividade detrusora neurogénica é a associacdo de cateterismo intermitente
limpo e anticolinérgico oral, obtendo-se a continéncia e preservacao da funcao do
trato urinario em um grande ndmero de pacientes .

O cateterismo intermitente limpo foi introduzido por Lapides et al
em 1972, podendo ser indicado em qualquer idade. O procedimento reduz

alteracBes funcionais e estruturais da bexiga, melhora o fluxo sanguineo e,

conseqiientemente, as defesas contra a infeccéo urinaria®™.

Uma grande limitacdo do uso da oxibutinina oral é a alta incidéncia de
efeitos colaterais devido a sua acdo anticolinérgica, o que leva a interrupcédo do
tratamento em até 43% dos pacientes *°. A administracdo intravesical tem se
mostrado efetiva em muitos casos, com melhor tolerabilidade do que a via oral

para o tratamento da bexiga hiperativa >*".

A Oxibutinina por via intravesical, intraretal, intravaginal ou
transdérmica tem sido administrada em ensaios clinicos com o objetivo de evitar
0 primeiro passo do metabolismo hepatico e gastrointestinal dessa droga, com
diminuicdlo dos efeitos colaterais e aumento também de sua

efetividade59,62,70,71,72,73
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A grande maioria dos pacientes com hiperatividade do detrusor que
podem se beneficiar da administracdo intravesical de oxibutinina sdo pacientes
com bexiga neurogénica e lesdo medular, ou criangas com mielomeningocele ou
mielodisplasia que j& estdo realizando cateterismo intermitente limpo ™.
Trabalhos demonstram que pacientes incontinentes com o tratamento oral
apresentaram continéncia completa em 50% e continéncia parcial em 30% dos
casos quando foram tratados com oxibutinina intravesical, observando-se,
também, boa aderéncia e aceitacdo pelos pais e criangas que estavam em regime

de autocateterismo ">°.

A administracdo da oxibutinina por via intravesical foi introduzida por
Charles Brender em 1989 °. A nova apresentacdo na forma liquida, em frasco,
eliminou a necessidade da manipulagdo do comprimido, facilitando a sua

aplicacdo e, conseqilentemente, a aderéncia ao tratamento .

Esta via de administragdo mostrou-se segura, ndo apresentando lesdo

do tecido vesical e ndo aumentando a suscetibilidade para infeccdo do trato

urinario 278,
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4- COMPOSICAO ESTRUTURAL DA PAREDE VESICAL

O tecido conjuntivo ou matriz extracelular € um importante e vital
elemento estrutural do trato urinario. Em sua composi¢do, incluem-se, pelo
menos, as quatro principais classes de macromoléculas: colageno, fibras do

sistema elastico, proteoglicano e glicoproteina ™.

O Colageno e as fibras do sistema elastico, 0s componentes mais
importantes do tecido conjuntivo, estdo presentes em toda a parede da bexiga e
s30 intimamente relacionados com a complacéncia vesical 2*®. Estudos prévios
tém demonstrado particular atencéo as alteracdes estruturais e quantitativas do

tecido conjuntivo da camada muscular vesical em certas condi¢des como

2 |84

envelhecimento %2, neuropatia ®, obstrucdo infravesical ® e hiperatividade do
detrusor . O aumento do colageno e outros componentes da matriz extracelular
ocorrem como uma resposta tecidual a um dano e podem levar a fibrose de um
6rgao, como ja observado na fibrose pulmonar ®, na esclerose glomerular ® e em
outras patologias.

As propriedades mecénicas da parede vesical dependem da

6787 Um aumento

elasticidade do musculo detrusor e do tecido conjuntivo
anormal na quantidade de coldgeno e fibras do sistema elastico ocorre,
comumente, na maioria das uropatias congénitas e adquiridas, e pode levar a

perda da elasticidade da parede vesical ou, ainda, a perda da complacéncia

vesical 298,
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A parede da bexiga contém células musculares que devem permanecer
relaxadas durante a fase de enchimento vesical e contrairem quando estiver
repleta. Ambos os elementos de elasticidade, como as fibras elasticas, ou de
resisténcia a tracdo, o coladgeno, contribuem para o desenvolvimento adequado
dessas funcbes. Os elementos elasticos permitem a bexiga retornar ao seu volume
inicial ap6s o esvaziamento, enquanto o coldgeno previne e protege, durante a
fase de enchimento, do estiramento excessivo das fibras musculares, evitando sua
ruptura. A bexiga é capaz de sustentar grandes tensdes biaxiais (200-300%) em
contraste com a modesta tensdo uniaxial sofrida pelo tenddo (3-5%) %. Assim,
pode resistir a alteracdes mecanicas sem lesdes estruturais irreversiveis. Tal fato
sugere que o arranjo fisiologico das fibras coldgenas e a associacdo com
elementos celulares e fibras elésticas da bexiga sdo bastante elaborados %%,

Hé cerca de 15 anos, Ewalt et al ® ja estudavam a regulagdo das
proteinas da matriz extracelular, com énfase principal no coladgeno e na elastina,
na tentativa de trazerem substratos para estudos futuros e poderem elucidar qual
seria 0 comportamento desses elementos quando houvesse melhora da

complacéncia vesical .

| 9 estudaram o diametro das células

Recentemente, Collado et a
musculares do detrusor e a razdo entre o tecido conjuntivo e a musculatura lisa
em pacientes com obstrucdo infravesical, retencdo urinaria aguda e um grupo
controle ndo obstruido. O autor encontrou um aumento no didmetro das células
musculares do detrusor e fibrose nas bexigas com obstrugdo ®. Esse estudo esta
de acordo com outro trabalho **, que encontrou um aumento de colégeno e fibras
do sistema elastico na musculatura detrusora de pacientes com obstrucao

infravesical, quando comparados com controles, a partir de um estudo

estereoldgico ™.
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4.1- Colageno

Os colagenos sdo uma familia de proteinas estruturais que
representam um papel crucial na estrutura e fungéo do tecido conjuntivo. Existem
aproximadamente 20 tipos diferentes de coldgeno. Cada molécula de colageno é
composta por trés cadeias polipeptidicas, chamadas de cadeias alfas, as quais
giram uma ao redor da outra, com uma configuragdo helicoidal. Essas cadeias
sdo estabilizadas por outros aminoécidos, como prolina e hidroxiprolina, e por
pontes de hidrogénio, formando, assim, ligacBes estaveis. Cada cadeia alfa é
codificada por um gene separadamente. A conformacao dessas cadeias ira prover

uma diversidade de notaveis propriedades mecanicas e funcionais desses tecidos

92,93

Os coléagenos tipos I, Il e Il sdo referidos como colagenos fibrosos e
sd0 os tipos mais fregiientemente encontrados na matriz extracelular ®. O
colageno tipo I, o0 mais comum, é encontrado, principalmente, nos ligamentos,
nas fascias e nos tenddes. Forma as fibras grossas e fortes, conferindo resisténcia
a estrutura que as contém, predominando nos tecidos conjuntivos mais densos
que sdo menos distensiveis. O tipo Il é encontrado, principalmente, nas
cartilagens, dando forca, mas ndo flexibilidade ao tecido, e, geralmente, ndo é
encontrado na bexiga. O colageno tipo Il predominaria em tecidos que
requeiram maior flexibilidade, formando as fibras mais finas e organizadas.
Geralmente, é encontrado junto com o tipo I, em propor¢des variadas, em tecidos
como pele, aorta, pulmdo, bexiga, Utero e esta presente também nas fascias e
ligamentos. A magnitude e natureza de suas interacdes e definitiva influéncia na

complacéncia e resisténcia a tragio sao pouco conhecidas® %%,
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4.1.1- Distribuicéo do colageno na bexiga

Murakumo et al ¥’

descreveram o arranjo tridimensional das fibras de
colageno na bexiga humana através da microscopia eletronica de varredura com
métodos de digestdo quimica. A descricdo foi realizada para as trés principais
camadas: mucosa, muscular e serosa. Os achados sugeriram que cada camada
tem uma propriedade mecanica diferente e age com diferentes papéis na fungédo

de armazenamento e esvaziamento vesical, contribuindo também para sua

complacéncia ¥'.

