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Castro, N.C.N., Suplementacao oral de Glicosaminoglicanos e expressao
de pequenos proteoglicanos ricos em leucina apés cistotomia em bexigas
saudaveis versus parcialmente obstruidas. Botucatu, 2018. 47 p. Dissertacao
de Mestrado - Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista "Jalio de Mesquita Filho".

RESUMO

A diminuicdo da complacéncia da bexiga esta relacionada com modificacbes no
equilibrio dos componentes da matriz extracelular e na concentracdo das fibras de
colageno, acarretando em espessamento da parede vesical e fibrose. O objetivo do
estudo é analisar a relacdo entre suplementacdo oral dos glicosaminogicanos (GAGS),
distribuicdo de pequenos proteoglicanos ricos em leucina (SRLPs) e sintese de
colageno em bexigas saudaveis e fibrosadas por obstrucdo parcial submetidas a
cistotomia. Foram utilizados 56 ratos da linhagem Wistar, fémeas, divididos em cinco
grupos experimentais- G1 (8) — controle, sem procedimento, G2 (12) — animais n&o
suplementados, submetidos ao procedimento de obstrucdo vesical e posterior
cistotomia, G3 (12) — animais suplementados e submetidos ao procedimento de
obstrugcédo vesical e posterior cistotomia, G4 (12) — animais ndo suplementados e
submetidos ao procedimento de cistotomia e G5 (12) animais suplementados e
submetidos ao procedimento de cistotomia. A suplementacdo de glicosaminoglicanos
foi realizada a cada 24 horas por via oral durante 28 dias pés cistotomia, quando entéo
0os animais foram eutanasiados. O colageno foi avaliado pela Microscopia Cars e
biglican, decorina, lumican e fibromodulina pelo método de imunofluorescéncia. Para
analise estatistica foi utilizado o teste ANOVA e T-STUDENT, com nivel de significancia
p <0,05. Os animais dos grupos G2 e 3 foram 0s que apresentaram diferencga estatistica
na seguinte constante: peso bexiga final /peso rato final, com o todos os grupos. A
quantificagdo da imunomarcacdo da imunofluorescéncia foi avaliada com auxilio do
software ImageJ, houve maior expresséo no grupo G3 de todos os SRLPs, nédo havendo
diferenca estatistica nos demais grupos. Na microscopia Cars (Coherent anti-Stokes
Raman Scattering), houve diminuicdo do sinal de colageno nos grupos G2 e 3.
Concluimos que o aumento global dos proteoglicanos se deve ao tratamento com 0s
GAGs durante 28 dias por via oral associado também a presenca de fibrose tecidual.
Ainda, nao foi observado diferenca aparente quanto ao colageno apds tratamento com
0s GAGs, no entanto, a obstrucéo uretral parcial leva a alteracéo do colageno no tecido
vesical.

Palavras-chave: pequenos proteoglicanos ricos em leucina, glicosaminoglicanos,

colageno, bexiga, obstrucéo vesical parcial, microscopia cars, imunofluorescéncia.



Castro, N.C.N.,. Oral Glycosaminoglycan Suplementation and Small Rich
Leucine Protegoglycans expression after cistotomy in healthy bladder
versus partial bladder outlet obstruction. Botucatu, 2018. 47 p. Dissertacao
de Mestrado - Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista "Jalio de Mesquita Filho".

ABSTRACT

Decreased bladder compliance is related with changes in the extracellular matrix
components and collagen fibers concentration resulting in bladder wall thickening and
fibrosis. The purpose of the study is the evaluation of the relationship between oral
glycosaminoglycans (GAGs) supplementation, small rich-leucine proteoglycans
distribution and collagen synthesis in healthy and fibrous bladder by partial obstruction
after cystotomy procedure. Fifty-six female Wistar rats were divided into five
experimental groups: G1 (8) — control, without procedure, G2 (12) — not supplemented
animals, subjected to bladder obstruction procedure and after cystotomy, G3 (12) —
supplemented animals subjected to bladder obstruction procedure and after cystotomy,
G4 (12) — not supplemented animals subjected to cystotomy procedure and G5 (12)
supplemented animals subjected to cystotomy procedure. Oral GAGs supplementation
was done each 24 hours during 28 days after cystotomy, when we performed
euthanasia. Collagen was evaluated by CARS (Coherent anti-Stokes Raman Scattering)
microscopy and byglican, decorin, lumican and fibromodulin by immunofluorescent
method. Statistical analysis results were done by ANOVA and T-STUDENT test with a
significance level of p<0,05. G2 and 3 groups showed statistical difference on follow
constant: bladder final weight/ rat final weight x 100. Immunofluorescent staining was
measured by Image J software and there was statistical difference in all SRLPs on G3
group. Cars microscopy showed diminish of collagen signal on G2 and 3 groups. We
concluded global increased of SRLPS are associated with GAGs supplementation for 28
days and tissue fibrosis. There wasn’t clearly modification on bladder collagen with

supplementation, however partial bladder outlet causes bladder tissue changes.

Key words: small leucine rich proteoglycans, glycosaminoglycans, collagen,

bladder, partial bladder outlet obstruction, Cars microscopy, immunofluorescence.



1. CAPITULO 1

1.1INTRODUCAO

A diminuicdo da complacéncia vesical pode ser observada em pacientes
com valvula de uretra posterior, mielomeningocele e demais pacientes com
bexiga neurogénica (retencao urinaria), hipertrofia prostatica, obstrucédo uretral
parcial ou estenose por diferentes etiologias (AL-SAIKAN et al., 2015; SHEN et
al., 2015) . O aumento da presséo intravesical resulta em significativa morbidade,
uma vez que pode contribuir para a etiologia do refluxo vesicoureteral, litiase,
hidronefrose e, por fim, faléncia renal (EWALT et al., 1992; METCALFE et al.,
2010; PASTELIN et al., 2012).

As propriedades mecéanicas de bexigas pouco complacentes encontram-se
comprometidas devido a mudancas na arquitetura estrutural e no equilibrio dos
componentes da matriz extracelular (MEC) (KIM et al., 2000; SHEN et al.,, 2015).
A via final comum destas alteracGes € o espessamento da parede vesical e
fiborose (METCALFE et al., 2010). Modificagbes tanto na concentracdo de
colageno quanto na relacao de fibras tipo | e |1l estdo diretamente relacionadas
com baixa complacéncia e comprometimento da funcdo de armazenamento de
urina (DEVEAUD et al., 1998; FOUAD et al., 2009; KIM et al., 2000; RODRIGUEZ
et al., 2004).

