ALTERACOES FUNCIONAIS DA BEXIGA E URETRA DE RATOS
SUBMETIDOS A RESTRICAO DE OXIDO NITRICO
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1. Resumo:

Este estudo tem como objetivo verificar as alteragdes do trato urinario inferior de ratos
submetidos a inibicdo da oOxido nitrico sintase (ONS) com N-nitro-L-arginina metil ester (L-
NAME), e conseqiientemente reducao de 6xido nitrico. Além disso, avalia se drogas que aumentam
a oferta de 6xido nitrico revertem os efeitos da inibicdo da ONS, portanto podendo ter utilidade no
tratamento de doencas que comprometem o trato urindrio inferior, como sindrome da bexiga
hiperativa, aumento benigno da prostata e disfun¢des miccionais de causa neurogénica.

Para tanto, realizou-se grupos pareados de ratos controles e tratados, todos sendo avaliados
com estudo urodindmico. Os parametros urodindmicos durante a fase de enchimento e de micgao
foram registrados e submetidos a avaliacdo estatistica, para permitir a discussao dos resultados e as

conclusdes.

2. Introducao:

Freqiiéncia, urgéncia e incontinéncia urindria sdo sintomas comuns em homens com
obstrugdo intravesival (OI) devido ao aumento benigno da prostata (ABP).[1] Esses sintomas
ocorrem em 50-75% dos pacientes com ABP e correspondem a hiperatividade do detrusor (HD).[2]

Animais com OI causados por obstrucdo uretral tém HD representado por contragdes
involuntarias durante na fase de enchimento vesical e observados na cistometria. No entanto, esse
modelo animal ndo avalia a funcdo uretral. [1]

Oxido nitrico (ON) é considerado neurotransmissor que atua em diversos locais do sistema
nervoso dos mamiferos, incluindo as sinapses periféricas do trato urogenital.[3] Em estudos
farmacoldgicos experimentais in vitro, verificou-se que o 6xido nitrico promove relaxamento dos

musculos lisos da bexiga e uretra. [4]



O N-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME) ¢ um potente inibidor da 6xido nitrico sintase,
enzima responsavel pela sintese de ON. Portanto, animais em uso cronico deste medicamento
podem ser usados para avaliar experimentalmente os efeitos in vivo da diminuicdo do ON nao
somente no detrusor, como na fun¢ao uretral. [5]

Os objetivos do estudo foram: verificar se o tratamento cronico com L-NAME induz
alteracdes funcionais no trato urindrio inferior de ratos; e avaliar se drogas doadoras de 6xido
nitrico e inibidores da fosfodiesterase revertem os efeitos da diminuicdo do ON no trato urinario

inferior de ratos em tratamento cronico com L-NAME.

3. Métodos
3.1 Desenho:

Estudo do tipo experimental controlado.

3.2 Materiais:
- Ratos machos da espécie Wistar
- Drogas: L-NAME, uretana, doadores de nitrato e inibidores da fosfodiesterase
- Bomba de infusdo continua
- Sensor de pressao e software para registro e amplificagdao do sinal de pressao
- Solucao salina 0,9%
- Seringas de pléstico descartavel
- Equipo de soro
- Scalp 19G
- Torneira 3 vias
- Materiais de microcirurgia

- Gazes



3.3 Animais:
Ratos com idade de 8 semanas e com peso entre 200-300 gramas, separados em dois grupos:
e Controle: ndo tratados.
e Grupo de estudo: ratos cronicamente tratados com L-NAME (60 mg/Kg/dia diluidos em

agua por 30 dias)

3.4 Medicamento:

L-NAME ¢ um potente inibidor da 6xido nitrico sintase (ONS), enzima responsavel pela
formacdo de ON, portanto a inibigdo da ONS induz diminui¢do do ON. O L-NAME ja fora
exaustivamente estudado no sistema cardiovascular, causando exacerbagdo do estimulo simpatico,
provocando hipertensdo. Estudos também avaliaram os efeitos do L-NAME no rim e verificou-se
que estd relacionado alteragdes renais provocadas pelas alteragdes hemodindmicas [3], muito
embora alguns trabalhos em que a pressdo fora normalizada, ainda assim havia progressao para
insuficiéncia renal. [1] Porém, ainda nao foi avaliado seu efeito in vivo no trato urinario inferior, o
qual pode ser responsavel pelo menos em parte pela insuficiéncia renal, visto que disfungdes
miccionais também cursam com alteragdes renais.

3.5 Anestesia:
Todos os animais foram anestesiados com injecao peritoneal de uretana, com dose de 1,2

umg/Kg.

3.6 Técnica cirurgica:
Depois de anestesiado, faz-se incisdo no abdome de 2 cm na linha média, expde-se a bexiga,

posicionando-se uma gaze abaixo.