A camada mucosa €é dividida de acordo com o arranjo das fibras de
coldgeno. A regido superficial, com uma densa camada de fibras de coladgenos
entrelacados que, provavelmente, agem como um suporte para o epitélio
transicional, podendo protegé-lo também de uma distensdo excessiva, além de
dar um possivel suporte a vasos e nervos da regido e proteger contra forcas
externas. A regido media, constituida de feixes de fibras de colagenos
entrelagados, de 2,1 a 6,2 micrometros de diametro, com espaco entre os feixes e
com alinhamento em varias dire¢bes, que suportam as forcas mecéanicas. A
porcdo mais profunda, logo abaixo da muscularis mucosa, apresenta-se mais
larga e consiste de uma frouxa rede de feixes de colagenos que parecem como
fios trancados, capazes de acomodar uma ampla variacdo de estiramento ou

compresséo "%,

Na camada muscular, os fasciculos de musculatura lisa sdo

firmemente cobertos com laminas de colageno, sendo separados de outros
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fasciculos por camadas de colageno e fibras de elastina. Estes achados indicam
que cada fasciculo pode mover-se independentemente como uma unidade
contractil, o que os protege de grandes distensdes. Entretanto, € importante
observar que os fasciculos musculares vizinhos sdo conectados uns aos outros
por feixes de coldgeno ondulados, o que mantém a posicdo original dos
fasciculos apesar da contracdo e distensdo da parede vesical. Cada célula
muscular lisa em um fasciculo ¢ acomodada por fina camada de fibras de
colageno, sendo que as fibras que envolvem uma célula, freglientemente,
extendem-se para participar de outra célula, o que suporta movimentacao

sincronizada das células musculares lisas adjacentes dentro dos fasciculos ¥,

A camada serosa consiste de feixes ondulados de colageno
empilhados em uma regido laminar, os quais sdo intercalados por células
adiposas. Tal arranjo, provavelmente, permite que a camada serosa se expanda e
contraia em coordenacdo com a movimentacdo da camada muscular, alem de

poder proteger a bexiga contra uma grande distenséo %

4.1.2- Expressdes e comportamento do colageno na bexiga

Os fatores que controlam a sintese de colageno no desenvolvimento
fisiolégico da bexiga e durante processos patologicos ainda ndo estdo bem
definidos. O estimulo pode ser multifatorial, incluindo hormdnios, fatores de

crescimento e sinais provenientes da matriz extracelular %%,
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Nos casos de hiperatividade do detrusor neuropética ou idiopatica,
ocorrem alteragcOes teciduais focais, sendo que, nos decorrentes de processos

obstrutivos, essas alteracdes estruturais da bexiga séo mais homogéneas *%%%%%,

A intensidade das alteracdes da parede vesical que ocorrem devido ao
fator obstrutivo esta diretamente correlacionada com o tempo de obstrucdo. A
deposicdo de colagenos tipo I e I11 é também mais rapida no processo obstrutivo

quando comparada ao envelhecimento fisioldgico da bexiga %.

Tekgul et al 8 em estudo com coelhos, utilizando hibridizacdo “in
situ” e imunohistoquimica, demonstraram um significativo aumento do colageno

nas bexigas obstruidas.

Por outro lado, estudos realizados por Kim et al % em 1991,
demonstraram uma diminuicdo da concentracdo relativa de colageno em relacéo
a camada muscular em fetos com obstrucdo infravesical, enfatizando a

importancia da diferenciacdo do tipo de colageno.

Uvelius & Mattiasson ® também demonstraram, utilizando a dosagem
de hidroxiprolina que, durante o processo de hipertrofia muscular, a concentragao
de colageno diminuiu. Observaram, ainda, que o nivel de coladgeno e o peso do
detrusor permaneceram estaveis em 2 diferentes periodos da obstrucéo (6 e 16
semanas), indicando que, possivelmente, a hipertrofia celular pode se estabilizar

ap0s um certo periodo de obstrucéo.
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Outros estudos mais recentes, utilizando grupo controle, confirmam,
em casos com obstrucdo infravesical, um aumento da camada detrusora e da

deposicdo de colageno *19>1%,

A proporcdo de colagenos tipos | e Il em um tecido pode ser
dependente do estagio evolutivo tecidual, patologias, processo de
envelhecimento e/ou alteragdes funcionais. O colageno tipo Il predomina nas
estruturas fetais recéem-formadas e nas fases iniciais da cicatrizacdo de uma leséo.
Esse tipo de colageno tem sido referido, algumas vezes, como fetal ou colageno
embriogénico %. Porém, pode estar aumentado na parede das bexigas na fase de

envelhecimento fisioldgico ou ainda nas bexigas parcialmente obstruidas 2.

Diferentes autores tém demonstrado que a deposicdo do colageno
inicia-se na lamina propria e estende-se para camadas mais profundas da parede

vesical durante o processo obstrutivo 2.

Estudos histoldgicos e bioquimicos tém mostrado que em bexigas nao
complacentes ocorre uma deposi¢cdo anormal de matriz extracelular proteica na

| 78183.107,108.109 ‘E\valt et al 1% observaram em

camada muscular da parede vesica
bexiga humana ndo complacente, utilizando uma técnica de degradagdo de
cianogen para quantificar colageno, um aumento de 33% na quantidade de
colageno tipo 111, quando comparado com controles normais. Em outro estudo,
Deveaud et al *® demonstraram que, embora o total de colageno determinado

pela analise de hidroxiprolina estava aumentado em 10% nas bexigas ndo

complacentes, o colageno tipo Ill, quantificado por imunoensaio, estava
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aumentado em 49% dos casos. Esse aumento preferencial no colageno tipo 11l
leva a um aumento na proporcdo entre colageno tipo Il : tipo | nas bexigas

19 0 actmulo de

obstruidas quando comparadas com controles normais
colageno Il com alteracdo na proporcdo tipo Il : | também tem sido
demonstrado em outras doencas envolvendo processo de fibrose, como

cardiomiopatia isquémica

e um modelo de fibrose pos irradiacdo de
musculatura esquelética '*!. Entretanto, na fibrose em outros 6rgéos tem sido
descrito um aumento no coldgeno tipo I, como nas fibroses pulmonares e

hepaticas cronicas 2.

Estudo recente sugere que na disfuncdo vesical pds-obstrucdo parcial

da bexiga de ratos ocorreu um aumento do colageno tipo 111 ***.

Os trabalhos tém demonstrado que, embora o colageno seja
usualmente produzido pelos fibroblastos, estes ndo seriam suficientemente
numerosos para produzir um aumento do colageno nas diferentes camadas da
parede vesical '%. Entre os feixes musculares, seja das bexigas normais ou nas
hipertroficas, o colageno, em grande parte, é sintetizado pelos fibroblastos.
Porém, na deposicdo entre as fibras musculares lisas, onde os fibroblastos seriam
raros, demonstrou-se haver células musculares lisas com fungdo semelhante ao
fibroblasto, ou seja, com capacidade de produzir ativamente colageno 883102,

Um aumento na producdo pode ser uma expressao da alteracdo na diferenciacédo

da célula muscular associada com fatores moduladores, como envelhecimento ou
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quadro obstrutivo, ocorrendo transformacdo de uma funcéo contratil amadurecida

para uma funcdo fenotipica imatura secretora *2.

Existem evidéncias do aumento do colageno tipo Il nas disfuncGes
miccionais decorrentes do processo obstrutivo infravesical. O estudo do tempo da
reversibilidade desse processo obstrutivo, a fim de que ndo ocorram danos
estruturais, e a correlagdo com o quadro clinico seriam importantes tendo em

vista os diferentes tratamentos propostos.

4.2- Fibras do Sistema Elastico

As fibras do sistema elastico sdo importantes componentes da matriz
extracelular encontrados em diferentes Orgdos, para 0Ss quais provéem
elasticidade e alguma resisténcia biomecanica. Assim, essas fibras tém um
importante papel para a matriz, principalmente em 6rgédos que mudam a forma
sob condicdes fisioldgicas, como por exemplo, a bexiga, a uretra e 0

pulmé0115’116

Trés tipos de fibras compdem esse sistema elastico: oxitalanicas,
elauninicas e elasticas. As fibras oxitalanicas sdo formadas exclusivamente por
microfibrilas, as fibras elauninicas por microfibrilas e elastina em pouca

quantidade e as fibras elasticas por uma grande quantidade de elastina com

115,116,117

microfibrilas . Estas fibras sdo amplamente distribuidas entre os varios

tipos de tecido conjuntivo, particularmente onde a elasticidade é requerida *>**® .
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Todos os trés tipos de fibras do sistema elastico sdo corados quando o
tecido é oxidado com oxona, antes de ser corado pelo método resorcina — fucsina
de Weigert ***?°. Caso contrério, sem ocorrer esta oxidacdo prévia, somente as

fibras elasticas e elauninicas seriam coradas 2.

O correto conhecimento das variagbes quantitativas do sistema
elastico na matriz extracelular, durante um processo patologico evolutivo na
bexiga, € importante para determinar a melhor avaliacdo e terapia dos casos

envolvidos.

4.2.1- Distribuicéo das fibras do sistema eléstico na bexiga

As fibras elasticas, geralmente, se apresentam como filamentos
espiralados ou retificados corados por uma resorcina-fucsina ou aldeido-fucsina.
Seu didmetro € de aproximadamente 0,2 a 1,5 micrometros, e as vezes,
ramificam-se para formar uma grossa rede em tecido conjuntivo frouxo, ou
mesmo uma lamina elastica, quando as fibras se fundem *%.

Murakumo et al %

, utilizando microscopia eletrénica, estudaram a
distribuicdo das fibras de elastina na mucosa, muscular e serosa vesical.
Observaram uma quantidade pequena na regido da mucosa, constituindo um
tecido frouxo, que daria sustentabilidade aos vasos sanguineos *’. Na muscular,
as fibras de elastina sdo distribuidas longitudinalmente ao feixe muscular,

principalmente na superficie dos fasciculos musculares, formando um tecido

frouxo na serosa ',
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Por outro lado, Ewalt et al

,utilizando imunohistoquimica, em estudo
com bexigas humanas normais, demonstraram intensa localizacdo de elastina na

lamina propria e distribuigdo modesta na camada detrusora.