A necessidade de intervencdes cirdrgicas em bexigas com estas
caracteristicas é frequente e representa um desafio ao cirurgido. A reparacao
tecidual em uma bexiga estruturalmente alterada pode ndo sé ser insuficiente
para garantir a qualidade da cicatrizacdo como exacerbar a fibrose pré-existente
(PAUL et al., 2014).

Muitas investigacBes sobre os mecanismos patofisiolégicos e fases da
evolucéo da fibrose, bem como das acdes de cada fator que participa de sua
formacdo tém sido desenvolvidas e possuem relevante papel em futuras
propostas terapéuticas que possam interferir na morbidade causada por este
processo (KRYCZKA; BONCELA, 2015; WIGHT; POTTER-PERIGO, 2011).
Neste sentido, destacam-se pesquisas que objetivam avaliar a acdo dos
pequenos proteoglicanos ricos em leucina (SLRPs — do inglés small leucine-rich

proteoglycans) e ocorréncia de fibrose em diferentes o6rgaos (BAGHY et al.,
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2012; KAYA et al., 2017; MACIEJEWSKI et al., 2012; METCALFE et al., 2010;
NASTASE, et al.,, 2014). Estes proteoglicanos regulam diversos processos
biolégicos e patofisiolégicos, dentre eles a fibrilogénese de colageno. SLRPs
classe | (decorina e biglican) e classe Il (lumican e fibromodulina) estao
diretamente envolvidos na regulacdo da sintese, diametro e organizacao
estrutural de fibras colagenas no tecido, tendo também participacdo ativa na
reparacao tecidual (CHEN; BIRK, 2013; TRABUCCO et al., 2007).

A estrutura basica dos proteoglicanos envolve cadeias de
glicosaminoglicanos (GAGs) ligadas covalentemente ao cerne proteico e
encontram-se amplamente distribuidos na MEC. Durante a biossintese, GAGs
sulfatados incluindo sulfato de condroitina, sulfato de dermatan e sulfato de
queratan sdo diferencialmente sintetizados e modificados, podendo afetar a
dindmica estrutural e funcional dos SLRPs (CHEN; BIRK, 2013; KALAMAJSKI;
OLDBERG, 2010; TRABUCCO et al., 2007).

A administragdo local e sistémica de GAGs tem sido estudada em
enfermidades inflamatérias vesicais. O foco de avaliagdo dos GAGs concentra-
se na sua acao direta no urotélio, uma vez que participam do mecanismo de
protecdo da mucosa e sua diminuicdo esta correlacionada com os quadros de
infeccdo de trato urinario inferior (ITUI) recorrente, justificando maior nUmero de
trabalhos com uso intravesical destes compostos (CICIONE et al.,, 2014;
DAMIANO; CICIONE, 2011; DOWNEY; PAHUJA, 2015; LUCON et al., 2014;
SCHWALENBERG et al., 2015; SOBOLEV, 2012)). Adicionalmente, a
administragdo oral de uma formulagdo contendo diferentes GAGS mostrou
resultados promissores em ensaios clinicos (PANCHAPHANPONG et al., 2011,
THEOHARIDES et al., 2008; THEOHARIDES; SANT, 2005) e experimentais
(SOBOLEV, 2012).

Até o momento, poucos estudos destinaram-se a avaliar o papel dos SLRPs
em afeccdes vesicais (KAYA et al., 2017; MACIEJEWSKI et al., 2012;
MACIEJEWSKI et al., 2015; NIEDWOROK et al., 2013). E, apesar dos GAGs
participarem da constituicdo dos proteoglicanos, incluindo SLRPs, pesquisas
objetivando observar a relacao entre suplementacéo de GAGs, acéo dos SLRPs
e disposicdo de fibras colagenas nas diferentes camadas ndo tem sido

conduzidas, seja em bexigas integras ou estruturalmente alteradas.
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Motivados por esta lacuna literaria, nos propusemos a avaliar se ha relacéo
entre a suplementacéo oral dos GAGs e distribuicdo destes proteoglicanos na

cicatrizac@o de bexigas integras e fibrosadas por obstrucéo parcial.

2 Revisao de literatura

2.1 Miccéo e estrutura vesical

A micgdo pode ser definida como um fendmeno fisiolégico em que, apds a
distenséo gradual da bexiga, desencadeia-se a contracdo do musculo detrusor
e o relaxamento do esfincter uretral, levando a expulsao do seu conteudo (DE
GROAT et al, 2014). O detrusor, musculo liso vesical é considerado o
componente primario da mic¢do. Um dos estimulos mais importantes para a
contracdo do musculo liso € a sua sensibilidade ao estiramento. Se o
estiramento é grande, a rapida entrada de sédio e calcio na célula pode ser
suficiente para despolariza-la e iniciar o potencial de agcdo. Ao cessar o estimulo
de estiramento, 0 musculo retorna ao seu estado de repouso (DE GROAT et al.,
2014; ELBADAWI, 1996). Embora as células individuais possam se contrair
espontaneamente, a contracdo coordenada da bexiga como um todo requer
ativacao do sistema nervoso autbnomo (BYRON, 2015).

Cada nervo da parede da bexiga inerva muitas células musculares, mas
nem todas tém inervacao direta (CHANCELOR; YOSHILURA, 2002). Portanto,
a comunicacdo entre as células também é fundamental para garantir o
comportamento contratil da bexiga (WOLBURG et al., 2002; ZHOU et al., 2016).

As juncdes GAP e o colageno, presentes entre as fibras musculares tém
papel essencial na sincronizacdo desta comunicacao intercelular, permitindo a
difusdo do estimulo excitatorio e transmissdo da for¢ca de contracdo (LANE,
1995; OKINAMI et al., 2014). O colageno possui ainda a importante funcéo de
manutencao da complacéncia vesical adequada (OKINAMI et al., 2014).

O epitélio vesical € um dos mecanismos de defesa local do hospedeiro
contra agressdes ao trato urinario. Ele é revestido por uma espessa camada de
glicosaminoglicanos, os quais atuam como um fator antiaderente e de defesa

contra a infeccao e fatores irritantes encontrados na urina, como ureia e potassio
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(LAZZERI et al., 2016). Estudos conduzidos em mulheres demonstraram que ha
diminuicdo na quantidade de glicosaminoglicanos eliminados pela urina em
individuos com cistite (LUCON et al., 2014).