3.7 Cistometria:

Para realizar a cistometria, faz-se inser¢ao de um scalp 19G na clpula da bexiga. Apos
esvazia-la, aguarda-se por 30 minutos para equilibrio do detrusor, e s6 entdo ¢ iniciada a infusdo
salina na bexiga com velocidade de 4mL/h com bomba de infusdo. O cateter vesical (scalp) ¢
conectado ao transdutor de pressao e a seringa de infusdo por uma torneira de trés vias.

A frequéncia de contragdes do detrusor, a pressdo maxima do detrusor durante essas
contragdes na fase de enchimento, o volume infundido até a primeira mic¢do, a pressao no inicio € o
pico de pressdo durante a miccdo, assim como a freqiiéncia de ciclos de micccdo e a pressdo
maxima do detrusor na fase de mic¢ao sao registradas durante o estudo urodinamico.

Estabelece-se como hiperatividade do detrusor a presenga de contragdes do detrusor com
amplitude superior a 4 cmH20 durante a fase cistométrica no estudo urodindmico. Define-se, ainda,
como hiperatividade do detrusor, o aumento do niimero de ciclos de micgdes, bem como a reducao
do intervalo intermicg¢ao.

Considera-se alteracdo da fun¢do uretral a reducdo do esvaziamento vesical, representada

por aumento do volume de solugdo salina necessario para iniciar a micgao.

4. Resultados:

Os Grupos 1 e 2 foram uniformes em relacdo ao peso. A administracdo cronica e sistémica
do L-NAME resultou em aumento significativo da FCD e no LV, havendo uma tendéncia de
aumento na FM (Fig. 1 e 2). Nao houve diferenca significativa ao comparar a LP, PP e PB (Tabela
1). Foi observado, macroscopicamente que os animais do Grupo 2 apresentavam

ureterohidronefrose e grandes bexigas, quando comparado com controle (Fig. 3).
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Figura 1. Estudo urodinamico obtido de um animal do Gurpo 1, seta vermelha representa o LP e a

azul a PP.
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Figura 2. Urodindmica de um animal tratado com L-NAME; presenca de grande nimero de
contragdes do detrusor, limiar de volume de 1,7ml e maior freqiiéncia do nimero de ciclos de

micgao.

Figura 3. Seta amarela mostrando a bexiga do animal controle



Figura 4. Bexiga de animal tratado com L-LAME, distendida e com paredes finas.

Tabela 1. Andlise descritiva e comparativa das variaveis continuas entre os Grupos 1 e 2.

Grupo controle Grupo tratado
Variavel N Média DP Min Mediana Max Variavel N Média DP Min Mediana Max P
|FCD 9 " 1477777 0.75 05 o9 T 304 FCD ™ - I 262 089 1137 271 360  P=0.004

Lv 9 1.18 0.38 0.53 1.26 1.80 LV 8 2.83 1.64 0.80 2.80 6.00 P=0.012
LP 9 19.14 3.02 16.20 17.60 25.20 LP 8 19.13 2.90 15.20 19.20 22.40 P=0.860
PP 9 21.14 3.06 16.20 20.80 26.50 PP 8 20.05 2.93 16.20 20.55 23.40 P=0.555
FM 9 1.08 0.65 0.17 1.2 1.84 FM 8 1.97 0.78 1.15 1.79 3.45 P=0.052
PB 9 11.69 6.77 2.7 12.30 20.30 PB 8 13.73 3.35 7.00 15.05 15.70 P=0.906
Peso 9 332.56 7.75 321.00 332.00 345.00 Peso 8 334.77 7.95 319.156 335.00 347.00 P=0.336

p-valores referentes ao teste de Mann-Whitney para comparagdo entre os grupos controle e tratado.

FCD - freqiiéncia de contragdes do detrusor por minuto; LV — limiar de volume; LP — limiar de pressdo; PP — pico de pressdo; FM — frequéncia
dos ciclos de micgdo por minuto; PB — pressdo basal durantes as micgdes

Os animais dos Grupos 3 ¢ 4 foram semelhantes quanto ao peso. A administracdo venosa do
sildenafil nos animais controles (Grupo 3) ndo alterou significativamente a freqiiéncia ou a
amplitude dos ciclos de micgdo (Fig. 4). Pelos resultados descritivos das variaveis para
caracterizacao dos grupos, e a comparacao dos parametros entre os controles (Grupo 3) e os tratados
(Grupo 4), nos tempos pré-Sildenafil (1) e pds-Sildenafil (2), verifica-se diferenga significativa
entre os grupos para: FM no tempo pos (menor no Grupo 4) e amplitude no tempo pré (maior no
Grupo 4). A amplitude no tempo 2 (pos-sildenafil) dos animais tratados com L-NAME foi

semelhante ao dos animais controle. (Tabela 2)
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Figura 5. A amplitude e frequéncia dos ciclos miccionais ndo se alteraram apds administracdo do

sildenafil aos animais controles.