4.2.2- Importancia das fibras do sistema eléstico na bexiga.

As fibras do sistema elastico tém uma atividade importante na
complacéncia tecidual, principalmente em 6rgdos que mudam sua forma sob

condigdes fisiologicas, como a bexiga e a uretra ">,

A fascia transversal dos pacientes com hérnia inguinal direta
apresenta alteracGes estruturais das fibras elasticas maduras e elauninicas,
responsaveis pela elasticidade, e reducdo da densidade de fibras oxitalanicas,

responsaveis pela resisténcia 2.

Diferentes autores tém demonstrado o aumento do sistema elastico na
parede vesical, seja durante o envelhecimento fisioldégico, ou durante o0s

processos obstrutivos 2%,

Estudos em criancas e adultos com dilatacdo ureteral tém
demonstrado aumento do tecido elastico, provavelmente para compensar a
elevada presséo interna causada pelo fator obstrutivo. A reversao desse processo

pode restabelecer a morfologia tecidual normal 2,
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Outro estudo, avaliando bexigas de fetos humanos com obstrucéo
infravesical, observou um aumento no niimero e espessura das fibras elasticas %,

Esses fatores podem alterar a elasticidade da bexiga %1%,

Recentemente, alguns ensaios clinicos controlados tém demonstrado
aumento de tecido conjuntivo e fibras do sistema elastico no detrusor de
|91,125

pacientes com hiperplasia benigna da prostata e obstrucdo infra vesica

Ewalt et al ®, utilizando imunohistoquimica com anticorpos

policlonais para elastina humana, em estudo com bexigas humanas néo
complacentes, demonstraram que a quantidade de elastina era praticamente
invaridvel na lamina propria, enquanto havia intensa localizagdo na camada
detrusora, em comparagdo com bexigas normais.

Charlton et al 8

, avaliando bexigas humanas com hiperatividade
idiopatica ou neuropética, utilizando método histoquimico, observaram aumento
da elastina ndo somente entre os feixes musculares, mas também a presenca
dentro das fibras, em contraste com bexigas normais.

Poucos trabalhos avaliaram a expresséo génica para elastina. Djavan
et al '* utilizando uma analise competitiva de transcriptase reversa,

demonstraram uma diminuicdo significativa na elastina mMRNA nas bexigas nao

complacentes, sugerindo uma baixa regulacéo transcricional do gene elastina.

Estudos adicionais sdo necessarios para identificar alteracdes e
mecanismos regulatorios que possam ser blogueados a fim de impedir a
deterioracdo das propriedades estruturais da parede vesical, seja pelo

envelhecimento fisiologico ou disfuncdes vesicais.
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RESUMO

Objetivos: O presente estudo tem como objetivo avaliar as alteracGes
histopatologicas e histomorfométricas do colageno e das fibras do sistema
elastico na bexiga, utilizando um modelo experimental de hiperatividade do
detrusor (HD) em coelhos com obstrucdo parcial da bexiga (OPB) submetidos a
oxibutinina intravesical. Materiais e Métodos: Quarenta e cinco coelhos machos
Norh Folk, pesando em média 2207,4 g, foram divididos, de forma randomizada,
em 3 grupos. Grupo | (GI): controle clinico (n=15), sem intervencdo cirdrgica; 0s
outros animais foram submetidos a OPB, no momento MO, utilizando uma
técnica previamente descrita por Balasthegin. Desses animais, 29 desenvolveram
HD, avaliada por estudo cistométrico uma semana apés a cirurgia, no momento
M1, e foram divididos, de forma randomizada, em grupo GlI (n=14) e grupo GllI
- OPB + oxibutinina intravesical (n=15, 0.5 mg/kg peso corporal, diariamente por
28 dias). Um animal foi excluido por néo ter desenvolvido HD. Creatinina sérica,
cultura de urina e estudo cistométrico foram realizados em todos 0s animais, uma
semana apés OPB (M1) e 4 semanas ap6s M1 (M2), quando os animais foram
sacrificados. O diametro das fibras musculares foram medidas nas seccbes de
bexigas coradas com HE e determinadas em pum. As seccdes foram também
coradas pela técnica de Picro-Sirius Red para evidenciar coladgeno e pela Fuccina
Resorcina de Weighert para caracterizar as fibras do sistema elastico. As analises

morfométricas foram realizadas utilizando os programas Pro- Image Plus e
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Image J. A concentracdo bioquimica de colageno na parede da bexiga foi
determinada por uma analise da hidroxiprolina e expressa como pg de
hidroxiprolina por mg de tecido seco e delapidado. Resultados: Apds 4 semanas,
0 peso da bexiga foi significativamente maior nos animais de Gll e GllI quando
comparados com Gl (9.61 = 5.36 e 6.00 £ 2.18 vs 2.35 £ 0.55, respectivamente).
Nos animais obstruidos, tratados com oxibutinina intravesical, observou-se um
peso da bexiga significativamente menor em relacdo aos que ndo receberam a
droga. A creatinina manteve niveis normais. O estudo cistométrico revelou que a
capacidade vesical foi significativamente maior no GIl em M2 comparado a M1
(35,13 + 13,60 vs 54,53 + 22,77), ndo ocorreu diferenca significativa nos outros
dois grupos. A pressdo maxima do detrusor ndo mostrou diferenca estatistica
entre os grupos e nos diferentes momentos. A complacéncia vesical foi
significativamente maior nos animais utilizando oxibutinina intravesical no
momento M2 comparado com M1. Ndo houve diferenca estatistica significativa
entre os grupos Gl e GII nos diferentes momentos. No momento M2, foram
detectadas contracGes involuntarias do detrusor (CID) em todos os animais de
Gll, em 47% de GIIl e nenhum de GI. A fibra muscular foi significativamente
mais espessa no grupo obstruido (GII) em relacéo aos Gl e Glll (180.2 + 33.2 um
vs. 126.8 um + 27.3 and 133.1 um = 41.2). N&o houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos Gl e GIll. A densidade do colédgeno foi
significativamente maior no grupo controle quando comparado aos grupos Gll e

GllIl (461.807,1 + 118.695,3 pm? vs. 269.637,9 um? +147.046,2 and 292.879,7
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um® +106.548,9). Ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos GIlI e GIIl. O percentual de fibra do sistema elastico foi
significativamente maior nos grupos Gll e GlIlI quando comparado ao grupo
controle. N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Gll e
GIIl. A concentracdo bioguimica do colageno no GllII ndo diferiu do grupo GlI.
Porém, comparando estes dois grupos com o Gl (59.93 + 11.84) observou-se que
a OPB causou uma diminuicdo de aproximadamente 18% na concentracdo de
colageno (p<0.05). Conclusdes: A oxibutinina intravesical parece proteger a
bexiga contra as alteragfes funcionais decorrentes da HD e OPB, assim como

prevenir alteracbes do colageno e fibras do sistema elastico.

PALAVRAS CHAVE: Coelho; Colageno; Obstrucdo parcial da bexiga;
Oxibutinina intravesical; Sistema elastico.
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INTRODUCAO

A bexiga hiperativa (BH) pode ser ocasionada por diversos fatores
como obstrucdo parcial da bexiga, envelhecimento ou por patologias
neuroldgicas. E caracterizada clinicamente por sintomas como fregiiéncia,
nocturia e urgéncia, acompanhados ou ndo de incontinéncia urinaria, podendo ter
implicagbes psicossociais importantes e repercussdes para O trato urinario
superior (1). Ao exame urodinamico, é freqliente a presenca de hiperatividade do
detrusor (HD), como estimado em mais de 50% dos homens com obstrucao
parcial da bexiga secundaria a hiperplasia benigna da prostata e sintomas de

BH(2).

O cateterismo intermitente limpo associado a oxibutinina intravesical
tem sido utilizado com eficiéncia para o tratamento da HD, principalmente em
pacientes que apresentam efeitos colaterais importantes decorrentes do uso de
anticolinérgicos orais e que ja necessitem do cateterismo intermitente, como
portadores de bexiga neurogénica e lesdo medular, ou criancas com
mielomeningocele (3). A oxibutinina age bloqueando os receptores muscarinicos,
associado ainda a um efeito relaxante direto da musculatura detrusora e
anestésico local, diminuindo assim a freqiiéncia das contra¢des involuntérias do
detrusor e, consequentemente, melhorando os sintomas da BH (4). A

administracdo intravesical de oxibutinina pode minimizar seus efeitos colaterais
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melhorando sua efetividade clinica, embora as alteracGes histomorfométricas

decorrentes de sua utilizacdo ndo estejam bem estabelecidas (5,6).

Alteracdes morfoldgicas frequentemente estdo associadas a obstrucdo
parcial da bexiga (OPB) incluindo progressiva hipertrofia da musculatura lisa da
bexiga, assim como mudancas relacionadas ao colageno e fibras do sistema

elastico (7,8,9).