Os glicosaminoglicanos séo classificados em duas categorias: nao
sulfatados, como o &cido hialurénico, e sulfatados, que sdo sulfato de
condroitina, sulfato de dermatan, sulfato de queratan e sulfato de heparan
(DAMIANO; CICIONE, 2011). A atividade biolégica da barreira de GAGs é
gerada devido a carga anibnica dos polissacarideos que compdem 0s
glicosaminoglicanos (JANSSEN et al.,, 2013). Eles séao hidrofilicos e estéo
aderidos a superficie de células de transicdo da bexiga. A afinidade por
moléculas de agua cria uma barreira, a qual previne a migracdo de substancias
da urina para o epitélio. Ainda, a atividade dos GAGs esté relacionada a inibi¢cao
da adesdao de cristais e bactérias (COSTANTINI et al., 2013).

2.2 Alteracgdes estruturais e reflexo na dinamica miccional

Hé evidéncias de que defeitos ha camada de GAGs da bexiga podem estar
associados ao aumento na absorcao de ureia e potassio pela parede vesical
além do desenvolvimento de doencas inflamatérias crénicas vesicais, infeccdes
recorrentes do trato urinario, urolitiases e cistite intersticial (LAZZERI et al., 2016;
LUCON et al.,, 2014). Quadros inflamatorios crénicos bloqueiam a reparacao
espontanea de GAGs via secrecdo pelas células epiteliais e ha alteracdo na
sensibilidade dos receptores neurais, levando a possibilidade de dor neuropatica
cronica (BASSI et al., 2011).

O estimulo para estudos de novas propostas terapéuticas que possam ser
inseridas no tratamento das inflamacdes e infecces vesicais pode ser notado
em inimeros relatos com uso de terapias alternativas envolvendo administracéao
local e sistémica de GAGs. Um estudo realizado em mulheres com diagnostico
de infeccdo do trato urinario recorrente ou cistite intersticial, comparou o tempo
de recorréncia da infec¢do, confirmado através de exame bacteriologico de
urina, entre grupos submetidos a injecédo intravesical de &cido hialurénico e
sulfato de condroitina e que receberam tratamento profilatico com
antimicrobianos ou probioticos. Os resultados demonstraram que a instilacao

intravesical de acido hialurénico e sulfato de condroitina apresentam potencial
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para a reducéo da incidéncia da recorréncia da infec¢éao do trato urinario inferior.
(CIANI et al., 2016).

O foco de avaliagdo dos GAGs concentra-se na sua agao direta no uroteélio,
justificando maior namero de trabalhos envolvendo uso intravesical que oral
destes compostos. No entanto, em um estudo envolvendo 37 mulheres
diagnosticadas com cistite intersticial, submetidas a administracdo oral de uma
formulagdo contendo diferentes GAGs, durante seis meses, o0s resultados
demonstraram melhora dos sinais de urgéncia de micgéo, disuria, hematuria em
mais de 60% das mulheres avaliadas (THEOHARIDES, et al. , 2005). Em outro
estudo realizado pelo mesmo grupo de pesquisadores, 252 pacientes, dentre
eles 25 homens e 227 mulheres, também com o diagndstico de cistite intersticial,
foram submetidos a administracdo oral da mesma formulagcdo de
glicosaminoglicanos durante doze meses. Houve melhora significativa na
sintomatologia clinica (avaliacdo realizada por meio de escala visual global de
sintomas) em 51,8% dos homens e 48,8% das mulheres envolvidas no estudo
(THEOHARIDES et al., 2008).

Similar ao que é observado na mulher, ha grande ocorréncia de cistite em
felinos e alguns estudos nesta espécie também sdo apresentados na literatura.
Em um estudo conduzido em gatos com cistite intersticial que receberam
glicosaminoglicanos via oral durante 28 dias, verificou que a terapia oral
promoveu aumento na concentracao urinaria de glicosaminoglicanos, bem como
aumento da concentracdo plasmatica de tal substancia. Em analise subjetiva
realizada pelos tutores, foi relatada melhora da hematuria apresentada por esses
animais bem como na dificuldade e sensibilidade dolorosa durante a miccao
(PANCHAPHANPONG et al., 2011).

A preservacao da funcéo da barreira urotelial € sem duvida relevante para
manutenc¢do da dindmica miccional. No entanto, a integridade estrutural vesical
e a acao neurologica coordenada deste 6rgdo sao fundamentais para garantir
que as funcdes de armazenamento e eliminacdo da urina sejam executadas
(CRUZ et al., 2014).

Afeccbes em que h& diminuicdo da complacéncia vesical resultam em
significativa morbidade, pois comprometem uma das principais funcdes da
bexiga — armazenamento de urina a baixas pressoes. Este quadro € observado

em pacientes com valvula de uretra posterior, mielomeningocele, bexiga
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neurogénica, obstrucéo uretral parcial ou estenose por diferentes etiologias (AL-
SAIKAN et al., 2015; SHEN et al., 2015).

Os efeitos que a obstrucdo parcial uretral, independentemente de sua
etiologia, causam na bexiga sao divididos em duas fases (KAYA et al., 2017). Na
fase compensatoria, apesar do aumento de massa vesical, a contratilidade é
preservada (SHEN et al., 2015). Ja na fase descompensatoéria, a massa vesical
continua a aumentar, porém as funcbes de contratilidade e esvaziamento da
bexiga estdo comprometidas, o final dessa fase € caracterizado pela fibrose da
parede vesical, acarretando em baixa complacéncia e menor capacidade de
armazenamento (AL-SAIKAN et al., 2015; KAYA et al., 2017; KIM et al., 2000).

A fibrose caracteriza-se pela sintese aumentada ou deficiéncia de turnover
de colageno, considerado o0 maior constituinte da matriz extracelular.
ModificagBes tanto na sua concentracdo, quanto na relacao de fibras tipo | e lll
estdo diretamente relacionadas com baixa complacéncia e comprometimento da
funcdo de armazenamento de urina (RODRIGUEZ et al., 2004). O aumento da
pressao intravesical pode contribuir para a etiologia do refluxo vesicoureteral,
calculo, hidronefrose e, por fim, faléncia renal (AL-SAIKAN et al., 2015; EWALT
et al., 1992).

O esvaziamento vesical também encontra-se prejudicado nestas bexigas,
uma vez que o colageno em excesso afeta as propriedades contrateis da
musculatura detrusora. O volume residual reflete a inadequada capacidade de
esvaziamento e o risco de infeccéo torna-se comumente um ciclo vicioso nestes
pacientes (BYRON, 2015).