As propriedades mecanicas da parede vesical dependem da resisténcia,
viscosidade e elasticidade do mdsculo detrusor e do tecido conjuntivo. Os
componentes mais importantes do tecido conjuntivo séo o colageno e as fibras do
sistema elastico, e estdo relacionados com a complacéncia vesical (8,10). Um
aumento anormal na quantidade de colageno e fibras do sistema elastico ocorre
comumente na maioria das uropatias obstrutivas congénitas ou adquiridas,
podendo levar a perda da resisténcia e da elasticidade da parede da bexiga,
evoluindo para uma fibrose tecidual (10,11). O resultado final deste aumento é a
complacéncia reduzida, diminuicdo da capacidade vesical e a alta pressédo de
armazenamento, 0 que pode estar associado com a ocorréncia de hiperatividade

do detrusor (2,12).

O presente estudo tem como objetivo avaliar as alteracGes
histopatologicas e histomorfométricas do colageno e fibras do sistema eléstico na
bexiga, utilizando um modelo experimental de HD em coelhos com OPB

submetidos a oxibutinina intravesical.




W@@ - Manuscrita 1 - M&W‘wdaw@mawmmwﬂmxy 61

MATERIAIS E METODOS

Animais. Ap6s aprovacdo da Comissdo de Etica em Experimentacio
Animal na Universidade Estadual Paulista, 45 coelhos machos North Folk,
pesando entre 1700g e 3200g, foram aleatoriamente divididos em trés grupos.
Grupo 1 (Gl, n=15), neste grupo ndo houve intervencdo cirdrgica, 0os animais
foram utilizados como controle clinico, cistométrico e parametros estruturais de
normalidade. Os animais restantes foram submetidos a obstrucdo parcial da
bexiga, no momento MO (Fig.1), utilizando uma técnica previamente descrita
(13). Basicamente, um bracelete ajustdvel de polietileno foi implantado por
cirurgia aberta ao redor do colo da bexiga sem compressdo da uretra,
previamente cateterizada com um cateter 10 Fr Foley, removido apos o
procedimento. Para o procedimento cirurgico foi realizada anestesia geral com
ketamine e xylazine intramuscular. Destes animais, 29 desenvolveram
hiperatividade do detrusor (HD), verificada por estudo cistométrico realizado
uma semana apés a intervencdo cirargica, no momento M1 (Fig. 1), e foram
aleatoriamente divididos em grupo 2 (Gll, n=14) e grupo 3 (GlIl, n=15). Um

animal foi excluido, por néo ter desenvolvido HD.

Uma semana apds o procedimento cirdrgico (M1) os animais de G|
comecaram a receber instilacdo intravesical de 0.5 mg/Kg de oxibutinina liquida,

uma vez, diariamente por 4 semanas. A bexiga era esvaziada com um cateter 10
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Fr, que era imediatamente removido ap0ds a instilacdo da droga. A oxibutinina

permanecia na bexiga até a ocorréncia de esvaziamento espontaneo.

Cultura de urina, creatinina sérica, e cistometria foram realizadas em
todos 0s animais uma semana ap0s o procedimento cirurgico (M1) e 5 semanas
apos a cirurgia (M2). Animais com cultura de urina positiva em M1 foram

tratados com 1 mg/Kg/dia de trimethropim intramuscular.

Avaliacdo cistométrica. Foi realizada utilizando um sistema de
urodindmica computadorizada Urobyte™ 5000. Durante 0 exame, 0s animais em
vigilia foram colocados em goteiras de madeira, com o0s membros contidos por
fio de algod&o. A presséo intravesical foi medida com um cateter duplo limen de
10 Fr e a pressdo intra-abdominal com um cateter retal com baldo; no inicio do
procedimento a urina foi coletada em tubo estéril para cultura. O estudo
cistométrico foi realizado conforme previamente publicado (6,13). A capacidade
méaxima da bexiga, a pressdo maxima do detrusor e a complacéncia da bexiga
foram determinadas para cada coelho. Foi considerada HD quando observadas
contracdes involuntarias do detrusor com baixo volume vesical, causando ou nao

perda urinaria simultanea.

Os animais foram sacrificados apds 5 semanas da cirurgia (M2), as
bexigas foram removidas e imediatamente pesadas utilizando uma balanca de
precisdo digital. Apos a remocdo das bexigas, o material foi fixado em solugédo de
formalina tamponada 10% durante 48 a 72 horas, e subseqiientemente submetido

a processamento histologico de rotina para inclusdo em parafina.
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Quantificacdo Morfométrica. Os blocos de parafina com tecido de
bexiga foram seccionados com espessura de 5 pm, obtendo secc¢des transversais
da parede da bexiga. Estas secces foram coradas com as técnicas de
Hematoxilina e Eosina (HE) para a realizacdo da medida das fibras musculares,
Picrosirius red para evidenciar o colageno (14) e a Resorcina-Fucsina de Weigert
com prévia oxidagdo com oxona 10% para caracterizar as fibras do sistema

elastico (15).

Ap0s seccdo da bexiga e fixacdo da lamina em HE, as imagens foram
digitalizadas com um aumento final de 250 vezes utilizando uma camara video
acoplada a um microscépio optico (LEICA DMLB) e um microcomputador com
tela do monitor colorida. A medida transversal da fibra muscular (um) foi
realizada em cinco campos randomizados utilizando o programa de morfometria

Pro-Image Plus.

Para a quantificacdo das fibras de colageno, apds seccdo da bexiga e
fixacdo das ladminas pela técnica de Picrosirius Red, as imagens foram
digitalizadas com um aumento final de 100 vezes utilizando uma camera video
acoplada a um microscopio optico (LEICA — DMLB). Foram analisados quatro
campos randomizados para cada animal e foi medida a area da superficie
ocupada pelas fibras de colageno (um?), em cada campo, utilizando o programa

de morfometria Pro-Image Plus.

Na avaliacdo das fibras do sistema elastico, apds seccao de 3 diferentes

areas da bexiga e fixacdo das laminas com Resorcina-Fucsina de Weigert, foram
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analisados, de forma randomizada, 3 campos da ldmina propria e outros 3 da
camada muscular, totalizando 18 campos em cada animal. As imagens dos
campos foram digitalizadas com um aumento final de 1000 vezes utilizando uma
camera video acoplada a um microscopio optico (LEICA). O software Image J
versdo 1.4 (NIH, Bethesda, USA) foi usado para gerar uma grade de 100 pontos-
cruzes, os quais foram sobrepostos a fotografia previamente digitalizada. A
densidade de area das fibras do sistema elastico foi quantificada pela contagem
de pontos obtidos no sistema (test-grid system) e expressa como percentagem do

espaco referéncia, conforme descrito (16).

Determinacdo Bioquimica da concentracao de colageno. Inicialmente,
as amostras de tecido da bexiga foram fixadas em acetona por 24 horas a 4°C.
Em seguida, o tecido foi clivado em fragmentos menores (aproximadamente 2x2
mm), os quais foram delipidados em duas trocas de 24 horas cada em solugéo de
cloroformio-metanol (2:1, volume/volume), em temperatura ambiente. O
solvente foi decantado e ap0s incubacdo a 60°C por 30 minutos foi obtido o
preparado seco e delipidado da bexiga, que foi pesado (17). Entretanto, ndo foi
possivel recuperar material suficiente para andlise em 2 animais do grupo
controle, em 3 do grupo Gll e em 2 do GllI, devido desgaste e irregularidade do
material, permanecendo, entdo, estes grupos com 13, 11 e 13 animais,
respectivamente. Aproximadamente 10 a 20 mg de cada amostra de tecido seco e
delipidado foram submetidas a hidrolise acida em 1 ml de HCL 6N por 18 horas

a 118°C, em tubos de ensaio lacrados. O hidrolisado foi entdo diluido por adigédo
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de 5.7 ml de agua destilada e neutralizado com 1 ml de NaOH 6N. Residuos
insolaveis foram removidos por centrifugacdo a 3.000 rotacdes por 15 minutos.
A hidroxiprolina foi analisada neste hidrolisado, segundo método colorimétrico.
Os valores da concentracdo de colageno no tecido de bexiga foram expressos em
Mg (microgramas) de hidroxiprolina por mg de tecido seco e delipidado, o

processo técnico foi realizado conforme descrito anteriormente(17).

Analise Estatistica. O estudo da associacdo da cultura de urina e
também das contracdes nédo inibidas, nos diferentes grupos, no inicio e no final
da avaliacéo, foi realizado pelo teste de Mac Nemar. Foi utilizada a técnica da
andlise de variancia para o modelo com um fator, complementada com o teste de
Tukey para as comparacGes multiplas entre pares de médias. O coeficiente de
correlacdo linear de Pearson foi utilizado para a associacdo entre pares de
varidveis. O one-way ANOVA também foi utilizado para a comparacdo de
medidas entre grupos independentes, na avaliagdo da hidroxiprolina, assim como
0 teste de Bonferroni para comparagdes pairwise planejadas. Diferengas foram

consideradas significativas para valor de p < 0,05 (18).




W@@ - Manuscrita 1 - M&W‘wdaw@mawmmwﬂmxy 66

RESULTADOS

O peso corporeo dos animais aumentou significativamente em todos 0s
grupos no momento M2, ndo ocorrendo diferenca significativa entre os grupos

neste momento.