2.3 Pequenos proteoglicanos ricos em leucina e seu papel na fibrose

Os pequenos proteoglicanos ricos em leucina (SLRPs) sdo moléculas
compostas por uma proteina central e cadeias de GAGSs, que estdo amplamente
distribuidas na MEC (TRABUCCO et al., 2007). Estes proteoglicanos regulam
diversos processos biolégicos e patofisiolégicos, dentre eles a fibrilogénese de
colageno. Durante a biossintese, GAGs sulfatados incluindo sulfato de
condroitina,sulfato de dermatan e sulfato de queratan sédo diferencialmente
sintetizados e modificados, podendo afetar a dinamica estrutural e funcional dos

SLRPs. Os SLRPs classe | (decorina e biglican) e classe Il (lumican e
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fioromodulina) estdo diretamente envolvidos na regulacao da sintese, diametro
e organizacao estrutural de fibras colagenas no tecido. Além disso, estes
proteoglicanos também tem importante papel na sinalizagcdo e regulacdo
imunolégica (CHEN; BIRK, 2013; TRABUCCO et al., 2007).

Estudos mostram que ratos com deficiéncia de SLRPs exibem fenotipos
gue séo consistentes com disfuncdo da MEC em tecidos conectivos, como 0SS0,
cartilagem e tecidos ndo conectivos, como figado e Utero. Isto comprova que a
dindmica interacdo entre SLRPs, células e MEC prové uma diversidade de
funcdes teciduais especificas que garantem a homeostase estrutural e funcional
do tecido. Decorina, biglican, lumican e fiboromodulina sédo considerados pontos
chaves na regulacdo das fibras de colageno, e sua atividade pode variar de
acordo com a regido de ligacdo com o colageno e o tipo de tecido alvo
(CIFTCILER et al.,, 2017; KALAMAJSKI et al.,, 2016). Decorina tem sido
associada ainda com atividade antifibrotica e antitumoral em desordens renais e
pulmonares, assim como biglican pode modular o processo inflamatério destes
orgdos. A acao antifibrética da decorina em figados cirréticos foi relacionada com
a inibicado de TGFB, uma das mais potentes citocinas pré-fibréticas. Apesar dos
mecanismos nao completamente esclarecidos, estes autores sugerem que a
decorina atua como um bloqueador enddgeno de TGFf contra fibrose (BAGHYet
al., 2012; NASTASE et al., 2014). Ja biglican atua na formacéo da fibra colagena,
bem como, na regulacdo da atividade das citocinas na patogénese da fibrose,
sendo objeto de estudo 0 aumento da sua concentracdo sérica dos pacientes
como marcador de fibrose hepética (CIFTCILER et al., 2017). Da mesma forma,
aumento da expressdo de lumican e fibromodulina estd sendo associado a
quadros de fibrose hepética e pulmonar (KALAMAJSKI et al., 2016; KRISHNAN
et al., 2012; MORMONE et al., 2012)

A atividade dos proteoglicanos e sua intera¢cdo com o colageno em bexigas
alteradas pode dar subsidios a investigacdo de propostas terapéuticas que
visem minimizar a sequéncia de eventos deletérios que se instalam nestes
pacientes. Porém, poucos estudos destinaram-se a avaliar o papel dos SLRPs
em afecc¢bes vesicais. Em um estudo realizado em 2012 (MACIEJEWSKI et al.,
2012), demonstrou por meio de imunofluorescéncia e PCR a diminuicdo de
decorina e aumento de biglican em bexigas fibrosadas de ratos parcialmente

obstruidos. Como proposta terapéutica, utilizando o mesmo modelo
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experimental, o mesmo grupo avaliou o tratamento destes animais com
tadalafina, demostrando possivel efeito antifibrético do farmaco e diminuicédo dos
niveis teciduais de decorina e TGF[. Niveis inferiores de decorina e lumican por
meio de avaliacdo protedmica também foram detectados em ratos apos 14 dias
de obstrucao uretral parcial por Al-Saikan et al,.(2015).

Outro grupo (KAYA et al.,, 2017), avaliou a resposta terapéutica do uso
intradetrusora de decorina em bexigas fibrosadas de coelhos parcialmente
obstruidos. Foram realizadas andlises histopatologicas, imunohistoquimicas,
farmacodinamicas e estimulacéo elétrica, apresentando resultados favoraveis
decorrentes da acao antifibrética da decorina, como aumento da contratilidade
nas bexigas fibrosadas e demonstrando efeitos protetores contra agao excessiva
da fibrose.

Outra preocupacéao relacionada ao desequilibrio na deposicao de colageno
vesical, diz respeito a necessidade de intervenc¢des cirirgicas em bexigas com
estas caracteristicas, procedimento este que representa um desafio ao cirurgiao.
A reparacgéo tecidual em uma bexiga estruturalmente alterada pode néo so ser
insuficiente para garantir a qualidade da cicatrizagdo como exacerbar um
processo fibrotico pré-existente. Considerando-se que os SLRPs facilitam a
reparacao tecidual e regeneracao em condi¢des patolégicas como inflamacéo e
ferimentos, participando ativamente da fibrilogénese do colageno (CHEN; BIRK,
2013), avaliar a distribuicdo destes proteoglicanos na cicatrizacdo de bexigas
alteradas comparado a bexigas saudaveis pode trazer contribuicdo importante

ao meio cientifico.

3 Objetivo

Objetiva-se com o presente trabalho identificar se ha relacdo entre a
administracdo oral dos glicosaminoglicanos com a distribuicdo de pequenos
proteoglicanos ricos em leucina e colageno na matriz extracelular de bexigas de

ratos previamente obstruidos ou ndo, submetidos a cistotomia.

3.1 Objetivos especificos
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- Avaliar o efeito da suplementacdo oral de GAGs na distribuicdo de
proteoglicanos (SLRPs) em bexigas de ratos saudaveis ou submetidos a
obstrucao parcial, tendo como comparativo 0s mesmos parametros obtidos de
animais nao suplementados;

- Avaliar a relacdo da distribuicdo de SLRPs e deposicao de colageno apos
cistotomia em bexigas de ratos saudaveis ou submetidos a obstrucdo parcial,
tendo como comparativo 0s mesmos parametros obtidos de animais né&o

suplementados;
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Resumo:

Objetivo: Investigar se ha relacdo entre a suplementacdo oral de
glicosaminoglicanos com a distribuicdo de pequenos proteoglicanos ricos em
leucina e colageno na matriz extracelular de bexigas saudaveis e fibrosadas
submetidas ao procedimento de cistotomia.