A obstrucdo parcial da bexiga (Grupos Il e Ill) causou um aumento
significativo do seu peso, quando comparado aos animais nao obstruidos (Grupo
| — 2,35 g, p< 0,05). Nos animais obstruidos, que receberam oxibutinina
intravesical, notou-se um peso vesical significativamente menor em comparacao

aos que néo receberam a droga (6,0 g vs. 9,61 g, p< 0,05).

A creatinina plasmatica se manteve dentro dos niveis de normalidade,

nédo ocorrendo alteracdes significativas ap0s os procedimentos realizados.

Infeccdo urinaria ndo esteve presente em nenhum animal do Gl, mas
esteve presente em 80% no grupo Gll e em 40% no GllI, no momento M1. No
M2, dos animais do GI 13% tiveram infec¢do de urina, em 93% no Gll e em 87%
no GlIl. Houve um aumento significativo de infeccdo urinaria no grupo Glll

(47%).

No grupo GIl (com obstrucdo), a capacidade vesical maxima foi
significativamente maior no momento final (M2) em relacdo ao M1 (54,53 +
22,77 ml vs. 35,13 + 13,60 ml, p<0,01). Ndo houve diferenca estatistica

significativa entre os grupos nos diferentes momentos (Tab.1)
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Na pressaio méxima do detrusor ndo houve diferenca estatistica

significativa entre os grupos nos diferentes momentos.

A complacéncia vesical foi significativamente maior nos animais com
OPB tratados com oxibutinina intravesical (GlII) no momento M2 quando
comparado com M1 (7,19 £ 4,20 vs. 4,67 = 3,33 ml/cmH,0). Nado houve

diferenca estatistica entre os grupos Gl e Gl nos diferentes momentos (Tab.2).

No momento M2 foi detectada contracdo involuntaria do detrusor

(CID) em todos os animais de GllI, em 47% de Glll e nenhum de Gl (p<0,05).

A fibra muscular foi significativamente mais espessa no grupo
obstruido (GII) em relacdo aos grupos Gl e GllI (180,2+ 33,2 um vs. 126,8 um *
27,3 e 133,1 um = 41,2). Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre

0s grupos Gl e GlIlI.

A densidade de colageno foi significativamente maior nos animais do
grupo controle em relacdo aos grupos Gll e Glll (461807,1 + 118695,3 pm? vs.
269637,9 pm? + 147046,2 e 292879,7 pm? + 106548,9). Nao houve diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos Gll e GllI.

A concentracdo bioquimica de colageno foi significativamente menor

nos grupos Gll e GIll em comparacdo com Gl (Fig.2).

O percentual de fibras do sistema elastico seja na lamina propria ou na
camada muscular foi significativamente menor no grupo Gl em relacdo aos

grupos Gll e GllI (Tab. 3, Fig. 3).
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Na andlise da associacdo linear entre as varidveis, observamos uma
correlacdo negativa entre a concentracdo de colageno comparado ao percentual
de fibra elastica, seja na lamina propria ou na camada muscular, e espessura da
fibra muscular (coeficiente da correlagéo = -0,349, -0,457 e -0,417,
respectivamente, p<0,05). Houve uma correlacdo positiva entre o percentual de
fibras do sistema elastico da lamina propria e da camada muscular (coeficiente da

correlacdo= 0,849, p<0,05).
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DISCUSSAO

No processo evolutivo de um paciente portador de HD secundaria a
uma OPB ou neuropatia, pode ocorrer progressiva perda da complacéncia
vesical, diminuindo a capacidade e aumentando a pressdo de armazenamento
vesical (10,11,12). Assim, o tratamento seja do quadro obstrutivo ou da
hiperatividade do detrusor deve ocorrer 0 mais precoce possivel, antes da

evolugéo para um processo de fibrose da bexiga.

Na analise do peso corporal dos animais houve um ganho de peso
adequado em todos os grupos, demonstrando, assim, ndo ter havido interferéncia

dos diferentes procedimentos realizados no desenvolvimento dos animais.

Neste experimento, apds 4 semanas, 0 peso da bexiga foi
significativamente maior nos animais dos grupos Gll e GlII em relagdo ao Gl.
Entretanto, observamos um peso significativamente menor no grupo tratado com
oxibutinina intravesical (GlIl) em relacdo ao ndo tratado (GIl). Demonstrando
assim um possivel efeito protetor da utilizacdo da oxibutinina intravesical, tendo
em vista que houve, também, desaparecimento da CID em 53% dos animais do
Glll. O aumento do peso da bexiga tem sido descrito como uma alteracao
freqliente também em outros trabalhos com OPB, podendo estar relacionado ao
aumento na espessura da parede vesical resultante de edema, dependendo do
periodo de obstrucdo, e ainda pelas alteracdes do tecido conjuntivo e camada

muscular, devido a hipertrofia e hiperplasia (6,7).
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A creatinina sérica em nosso estudo esteve dentro de valores normais,
nos diferentes grupos e momentos. Este fato demonstra que a func¢é@o renal nao
foi comprometida nem devido aos procedimentos cirurgicos ou alteracdes

morfoldgicas e funcionais da bexiga.

O aumento significativo de infeccdo urinaria no grupo GllIl, sugere que
a OPB e a manipulacdo pela passagem da sonda, para aplicacdo da oxibutinina
intravesical, sdo provaveis fatores de risco para infeccdo urinaria. Todos 0s
animais foram tratados previamente com trimethropim intramuscular, a fim de
evitar interferéncia deste fator na andlise funcional e estrutural da bexiga.
Embora estudo anterior tenha mostrado que a alteracdo do pH urinério e a

presenca de infeccdo ndo influenciem na absorcéo da droga (19).

O estudo cistométrico mostrou aumento significativo da capacidade
vesical maxima no grupo GIlI, quando comparados M1 e M2, decorrente
provavelmente do processo obstrutivo, como demonstrado também por

Matsumoto et al (20), ap6s 3 semanas de obstrucdo parcial da bexiga.

No presente trabalho, ndo observamos alteracdo significativa da
pressdo maxima do detrusor entre os diferentes momentos nos grupos estudados.
Quanto a complacéncia vesical, a mesma foi significativamente maior nos
animais submetidos a oxibutinina intravesical (GII1) no momento M2 em relacéo

ao M1, devido a acdo protetora da droga (3).

ApOs 4 semanas de tratamento com oxibutinina intravesical (M2) as

contragBes involuntérias do detrusor desapareceram em 57% dos animais em
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Glll, demonstrando a efetividade da oxibutinina intravesical. Em M2, todos os
animais mantiveram CID no GII, sugerindo que este € um bom modelo

experimental de HD.

Na avaliacdo histomorfométrica foi observado que a espessura da fibra
muscular estava aumentada em aproximadamente 42%, comparando 0s animais
do GIlI com GI. Este achado estd de acordo com os relatos de outros estudos
(6,7). No GlIII, a espessura das fibras musculares ndo foi diferente do grupo

controle, sugerindo uma boa resposta ao tratamento com oxibutinina intravesical.

Trabalhos realizados por Uvelius & Mattiasson (7), assim como por
Kim et al (21), demonstraram que em ratos com OPB foi observada diminuicéo
na concentracdo de colageno na parede vesical. Esta observacdo esta de acordo
com o presente estudo que também observou uma diminuic¢do na concentragao de
coldgeno na bexiga, tanto pela avaliagdo na dosagem de hidroxiprolina, quanto
pela quantificacdo histomorfométrica, nos grupos Gll e Glll. Kim et al (21)
demonstraram uma diminui¢do do coldgeno total da bexiga apo6s desobstrucéo.
Em nosso estudo, nos animais tratados com oxibutinina intravesical (Glll) a
concentragdo de coldgeno manteve-se semelhante ao grupo GIll, embora a

espessura das fibras musculares tenham sido semelhante ao grupo controle.

Cortivo et al (10) avaliando a bexiga de pacientes com OPB
observaram um aumento no tecido elastico. Desta forma este estudo esta de
acordo com nossa série, que mostrou um aumento do tecido elastico na lamina

prépria e camada muscular nos grupos Gll e GlIl. Por outro lado, outros autores
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estudando pacientes com neuropatia e perda de complacéncia vesical mostraram
um aumento na quantidade de colageno e do tecido elastico (8,12). Em outros
estudos, utilizando pacientes com quadro avangado de OPB devido hiperplasia
benigna da préstata, observou-se um aumento na concentracdo de colageno e

fibras do sistema elastico (9,11).

Inui et al (22) estudando pacientes com hiperplasia benigna da
prostata, sugerem que a obstrucdo incipiente da bexiga leva a uma reducédo do
tecido conjuntivo em relacdo a camada muscular, porém, este aumenta
tardiamente. Demonstrando haver uma correlacdo entre o tecido conjuntivo e 0

tempo de OPB (22).

Em nossa série, utilizando coelhos com OPB e HD sem alteracdo de
complacéncia vesical, ap0s 4 semanas, observamos uma diminuicdo na
concentracdo de coladgeno e aumento das fibras do sistema elastico, nos grupos
obstruidos. Notamos no estudo da associacgéo linear das variaveis uma correlacao
negativa entre o colageno e as fibras elasticas, demonstrando que o aumento das
fibras elasticas foi associado a diminuicdo do coladgeno. Este fato deve-se
provavelmente & maior necessidade de adaptacdo da bexiga frente ao processo

obstrutivo e a funcéo do sistema elastico.

No grupo GIlII, houve uma melhora funcional da bexiga apds a
utilizagdo da oxibutinina intravesical, demonstrando uma diminui¢do da

espessura das fibras musculares em relacdo ao grupo néo tratado com a droga,
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provavelmente decorrente do desaparecimento das contracdes involuntarias do

detrusor.

Estudos adicionais sdo necessarios para o melhor conhecimento das
variacbes quantitativas na matriz extracelular durante a disfuncdo miccional
devido aos processos obstrutivos da bexiga, assim como dos seus mecanismos
regulatérios. A utilizacdo de medicamentos, que bloqueiem este processo
evolutivo, pode permitir a inversdo ou mesmo interrupcdo a deterioracdo das

propriedades estruturais da parede vesical.
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CONCLUSOES

A oxibutinina intravesical parece proteger a bexiga contra as alteragdes
funcionais e estruturais da BH associada a OPB, assim como prevenir alteracGes
do colageno e das fibras do sistema elastico. Estudos futuros serdo importantes
para confirmar esses dados e avaliar a agdo da oxibutinina intravesical em

bexigas com baixa complacéncia e maior tempo de obstrucéo.

APOIO FINANCEIRO: FAPESP
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FIGURAS E TABELAS

Apds 1 semana Ap6s 4 semanas

MO M1 M2
PROCEDIMENTO RANDOMIZACAO MOMENTO
CIRURGICO DOS GRUPOSI E 11 FINAL

MO . Momento inicial
M1 . Uma semana ap0s intervencdo cirdrgica

M2 . Cinco semanas apos cirurgia

Figura 1 — Diferentes momentos do estudo experimental.
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G1 - controle (n=13) G2 - obstrugdo (n=11) G3 - obstrucéo +
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Figura 2- Concentracéo vesical de colageno, expressa como pg de hidroxiprolina
por mg de tecido seco, ap6s 4 semanas de tratamento (M2). Média e desvio

padrdo segundo o grupo.
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Figura 3: Coloracdo de Resorcina - Fucsina de Weigert da seccdo de detrusor
demonstrando a quantidade de fibras elasticas no grupo controle (A) e nos
animais com obstrucgéo parcial da bexiga (grupo GllI) (B), x1000.
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Tabela 1: Capacidade vesical maxima (ml) nos 3 grupos experimentais nos
diferentes momentos. Diferentes letras maiusculas indicam que os grupos foram
significativamente diferentes em um mesmo momento (p< 0,05). Diferentes
letras minusculas indicam que os momentos foram significativamente diferentes
em um mesmo grupo.

Resultado do teste

Grupo M1 M2 estatistico entre o0s
momentos
Gl 36,13+24,78 Aa 42,33 +21,01 Aa p>0.05
Gll 35,13 +13,60 Aa 54,53 +22,77 Ab p<0.05
Gl 49,87 +17,02 Aa 51,40 £22,73 Aa p>0.05
Resultado do
teste estatistico p>0.05 p>0.05

entre 0s grupos
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Tabela 2: Complacéncia vesical (ml/cmH,0) nos 3 grupos experimentais nos
diferentes momentos. Diferentes letras maiusculas indicam que os grupos foram
significativamente diferentes em um mesmo momento (p< 0,05). Diferentes
letras minusculas indicam que os momentos foram significativamente diferentes
em um mesmo grupo.

Resultado do teste

Grupo M1 M2 estatistico entre o0s
momentos
Gl 2,79 £ 1,47 Aa 3,40 £ 1,71 Aa p>0.05
Gll 2,81 +2,10 Aa 2,83+1,67 Aa p>0.05
Glll 4,67 + 3,33 Aa 7,19 + 4,20 Ab p<0.05
Resultado do teste
estatistico entre o0s p>0.05 p>0.05

grupos
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Tabela 3: Média e desvio padréo do percentual (%) de fibras do sistema elastico (FSE)
na lamina propria (LP) e camada muscular (CM) nos diferentes grupos no momento
M2. Diferentes letras maiusculas indicam que os grupos foram significativamente
diferentes em um mesmo momento (p< 0,05).

Gl Gl Gl Res‘i::;‘go do
(n=15) (n=14) (n=15) estatistico
FSEnalLP  153+34A  262+61B 245+51 B p<0,05

FSE na CM 13,9+3,3 A 27,916,4 B 28,245 B p<0,05
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ABSTRACT

Objectives: The present study aims to evaluate the histopathological and
histomorphometric changes of collagen and fibers of the elastic system in the
bladder, using an experimental model of detrusor hyperactivity (DH) in rabbits
with partial bladder outlet obstruction (PBOOQO) that underwent intravesical
oxybutynin. Material and Methods: Forty-five North Folk male rabbits,
weighting on average 2,207.4 g, were randomly divided into 3 groups. Group Gl:
controls (n=15), in which there was no surgical intervention; the remaining
animals were submitted to PBOO, at MO moment, as previously described by
Balasteghin. 29 of the animals developed DH, verified by a cystometric study
conducted one week after surgery, at M1 moment, and were randomly divided
into group GII (n=14) and group GlII - PBOO + intravesical oxybutynin (n=15,
0.5 mg/kg body weight, daily for 28 days). One animal was excluded because it
did not develop DH. Serum creatinine, urine culture, and cystometric study were
performed on all animals one week after PBOO (M1) and 5 weeks after PBOO
(M2), when the animals were sacrificed. Diameter of muscle fiber was measured
on HE-stained bladder sections and is given in um. Sections were also stained by
Picro-Sirius Red technique for evidencing collagen and by Weigert’s Fuchsin-
Resorcin for characterizing the elastic system fibers. The morphometric analyses
were carried out using the program Pro- Image Plus and Image J. The
biochemical collagen concentration in the bladder wall was determined by a
hydroxyproline assay and was expressed as pg hydroxyproline per mg dry,
defatted tissue. Results: After 4 weeks, bladder weight was significantly higher
in animals from GIlI and Gl1I as compared to Gl (9.61 + 5.36 and 6.00 + 2.18 vs

2.35 + 0.55, respectively). In the obstructed animals, which received intravesical
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oxybutynin, a significantly lower bladder weight was noted when compared to
those that did not receive the drug. Creatinine levels remained normal
throughout. Cystometric study revealed that vesical capacity was significantly
higher in Gll at M2 compared to M1 (35.13+13.60 vs 54.53+22.77), no statistical
difference was observed between Gl and GIIl groups. Maximum detrusor
pressure showed no statistical difference between M1 and M2 for all groups.
Bladder compliance was significantly higher in animals using intravesical
oxybutynin in moments M2 as compared to M1. There was no statistical
difference in groups Gl and Gl in different moments. In moment M2, all animals
of GII was detected detrusor involuntary contraction (DIC), in 47% at GllI and
none in Gl. The muscle fiber was significantly thicker in the obstructed group
(GI) with regards to GI and Gl (180.2 + 33.2 um vs. 126.8 pm + 27.3 and
133.1 um * 41.2). There was no statistically significant difference between the
Gl and GlIII groups. The collagen density was significantly higher in the control
group animals with relation to the groups GII and GIII (461,807.1 + 118,695.3
um? vs. 269,637.9 um? +147,046.2 and 292,879.7 um? +106,548.9). There was
no statistically significant difference between the GIl and GllI groups. Elastic
fibers quantification (area density) was significantly higher in Gll and GIII as
compared to control group. Collagen biochemical concentration in GlII was not
different from that of GI1 (48.00 + 11.16 vs 49.56 + 13.63). However, comparing
these two groups against G1 (59.93 £ 11.84) showed that BOO caused a ~18%
decrease in vesical collagen content (p < 0.05). Conclusions: The intravesical
oxybutinin seems to protect the bladder against functional alterations due to

PBOO as well as to prevent collagen and elastin alteration.

KEY WORDS: Rabbit; Collagen; Partial bladder outlet obstruction; Intravesical
oxybutynin; Elastic system.
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INTRODUCTION

Overactive bladder (OAB) can be caused by several factors such as
partial bladder obstruction, aging or neurological diseases. It is clinically
characterized by symptoms such as frequency, nocturia and urgency, with or
without urinary incontinence, and may involve important psychosocial
implications, including repercussions on the upper urinary tract (1). Urodynamic
study often indicate detrusor hyperactivity (DH), as estimated in more than 50%
of men with partial bladder outlet obstruction (PBOO), due to benign prostatic

hyperplasia and OAB symptoms (2).

The clean intermittent catheterization associated with intravesical
oxybutynin has been used efficiently for the treatment of DH, especially in
patients with significant side effects from the use of oral anticholinergic and
already requiring intermittent catheterization, as patients with neurogenic bladder
and spinal cord injury, or children with myelomeningocele (3). Oxybutynin has
been shown to block the muscarinic receptors in the bladder, also related to a
direct relaxing effect of the detrusor muscle and local anesthetic, thereby
reducing the frequency of involuntary detrusor contractions and thus improving
the OAB symptoms (4). The administration of intravesical oxybutynin can
decrease adverse effects, hence improving its clinical effectiveness, although
histomorphometric changes resulting from their use are not well established

(5,6).
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Morphological alterations are often associated with partial bladder
outlet obstruction (PBOO), including progressive hypertrophy of the smooth
bladder muscle, and changes related to collagen and fibers of the elastic system

(7,8,9).