Métodos: 56 ratos da linhagem Wistar foram divididos em cinco grupos,
controle (G1), obstrucdo vesical parcial e cistotomia (G2), obstrucédo vesical
parcial, cistotomia e suplementacéo oral de glicosaminoglicanos (G3), cistotomia
(G4), cistotomia e tratamento (G5). As bexigas foram excisadas e pesadas. A
distribuicdo dos pequenos proteoglicanos ricos em leucina foi avaliada por
imunofluorescéncia e o colageno via Microscopia Cars (Coherente anti strokes
raman Scattering).

Resultado: A média final do peso das bexigas do grupo G2 e 3 foi
estatisticamente diferente do grupo controle. Apenas o grupo G3 apresentou
diferenca estatistica para decorina, biglican, lumican e fiboromodulina comparado
ao grupo controle. Na microscopia Cars a intensidade do sinal do colageno foi
menor nos grupos G2 e G3.

Conclusao: A partir da andlise da distribuicdo dos proteoglicanos e de
colageno frente a diferentes insultos vesicais, concluimos que o aumento global
dos proteoglicanos se deve ao tratamento com os glicosaminoglicanos durante
28 dias por via oral, associado também a presenca de fibrose tecidual. Ainda,
nao foi observado diferenca aparente quanto ao colageno apds tratamento com
os glicosaminoglicanos, no entanto, a obstrucdo uretral parcial leva a alteracéo
do colageno no tecido vesical.

Palavras chaves: Bexiga, Microscopia  Cars, Colageno,
Imunofluorescéncia, Pequenos Proteoglicanos Ricos em Leucina
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Introducéo

A diminuicdo da complacéncia vesical pode ser observada em pacientes
com valvula de uretra posterior, mielomeningocele e demais pacientes com
bexiga neurogénica (retencao urinaria), hipertrofia prostatica, obstrucéo uretral
parcial ou estenose por diferentes etiologias'?. O aumento da pressao
intravesical resulta em significativa morbidade, uma vez que pode contribuir para
a etiologia do refluxo vesicoureteral, litiase, hidronefrose e, por fim, faléncia
renal®>4°> As propriedades mecéanicas de bexigas pouco complacentes
encontram-se comprometidas devido a mudancas na arquitetura estrutural e no
equilibrio dos componentes da matriz extracelular (MEC)2© . A via final comum
destas alteracdes é o espessamento da parede vesical e fibrose*. Modificacdes
tanto na concentragédo de colageno quanto na relacéo de fibras tipo | e Il estdo
diretamente relacionadas com baixa complacéncia e comprometimento da
funcdo de armazenamento de urina®?,

Muitas investigacdes sobre os mecanismos patofisiologicos e fases da
evolucdo da fibrose, bem como das acfes de cada efetor que participa de sua
formacdo tém sido desenvolvidas e possuem relevante papel em futuras
propostas terapéuticas que possam interferir na morbidade causada por este
processol®!l, Neste sentido, destacam-se pesquisas que objetivam avaliar a
acdo dos pequenos proteoglicanos ricos em leucina (SLRPs — do inglés small
leucine-rich proteoglycans) e ocorréncia de fibrose em diferentes 6rgdos*12-15
Estes proteoglicanos regulam diversos processos bioldgicos e patofisioldgicos,
dentre eles a fibrilogénese de coldgeno. SLRPs classe | (decorina e biglican) e

classe Il (lumican e fibromodulina) estédo diretamente envolvidos na regulacéo da
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sintese, diametro e organizacéo estrutural de fibras colagenas no tecido, tendo
também participacéo ativa na reparacgéo tecidual'®1’,

A estrutura basica dos proteoglicanos envolve cadeias de
glicosaminoglicanos (GAGs) ligadas covalentemente ao cerne proteico e
encontram-se amplamente distribuidos na MEC. Durante a biossintese, GAGs
sulfatados incluindo sulfato de condroitina, sulfato de dermatan e sulfato de
queratan sao diferencialmente sintetizados e modificados, podendo afetar a
dinamica estrutural e funcional dos SLRPs6-18

A administracdo local e sistémica de GAGs tem sido estudada em
enfermidades inflamatérias vesicais. O foco de avaliacdo dos GAGs concentra-
se na sua acao direta no urotélio, uma vez que participam do mecanismo de
protecdo da mucosa e sua diminuicdo esta correlacionada com os quadros de
infeccdo de trato urinario inferior (ITUI) recorrente, justificando maior nimero de
trabalhos com wuso intravesical destes compostosi®?3No entanto, a
administracdo oral de uma formulacdo contendo diferentes GAGS mostrou
resultados promissores em ensaios clinicos?#2¢ e experimentais?? .

Até 0 momento, poucos estudos destinaram-se a avaliar o papel dos
SLRPs em afeccbes vesicais'#1527-28 E, apesar dos GAGs participarem da
constituicdo dos proteoglicanos, incluindo SLRPs, pesquisas objetivando
observar a relacao entre suplementacéo de GAGs, acao dos SLRPs e disposicéo
de fibras colagenas nas diferentes camadas ndo tem sido conduzidas, seja em
bexigas integras ou estruturalmente alteradas.

O objetivo do presente trabalho foi identificar se ha relacdo entre a

administracdo oral dos glicosaminoglicanos com a distribuicdo de pequenos
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proteoglicanos ricos em leucina e colageno na matriz extracelular de bexigas de
ratos previamente obstruidos ou ndo, submetidos a cistotomia.

Método

O Projeto foi submetido ao Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA)
da faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia de Botucatu, sendo aprovado
sob protocolo 35/2016. Foram utilizados 56 animais da espécie Rattus
Novergicus — linhagem Wistar, fémeas, os mesmos foram randomicamente
divididos em cinco grupos: G1, G2, G3, G4 e G5 (Figura 1).

A figura abaixo (Figura 1) apresenta o delineamento experimental do

projeto de modo esquematico.

e Controle e Obstrucdo e Obstrucado e Cistotomia e Cistotomia

Uretral por Uretral por e Agua e GAG por 28
12 12 destilada dias
semanas semanas por 28 dias e Eutandsia

e Cistotomia Cistotomia e Eutanasia

e Agua Gag por 28
destilada dias
por 28 dias Eutanasia

e Eutanasia

Figura 1- Representacdo esquematica da divisdo dos grupos e suas devidas etapas, com

0 numero de animais apresentado entre parénteses.

Nos animais dos grupos 2 e 3, a obstrucéo uretral foi feita de acordo com

modelo descrito em estudos anteriores?, porém com utilizacdo do cateter 20G.

Uma puncdo foi realizada na face ventral da bexiga, possibilitando a passagem

de cateter em direcdo a uretra (Figura 2).

Apoés 12 semanas, 0s animais do grupo G2 e G3 foram submetidos ao

procedimento de cistotomia. Apds exposi¢ao da bexiga, foi feita incisdo na regido

ventral, com extensdo de 0,6 cm (Figura 2), com auxilio de lupa para

magnificacdo da imagem (3.5x). A sutura foi feita em um primeiro plano com
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padrdo de sutura continua simples e segundo plano com padrdo de sutura
invaginante, ambas utilizando acido poliglicélico 8-0 (Figura 2). Nos animais dos
grupos 4 e 5, foi realizado apenas o procedimento de cistotomia, conforme

descrito anteriormente.

Ainda, durante a cirurgia de cistotomia, o cateter 20G foi reposicionado na
uretra, em todos os animais, com o intuito de verificar a paténcia do lamen uretral
considerando-se a obstrucao previamente realizada. No entanto, um total de 6
animais do grupo 2 e 3 ndo estavam obstruidos, os mesmos foram descartados
do estudo. O tempo total de obstrucao foi de 16 semanas (12 semanas pés

obstrucdo e 4 semanas pos cistotomia).
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Figura 2- Procedimento de Obstrucdo Uretral Parcial (A, B, C) e Cistotomia (D, E, F). A-
Cateterizacdo da uretra por meio de punc¢éo no colo vesical, com cateter de calibre 20G. B-
Obstrucéo uretral parcial realizada por meio da passagem do fio de Poliéster 4-0. C- Aspecto da
bexiga apos doze semanas de obstrugcéo. D- Exposicao vesical e colocacao de sutura de reparo
no polo cranial. E- Inciséo na face ventral com medida pré-determinada de 0,6 cm. F- Aspecto

final da bexiga ap6s sutura em duas camadas.

Para suplementacdo dos animais pertencentes aos grupos 3 e 5, foi
utilizado o suplemento que cada saché contém 1,5 g de sulfato de glucosamina
e 1,2 g de sulfato de condroitina (Condroflex® p6é oral Zodiac® produtos
farmacéuticos S.A.). A dose para cada rato foi baseada conforme estudos

anteriores que utilizaram suplementacdo de GAGs via oral 4?5, O contetido do
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saché foi diluido em 45 mL de agua e homogeneizado, atingindo a concentracéo
de 150 mg de sulfato de glucosamina e 120 mg de sulfato de condroitina por mL.
Cada rato recebeu 1 mL por sonda de gavagem uma vez ao dia durante 28 dias.
Os grupos G2 e G4 receberam a mesma dose, em mL, de agua destilada.

A eutanasia dos animais foi feita 28 dias apds a cistotomia. Os animais
foram pesados bem como as bexigas excisadas. ApOs este procedimento, a
bexiga foi aberta longitudinalmente pela face dorsal, preservando a area ventral
de sutura, sendo posteriormente armazenada em freezer -80°C.

Para normalizacdo dos dados e comparacdo do peso da bexiga entre
diferentes animais e grupos, foi feito um indice percentual, obtido a partir da
férmula peso bexiga x 100 /peso final do rato. Utilizou-se o peso final dos animais
e da bexiga em miligramas.

As amostras de bexiga, armazenadas em freezer -80°C, foram processadas
para andlise da concentracdo dos SRLPs - biglican, lumican, decorina e
fioromodulina. Foi avaliado todo o tecido vesical. O preparo do tecido para o
ensaio de imunofluorescéncia foi realizado de acordo com a metodologia
descrita pelo Center for Biological Imaging — Universidade de Pittsburgh. Foram
utilizados anticorpos primarios da empresa Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, California), incluindo anti-decorin (sc 22613), anti-lumicam (sc 27718), anti-
fibromodulina (sc 33772), anti-biglican (sc 33788). As imagens foram capturadas
usando microscoépio confocal Leica TCS SP8, equipado com software de captura
de imagem LAS AF. A intensidade de fluorescéncia foi mensurada utilizando-se
o software ImageJ.

Para avaliacdo do colageno, foi utilizado a microscopia Cars (Coherent

anti-Stokes Raman Scattering). Foram avaliados seis campos diferentes de
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tecido vesical de cada animal e as imagens foram representadas em projecéo
de maxima intensidade, o que corresponde as imagens coletadas da série Z dos
diferentes planos confocais.

Para analise de todos os dados foi utilizado o software GraphPad Prism,
7.0, California - EUA, com nivel de significancia de 0,05. Para o peso das
bexigas, os resultados foram apresentados como média e desvio-padrdo e a
analise estatistica foi feita com One-way ANOVA seguido por teste de Turkey
para normalizacdo e comparacao dos grupos. Para a expressao dos SRLPs foi
realizado analise paramétrica ndo pareada T-student.

Resultados

A média e respectivo desvio padrdo do peso final da bexiga
correlacionado com o peso final de cada animal foi avaliado nos diferentes

grupos. Os resultados estdo apresentados no Grafico 1.
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Gréafico 1. Representacdo dos valores da constante aplicada para cada
animal submetido ao procedimento cirurgico (peso bexiga final / peso rato final x

100). Dados expressos em médias * desvio padrao (*p<0,05).
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Grupos

Houve diferenca estatistica entre o grupo controle (G1) e 0s grupos
submetidos a obstrucéo uretral parcial (G2 e G3), estes dois grupos também
apresentaram diferenca estatistica com os grupos G4 e G5, apenas submetidos
ao procedimento de cistotomia. Nao houve diferenca estatistica nos grupos G1,
G4 e Gb5.