The mechanical properties of the bladder wall depend on the
resistance, viscosity and elasticity of the detrusor muscle and connective tissue.
The most important components of the connective tissue are the elastic system
fibers and collagen, and related to vesical compliance (8,10). An abnormal
increase in the amount of collagen and fibers of the elastic system commonly
occurs in most congenital or acquired obstructive uropathy, possibly leading to a
loss of strength and elasticity of the bladder wall, hence developing into a tissue
fibrosis (10,11). The end result of such increase is low compliance, reduced
bladder capacity and high storage pressure, which may be related to the

occurrence of detrusor hyperactivity (2,12).

This study aims to evaluate the histopathological and
histomorphometric changes of collagen and fibers of the elastic system in the
bladder, using an experimental model of DH in rabbits with PBOO that

underwent intravesical oxybutynin.
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MATERIALS AND METHODS

Animals. After approval by the Ethics Commission in Animal
Experiments in the Universidade Estadual Paulista, 45 North Folk male rabbits,
weighing between 1700g and 3200g, were randomly divided into three groups.
Group 1 (GlI, n=15), there was no surgical intervention for this group; the animals
were used as clinical control, cystometric and structural parameters of normality.
The remaining animals were submitted to partial bladder outlet obstruction, at
MO (Fig.1), using a previously described technique (13). First, a polyethylene
adjustable bracelet was implanted by open surgery around the bladder neck,
without pressing the urethra, previously catheterized with a 10 Fr Foley catheter
and removed after the procedure. For the surgical procedure, intramuscular
ketamine and xylazine general anesthesia was performed. 29 of the animals
developed detrusor hyperactivity (DH), verified by a cystometric study
conducted one week after surgery, at M1 moment (Fig. 1), and were randomly
divided into group 2 (GllI, n=14) and group 3 (GlIl, n=15). One animal was

excluded because it did not develop DH.

One week after surgery (M1) the GIII animals began to receive
intravesical instillation of 0.5 mg/kg of liquid oxybutynin, once a day for 4
weeks. The bladder was emptied with a 10 Fr catheter, which was promptly
removed after drug instillation. The oxybutynin remained in the bladder until

spontaneous emptying.
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Urine culture, serum creatinine, and cystometric evaluation were
performed in all animals one week after surgery (M1) and 5 weeks after surgery
(M2). Animals with positive urine culture at M1 were treated with 1 mg/kg/day

of intramuscular trimethropim.

Cystometric Evaluation. This was performed using the Urobyte™
5000 computerized urodynamics system. During examination the vigil animals
were placed in wooden cages, with the extremities held by cotton strings. The
intravesical pressure was measured with a 10 Fr double lumen catheter and the
intra-abdominal pressure by means of a rectal balloon catheter, at the beginning
of the procedure the urine was collected in a sterile tube for culture. The
cystometric study was conducted as previously published (6,13). The maximum
bladder capacity, maximum detrusor pressure and bladder compliance were
determined for each rabbit. DH was considered when involuntary detrusor
contractions with low vesical volume were observed, causing or not simultaneous

urinary loss.

The animals were sacrificed 5 weeks after surgery (M2), the bladders
were removed and weighed immediately using a precision digital scale. After
removing the bladders, the material was fixed in buffered formalin solution of
10% for 48 to 72 hours, and subsequently submitted to routine histologic

processing for inclusion in paraffin.

Morphometric Quantification. The paraffin blocks with the bladder

tissue were cut in 5 um thickness, obtaining cross-sections of the bladder wall.
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These sections were stained using the Hematoxylin and Eosin (HE)
techniques to measure the muscle fibers, Picrosirius red to indicate the collagen
(14) and Weigert’s Resorcinol-Fuchsin with prior oxone 10% oxidation to

characterize the elastic system fibers (15).

After sectioning the bladder and stained using HE, the images were
scanned at x250 using a video camera coupled to an optical microscope (LEICA
DMLB) and a computer with a colored monitor screen. The transversal measure
of the muscle fiber (um) was performed in five random fields using the Pro-

Image Plus morphometry program.

For the quantification of the collagen fibers, after sectioning the
bladder and attained by the Picrosirius Red method, the images were scanned
(x100) using a video camera coupled to an optical microscope (LEICA - DMLB).
Four random fields were analyzed for each animal and the surface area occupied
by collagen fibers in each field (um?) was measured, using the Pro-Image Plus

morphometry program.

In the assessment of the elastic system fibers, after sectioning 3
different areas of the bladder and stained using the Weigert’s Fuchsin- Resorcin,
3 fields of the lamina propria and 3 others from the muscle layer were randomly
analyzed, totaling 18 fields in each animal. The field images were scanned
(x1,000) using a video camera coupled to an optical microscope (LEICA). The
Image J version 1.4 software program (NIH, Bethesda, USA) was used to

generate a grid of 100 points-crosses, which were juxtaposed to the previously
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scanned photograph. The area density of the elastic system fibers was quantified
by the number of points obtained in the system (test-grid system) and expressed

as a percentage of the reference space, as described (16).

Biochemical determination of the collagen concentration. First, the
bladder tissue samples were fixed in acetone for 24 hours at 4C. Then, the tissue
was cleaved into smaller pieces (approximately 2x2 mm), which were defatted in
two 24-hour changes each in chloroform-methanol solution (2:1,
volume/volume), at room temperature. The solvent was decanted and after
incubation at 60°C for 30 minutes the dry and defatted preparation of the bladder
was obtained, which was then weighed (17). However, it was not possible to
recover enough material to analyze in 2 animals of the control group, 3 animals
of the GII and 2 of the GlII , because of the material’s wear and irregularity, thus
remaining groups of 11 and 13 animals, respectively. Approximately 10 to 20 mg
of each dry and defatted tissue sample were subjected to acid hydrolysis in 1 ml
of HCI 6N for 18 hours at 118°C, in sealed test tubes. The hydrolysis was then
diluted by adding 5.7 ml of distilled and neutralized water with 1 ml NaOH 6N.
The insoluble residues were removed by centrifugation at 3,000 rpm for 15
minutes. The hydroxyproline was analyzed in this hydrolyzate, in agreement with
the colorimetric method. The values of the collagen concentration in the bladder
tissue were expressed as pg (micrograms) of hydroxyproline per mg of dry and

defatted tissue; the technical process was conducted as aforementioned (17).
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Statistical Analysis. The study of the urine culture combination and
also of the non-inhibited contractions in the different groups, at the beginning
and end of the evaluation, was performed with the Mac Nemar test. The one-
factor analysis of variance (ANOVA) mode was used, together with the Tukey
test for multiple comparisons between all pairs of averages. The Pearson
correlation coefficient was used for the association between pairs of variables.
The one-way ANOVA was also used to compare measures between independent
groups, in the assessment of hydroxyproline, as well as Bonferroni's test for
planned pairwise comparisons. Differences were considered significant for p

<0.05 value (18).
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RESULTS

The animals’ body weight increased significantly in all groups at M2

and at this time there was no significant difference between groups.

The PBOO (Groups Il and I11) caused a significant weight increase of
the bladder, when compared to the non-obstructed animals (Group I - 2.35 g, p
<0.05). In the obstructed animals, which received intravesical oxybutynin, a
significantly lower bladder weight was noted when compared to those that did

not receive the drug (6.0 g vs. 9.61 g, p <0.05).

The plasmatic creatinine remained within the normal levels, without

any significant changes after the performed procedures.

Urinary tract infection was not found in any animal of GI, but was

present in 80% of group Gll and 40% in GllII, at M1.

At M2, 13% of the GI animals had urinary tract infection, 93% in GllI
and 87% in GlII. There was a significant urinary infection increase in group GllI

(47%).

In group GII (with partial obstruction), the maximum bladder capacity
was significantly higher at the last moment (M2) with relation to M1 (54.53 +
22.77 ml vs. 35.13 + 13.60 ml, p<0.01). There was no statistically significant

difference between the groups at different times (Tab.1)
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For the maximum detrusor pressure there was no statistically

significant difference between groups at different times.

The bladder compliance was significantly higher in animals with
partial bladder outlet obstruction treated with intravesical oxybutynin (GlII) at
M2, when compared to M1 (7.19 + 4.20 vs. 4.67 + 3.33 ml/cmH,0). There was
no statistical difference between the Gl and GII groups at different times

(Table 2).

At M2 involuntary detrusor contraction (IDC) was detected in all the

animals of Gll, in 47% of GllI and none in GI (p <0.05).

The muscle fiber was significantly thicker in the obstructed group
(GII) with regards to GI and GIIl (180.2 = 33.2 ym vs. 126.8 ym * 27.3 and
133.1 um = 41.2). There was no statistically significant difference between the

Gl and GIII groups.