As figuras abaixo representam a imunofluorescéncia dos SRLPs (biglican,
decorina, lumican e fiboromodulina) no tecido vesical e o grafico representa os
valores referentes a quantificagdo da imunomarcacdo dos SRLPs no tecido

vesical de cada grupo avaliado.
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Figura 3- Representa¢cdo da marcacédo (vermelho) na imunofluorescéncia de biglican nos
tecidos vesicais dos grupos controle (G1), e experimentais (G2, G3, G4 e G5). Grafico
apresentando valores média + desvio padrdo em relagdo a quantificacdo de biglican no tecido

vesical (*p<0,05).
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Figura 4: Representacdo da marcacéo de decorina (vermelho) na imunofluorescéncia do
tecido vesical. O grafico representa valores média + desvio padréo referentes a quantificacao de

decorina no tecido vesical dos animais dos cinco grupos (*p<0,05).
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Figura 5: Representacéo da marcacgédo (vermelho) de lumican na imunofluorescéncia do
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tecido vesical. O grafico representa valores média + desvio padréo referentes a quantificacao de

lumican no tecido vesical dos animais dos cinco grupos (*p<0,05).
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Figura 6- Representacdo da imunomarcacgdo (vermelho) de fibromodulina no tecido
vesical do grupo controle (G1) e grupos experimentais (G2,G3,G4, G5). O grafico representa 0s
valores média + desvio padréo referentes a quantificacdo da marcacdo de fiboromodulina no
tecido vesical dos animais dos cinco grupos (*p<0,05).

A figura 7 apresenta a analise de colageno total nos tecidos vesicais dos

animais dos grupos controle (G1) a G5 por meio da analise da Microscopia Cars.
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Figura 7- Analise do colageno nos tecidos vesicais por meio da Microscopia Cars. As

marcacgdes em coloragdo verde representam a concentragao do colageno no tecido.
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Na etapa da obstrucdo parcial uretral, nos animais pertencentes aos
grupos 2 e 3, algumas complicacbes foram encontradas. O tempo total de
obstrucdo nestes animais foi de 16 semanas (12 semanas pos obstrucéo e 4
semanas pos cistotomia), sendo registrados 4 6bitos neste periodo, 2 com quatro
dias apos o procedimento de obstrucéo uretral parcial, 1 com 20 dias e 1 com 95
dias pos obstrucéao.

Discusséao

O processo que mobiliza a deposicdo de colageno nas camadas da
bexiga e regula as alteragdes fibréticas apds obstrucdes infravesicais ainda nao
foi completamente elucidado. Sabe-se que os SRLPs sao considerados
mediadores da fibrilogénese do coldgeno em tecidos normais e fibréticos,
incluindo a bexiga®®. A distribuicdo dos SRLPs e sua relacdo com o mecanismo
da fibrose vem sendo objeto de varias pesquisas! 13151829,

No entanto, a influéncia da suplementacdo das GAGS na distribuicdo de
SRLPs e colageno, apos lesdo em tecido vesical normal ou alterado, ndo foi
previamente descrita. Para avaliar bexigas com alteracdo em sua matriz
extracelular, utilizamos modelo experimental de obstrucdo infravesical. Esta
técnica é frequentemente citada na literatura'#27-30, pois permite a obtencéo de
uma bexiga com alteragdes morfolégicas e funcionais®®, devido ao processo
inflamatoério precursor de fibrose, que cursa com hipertrofia e instabilidade
detrusora®®. Dentre os métodos utilizados para obstrucdo uretral, cita-se a
abordagem transperitoneal, transperineal e o0 modelo de envolvimento uretral,
sendo a abordagem transperitoneal a mais utilizada por permitir adequada
visualizagéo e obstrucdo uretral, mimetizando quadro similar ao de humanos e

animais que apresentam hiperplasia prostatica e estenoses uretrais de diversas
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etiologias*°. No entanto, encontramos dificuldade para isolamento da uretra
para ligadura. Devido a presenca de tecido adiposo periuretral, sua
individualizac&do néo foi facilmente realizada em todos os animais, mesmo com
auxilio de magnificagcdo. Em seis animais, a ligadura ndo manteve o padréo de
tensdo desejado ou ndo envolveu toda a circunferéncia uretral, sendo os
mesmos descartados do estudo. Embora estudos anteriores*?” tenham utilizado
cateter 18 G em animais com peso similar aos ratos do nosso estudo, nés
adaptamos o calibre do cateter para 20 G, visto que ndo observamos dificuldade
no esvaziamento vesical com o calibre maior. De  acordo com  estudos
anteriores®’, este procedimento ndo esta livre de complicacbes. A taxa de
complicacéo relacionada ao modelo de obstrucéo infravesical pode ser superior
a 15%%. Nosso estudo apresentou taxa de 17%, incluindo calculo, pilria
macroscopica e 0bito, nas 16 semanas que se seguiram ao processo obstrutivo,
um outro grupo?’ obteve uma taxa de 19,4% de complicacdes, durante o periodo
de 16 semanas de obstrucdo uretral parcial, incluindo 6bito, desidratacao,
letargia, hidronefrose e empiema vesical. Por outro lado, em um estudo* néo
houve complicacdes relacionadas a obstrucdo uretral dos animais.

O aumento do peso que ocorre em bexigas expostas a obstrucdo infravesical
decorre da hipertrofia da musculatura detrusora®®, seguida pelo processo de
fibrose®. Como esperado, a média de peso da bexiga dos animais dos grupos
G4 e 5 nao foi estatisticamente diferente do grupo controle. No entanto, nos
grupos G2 e 3 o aumento de peso vesical diferiu do grupo controle, sendo que
em G3 nédo houve influéncia do tratamento visto que, apesar da suplementacao
de GAGs, houve aumento da média de peso da bexiga dos animais deste grupo,

similar ao observado em G2, sem tratamento
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O periodo de 12 semanas de obstrucdo € compativel com o desenvolvimento da
fase descompensatoria de inflamacao vesical, intimamente relacionada com a
atuacdo de SRLPs no tecido?’. Em nosso estudo, a técnica de cistotomia foi
utilizada com o intuito de estimular sintese e organizacdo na deposicdo de
colageno em bexigas com alteracdo estrutural em decorréncia da fibrose, apés
12 semanas de obstrucdo uretral parcial. Para comparar o efeito da cistotomia
nestas bexigas, utilizamos bexigas de ratos saudaveis, ndo submetidos a
obstrucdo. Desta forma, objetivamos tracar um delineamento do comportamento
tecidual, com foco no colageno e SRLPs, em animais tratados ou ndo com
glicosaminoglicanos.

A diminuicdo de GAGs na bexiga esta correlacionada com ocorréncia de
infeccdo, uma vez que participam do mecanismo de protecdo da mucosa e, por
este motivo, a administracdo destes compostos vem sendo objeto de diversos
ensaios clinicos envolvendo pacientes com ITUI, principalmente pela via
intravesical devido sua agédo direta na mucosa?'31. Embora a via intravesical seja
a mais citada em ensaios clinicos'®?2, h4 maior morbidade relacionada a essa
abordagem comparada a administracdo oral, devido a necessidade de
cateterizacao uretral.