The collagen density was significantly higher in the control group
animals with relation to the groups GII and GIII (461,807.1 + 118,695.3 pm? vs.
269,637.9 pm’ +147,046.2 and 292,879.7 pum® +106,548.9). There was no

statistically significant difference between the Gll and GllI groups.

The biochemical collagen concentration was significantly lower in

groups Gll and GlII, when compared to Gl (Fig.2).




W@@ Manuscrito 2 - WWWW@W@W@ 97

The percentage of the elastic system fibers, whether in the lamina
propria or in the muscle layer, was significantly lower in the GI group compared

to Gll and GlllI (Tab.3, Fig.3).

In the linear association analysis between variables, we observed a
negative correlation between the collagen concentration when compared to the
percentage of elastic fiber, whether in the lamina propria or the muscle layer and
muscle fiber thickness (the correlation coefficient = -0.349, -0.457 and -0417,
respectively, p <0.05). There was a positive correlation between the percentage
of elastic system fibers of the lamina propria and the muscle layer (the

correlation coefficient = 0.849, p <0.05)
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DISCUSSION

The onset and progression of DH in a patient, which is second to a
partial bladder obstruction or neuropathy, can cause gradual loss of bladder
compliance, hence reducing the capacity and increasing the storage bladder
pressure (10,11,12). Accordingly, the treatment for obstruction or for detrusor
hyperactivity should occur as early as possible, before progressing to a bladder

fibrosis process.

In the analysis of the animals’ body weight there was an adequate
weight gain in all groups, thus demonstrating that there was no interference from

the different procedures performed regarding the animals’ development.

In this experiment, after 4 weeks, the bladder weight was significantly
higher in the animals of groups Gll and GIlI with regards to GI. However, we
observed a significantly lower weight in the group treated with intravesical
oxybutynin (GIIl) compared to the untreated group (Gll). Thus demonstrating
that intravesical oxybutynin has a possible protective effect, in view of the fact
that IDC also disappeared in 53% of the animals in GlII. Increased weight of the
bladder has also been described as a frequent change in other studies on partial
bladder obstruction, and may be related to an increased bladder wall thickness
due to edema, depending on the length of time of obstruction, and also to
changes in the conjunctive tissue and muscle layer, due to hypertrophy and

hyperplasia (6,7).
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In our work the serum creatinine was within normal values in the
different groups and moments. This fact shows that the renal function was not
compromised due to the surgical procedures or due to morphological and

functional changes of the bladder.

The significant urinary infection increase in group GlII suggests that
the PBOO and manipulation of the catheter to apply intravesical oxybutynin are
probable risk factors for urinary tract infection. All animals were treated with
intramuscular trimethropim to avoid the interference of this factor in the
functional and structural analysis of the bladder. Although a previous study has
shown that the change in urinary pH and the presence of infection do not

influence the absorption of the drug (19).

The cystometric study showed significant increase of the maximum
bladder capacity in group Gll, when compared to M1 and M2, probably due to
the obstruction process, as also demonstrated by Matsumoto et al (20), after 3

weeks of partial bladder obstruction.

In this study, no significant change in the maximum detrusor pressure
was found between the different moments in the groups. As for bladder
compliance, it was significantly higher in animals subjected to intravesical
oxybutynin (GIIl) at M2 when compared to M1, due to the protective action of

the drug (3).

After 4 weeks of treatment with intravesical oxybutynin (M2)

involuntary detrusor contractions disappeared in 57% of the animals in Glll,
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demonstrating the effectiveness of intravesical oxybutynin. At M2, all the
animals retained IDC in GIlI, thus suggesting that this is a good experimental

model of DH.

In the histomorphometric assessment, it was observed that the muscle
fiber thickness had increased by approximately 42%, comparing the animals of
Gll to GI. This finding is in line with the information reported by other studies
(6,7). In GIII, the thickness of the muscle fibers was not different from the
control group, suggesting a good response to the treatment with intravesical

oxybutynin.

Studies by Uvelius & Mattiasson (7) and by Kim et al (21) showed
that in rats with PBOO, a decreased collagen concentration in the bladder wall
was observed. Such observation is in agreement with the present study that also
noted a decreased collagen concentration in the bladder, both for assessment of
the hydroxyproline dosage, as well as by the histomorphometric quantification in

groups GllI and GlIlI.

Kim et al (21) showed a decrease in total bladder collagen after
desobstruction. In our study, for the animals treated with intravesical oxybutynin
(GII1), the concentration of collagen remained similar to that of group GlI,

although the muscle fiber thickness was similar to that of the control group.

Evaluating the bladder of patients with PBOO, Cortivo et al (10)
observed an increase in the elastic tissue. Thus, that study is consistent with our

series, which showed an increase of the elastic tissue in the lamina propria and




W@@ Manuscrito 2 - WWWW@W@W@ 101

muscle layer in groups Gll and GlIlI. On the other hand, other authors (8,12) after
studying patients with neuropathy and loss of bladder compliance, showed an
increase in the amount of collagen and elastic tissue. In other studies, using
patients with advanced PBOO due to benign prostatic hyperplasia, an increase in

concentrations of collagen and elastic system fibers was observed (9,11).

Inui et al (22), studying patients with benign prostatic hyperplasia,
suggest that an incipient bladder obstruction leads to a reduction of the
connective tissue in relation to the muscle layer, however, this usually increases
later. Thus, demonstrating a correlation between the connective tissue and the

obstruction duration (22).

In our series, using rabbits with partial bladder outlet obstruction and
DH without bladder compliance change, a collagen concentration decrease and
an increase of the elastic system fibers was observed after 4 weeks in the

obstructed groups.

In the study of linear association between variables, we observed a
negative correlation between the collagen and elastic fibers, demonstrating that
the increase of elastic fibers was related to the reduction of collagen. This is
probably due to the bladder’s considerable need to adapt, given the obstruction

process, as well as the function of the elastic system.

There was a functional bladder improvement in the GlII group after

using intravesical oxybutynin, showing a decrease in the muscle fiber thickness,
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when compared to the group not treated with the drug, probably due to the

disappearance of involuntary detrusor contractions.

Further studies are needed for a better understanding of the
quantitative changes in the extracellular matrix during voiding dysfunction due to
obstructive bladder dysfunction, as well as their regulatory mechanisms. The use
of drugs that block this developing process may enable reversal or even

interruption of the deterioration of the structural properties of the bladder wall.
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CONCLUSIONS

Intravesical oxybutynin seems to protect the bladder against functional
and structural changes of OAB associated to PBOO, and also prevent changes of
the collagen and elastic system fibers. Future studies will be important to confirm
these data and to assess the effect of intravesical oxybutynin in bladders with low

compliance and longer obstruction time.
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FIGURES AND TABLES

/ After 1 week After 4 weeks \

Mo M1 M2
SURGICAL RANDOMIZATION FINAL
PROCEDURE OF GROUPS II AND III MOMENT

M, - initial moment

M1 — 1 week after surgical intervention

K Mz — five weeks after surgery /

Figure 1: Different moments of the Experimental Study.
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Figure 2: Concentration of bladder collagen, expressed as pg of hydroxyproline
per mg of dry tissue after 4 weeks of treatment (M2). Mean and standard

deviation according to the group.




Figures and Tables 109

Figure 3: Weigert’s Fuchsin- Resorcin staining of the detrusor demonstrating the
amount of elastic fibers in control group (A) and animals with partial bladder
outlet obstruction (grupo GllI) (B), x1000.
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Table 1: Maximum cystometric capacity (ml) in 3 different experimental groups
at different moments. Different upper case letters indicate when the groups were
significantly different at the same moment (p<0.05). Different lower case letters
indicate when the moments were significantly different in the same group.

Result of
Group M1 M2 statistical test
between
moments
Gl 36.13 +24.78 Aa 42.33+21.01 Aa p>0.05
Gl 35.13 £ 13.60 Aa 5453 + 22.77 Ab p<0.05
Gl 49.87 +17.02 Aa 51.40 £ 22.73 Aa p>0.05
Result of
statistical test p>0.05 p>0.05

between groups
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Table 2: Vesical compliance (ml/ cmH,0) in 3 different experimental groups.
Different upper case letters indicate when groups were significantly different at
the same moment (p<0.05). Different lower case letters indicate when the
moments were significantly different in the same group.

Result of
Group M1 M2 statistical test
between
moments
Gl 2.79 £ 1.47 Aa 3.40+1.71 Aa p>0.05
Gll 2.81+2.10 Aa 2.83+1.67 Aa p>0.05
Gl 467 +3.33 Aa 7.19+4.20 Ab p<0.05
Result of
statistical test p>0.05 p>0.05

between groups
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Table 3: Mean and standard deviation of percentage (%) of the elastic system
fiber (ESF) in the lamina propria (LP) and muscle layer (ML) in different groups
at M2. Different upper case letters indicate when the groups were significantly
different at the same time (p <0.05).

Result of the

el Gl il statistical
(n=15) (n=14) (n=15) test
FSE in LP 15.3+3.4 A 26.2+6.1 B 245+5.1 B p<0,05

FSE in CM 13.9+3.3 A 27.916.4 B 28.2+45B p<0,05
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Anexo 1 - Informag0es para autores do International Braz J Urol
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