A administracao oral e a dose para administracdo das GAGs foi baseada
em estudos realizados em humanos e felinos?426. Entretanto, a via oral possui
como desvantagem a variagdo no metabolismo de absor¢cdo da medicacéo e
acao no local esperado, e particularidades como perda do medicamento durante
sua administracdo®!, por esta razdo, a suplementacdo dos ratos em nosso

estudo foi realizada com auxilio da sonda de gavagem.
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Estudos relatam alteracbes na distribuicdo dos SRLPs em bexigas
fibrosadas, envolvendo diminuicdo de decorina e lumican e aumento de
biglican'>. Decorina estd associada com atividade antifibrética e anti-
inflamatoria em diversos tecidos, por meio da modulacéo da expressao do TGF-
R e outros mediadores inflamatérios31432, Tais evidéncias sugerem que o
aumento de decorina e diminuicdo de biglican é satisfatério do ponto de vista
terapéutico, considerando-se principalmente as bexigas ja alteradas.

Os GAGs sao componentes da estrutura basica dos SRLPs; portanto, a
diferenciacdo durante a biossintese do GAGs sulfatados e nado sulfatados
influencia a dindmica estrutural e funcional dos SRLPs'®18, Com a
suplementacdo via oral de condroitina e glucosamina, GAGs sulfatados
precursores de SRLPs, principalmente decorina e biglican, procuramos avaliar
se haveria alteracdo na distribuicdo dos SLRPs em bexigas saudaveis e
fibrosadas apos cistotomia.

No entanto, na imunofluorescéncia, G3 (obstrucédo uretral parcial e
tratamento) apresentou a maior imunomarcacao para os quatros tipos de SRLPs
avaliados (biglican, lumican, decorina e fibromodulina) e o Unico com diferenca
estatistica na analise comparativa com o grupo controle da quantificacdo da
imunomarcacao. Nos animais submetidos a obstru¢cdo previamente a cistotomia
houve aumento tanto de decorina como biglican. Na MEC, ocorrem diversas
formas de ligacdo entre o colageno e os SRLPs e, a partir destas conexdes, as
moléculas tornam-se aptas a sequestrar diversos mediadores, podendo
promover tanto cascata pré inflamatéria como anti-inflamatéria32.

Biglican atua na formacéo da fibra colagena, bem como, na regulacéo da

atividade das citocinas na patogénese da fibrose, sendo seu aumento observado



41

tanto na fibrose hepatica como vesical’®>?°. O aumento de biglican e
fiboromodulina vem sendo correlacionado com presenca de processos fibréticos
em diversos tecidos, como rim, figado, bexiga e pulméo®32-33, sendo inclusive
objeto de estudo como marcadores da presenca de fibrose no tecido
hepatico!>?°.

No grupo G5 (cistotomia e tratamento) ndo encontramos diferenca
estatistica de nenhum SRLPs comparado ao grupo controle, portanto avaliando
0 quesito tratamento, constatamos que a suplementacdo de GAGs ndao
apresenta efeitos em bexigas saudaveis, entretanto o seu uso em bexigas
doentes desencadeia alteracdo na distribuicdo global dos SRLPs, bem como na
cascata inflamatoria. Sendo assim, pode-se sugerir que o ambiente influencia a
biotransformacao, sintese e deposi¢do dos SRLPS.

Além do SRLPs, a dindmica da deposicao das fibras colagenas também
estd envolvida no processo de fibrose tecidual. O colageno € considerado o
maior constituinte da MEC e sua sintese aumentada ou deficiéncia de turnover
caracterizam o processo fibrético. Modificacbes tanto na sua concentracdo,
guanto na relacao de fibras tipo | e 1l estdo diretamente relacionadas com baixa
complacéncia e comprometimento da funcdo de armazenamento de urina®34,
Devido a sua importéncia na dinamica estrutural e funcional da miccdo, a
avaliacdo da deposicdo de colageno no tecido vesical, por meio de diversas
metodologias (espectrometria de massa, imunohistoquimica, microscopia
confocal), é realizada em diversos estudos*634. A microscopia Cars baseia-se
no fendbmeno RAMAN de espalhamento de luz. As caracteristicas moleculares
geram estados vibracionais e rotacionais particulares para cada molécula. Desta

forma, a juncdo da microscopia confocal com a técnica CARS € uma nova
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metodologia que permite gerar imagens 3D baseadas no espectro intrinseco
vibracional caracteristico de cada molécula. As vantagens primordiais deste
meétodo sdo que as amostras permanecem inalteradas sem o uso de fluoréforos
e sem efeitos de citoxicidade, e o sinal é limpo sem autofluorescéncia. Esta nova
abordagem possibilita a geracdo de uma imagem real, livre dos varios artefatos
ocasionados pelo uso de fluoroforos, além de ser uma metodologia nao
destrutiva e minimamente invasiva para andlise de colageno3°>36. Os grupos
submetidos ao procedimento de obstrucdo uretral (G2 e G3) apresentaram
menor intensidade de sinal comparado aos grupos controle e submetidos apenas
a cistotomia. Esta alteracdo de intensidade de sinal pode ser justificada pelo
tempo da permanéncia da obstrucdo uretral parcial, visto que durante o periodo
de dezesseis semanas ocorre menor concentracdo das fibras colagenas na
musculatura detrusora, uma vez que a concentracdo dessas fibras pode ser
alterada pelos feixes musculares presentes no tecido intersticial®. Outro fator
importante, € que a microscopia Cars avalia o sinal da segunda harmdénica
geracional da molécula a, portanto altera¢des na orientacdo da fibra colagena no
tecido podem afetar a intensidade do sinal vibracional emitido®’. Em nosso
estudo ndo realizamos a andlise histopatolégica do tecido vesical para melhor
caracterizacdo da hipertrofia muscular e da deposicao das fibras colagenas. No
entanto, como citado em estudos anteriores, no processo da fibrose ocorre
deficiéncia na sintese e na deposicdo das fibras colagenas alterando sua
orientacdo e conformacdo em relagdo a tecidos saudaveis®.

Concluimos a partir da analise da expressado dos proteoglicanos e de
colageno frente a diferentes insultos vesicais, que o aumento global dos

proteoglicanos se deve ao tratamento com os GAGs durante 28 dias por via oral
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associado também a presenca de fibrose tecidual. Ainda, ndo foi observado
diferenca aparente quanto ao colageno apdés tratamento com os GAGS, no
entanto, a obstrucdo uretral parcial leva a alteracdo do colageno no tecido
vesical.
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