Tabela 2. Anélise descritiva e comparativa das variaveis continuas entre grupos.

GRUPO ‘CONTROLE’ GRUPO ‘TRATADO L-NAME’

VARIAVEL N MEDIA D.P. MIN MEDIANA MAX VARIAVEL N MEDIA D.P. MIN MEDIANA MAX P-VALOR*
Peso 4 327.75 5.91 320.00 328.50 334.00 Peso 6 312.50 24.03 270.00 320.00 335.00 P=0.330
FM1 4 1.27 0.37 0.92 1.23 1.69 FM1 6 1.27 0.37 0.60 1.37 1.57 P=0.831
Amplitudel 4 9.00 3.16 6.00 8.50 13.00 Amplitudel 6 25.67 8.73 10.00 27.00 34.00 P=0.025
FM2 4 1.33 0.15 1.20 1.30 1.50 FM2 6 0.30 0.25 0.00 0.35 0.60 P=0.010
Amplitude2 4 8.75 2.99 5.00 9.00 12.00 Amplitude2 6 9.00 6.60 2.00 7.50 21.00 P=0.668

* p-valores referentes ao teste de Mann-Whitney para comparagéo entre os grupos controle e tratado.

As estatisticas descritivas e comparativas das diferengas (ou deltas) dos parametros entre os
tempos pré-Sildenafil (1) e p6s-Sildenafil (2), para controles e tratados demonstra-se diminui¢ao
significativa entre os tempos para FM e Amplitude no grupo tratado (redugdo entre tempos pré e

p6s administra¢do de Sildenafil) (Fig. 5). Porém, ndo hé alteracdo significativa da pressdo arterial

(Tabela 3).
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Figura 6. Diminuicdo da amplitude da contragdo do detrusor durante os ciclos de mic¢do apods

administracao do sildenafil no rato tratado com L-NAME

Tabela 3. Anélise descritiva e evolutiva das varidveis continuas entre tempos, por grupo.

GRUPO ‘CONTROLE’ GRUPO ‘TRATADO L-NAME’

VARIAVEL N  MEDIA D.P. MIN  MEDIANA MAX P-VALOR* VARIAVEL N  MEDIA D.P. MIN  MEDIANA MAX P-VALOR*

DIF_MC 4 0.06 0.25 -0.29 0.13 0.28 P=0.875 DIF_MC 6 -0.97 0.34 -1.57 -0.93 -0.60 P=0.031

DIF_AMPLIT 4 -0.25 1.71 -2.00 -0.50 2.00 P=0.999 DIF_AMPLIT 6 -16.67 11.72 -32.00 =-17.50 -2.00 P=0.031
DIF_PA 6 -11.38 23.74 -38.00 -13.60 25.50 P=0.313

* p-valores referentes ao teste de Wilcoxon para amostras relacionadas para comparagdo entre os tempos pré e pds, para cada grupo.

Pelos resultados das andlises de varidncia para medidas repetidas (repeated measures
ANOVA) para comparagao simultanea dos parametros entre os 2 grupos (controle e tratado) e entre
os 2 tempos (pré e pos-Sildenafil), verifica-se diferenca significativa entre grupos para FM e

amplitude (menores valores no grupo tratado no tempo pos administracao de Sildenafil) (Tabela 4).

Tabela 4. Resultados da ANOVA para medidas repetidas para comparacao entre grupos € tempos.

Comparagdo entre Comparagdo entre Interagdo
Variaveis*

Grupos (Controle vs Tratado) Avaliagoes (Pré e Pos) Grupos vs Tempos
MC/min P=0.063 P=0.011" P=0.007 *
Amplitude P=0.165 P=0.024" P=0.027"

* variaveis transformadas em postos (ranks) para os testes devido a auséncia de distribuigdo Normal.

(a) efeito significativo da interag@o grupo vs tempo: diferengas significativas entre grupos (Tukey): Controle#Tratado no Pos; diferencas significativas

entre tempos (Perfil): Pré=Pds para grupo Tratado.

(b) efeito significativo da interagdo grupo vs tempo: diferengas significativas entre grupos (Tukey): Controle#Tratado no Pré; diferencas significativas

entre tempos (Perfil): Pré=Pds para grupo Tratado.

Figura 7. Queda da freqiiéncia de mic¢do (MC/min) e retorno da amplitude das contragdes para

valores semelhantes ao Grupo controle.
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Tempo médio para resposta ao sildenafil foi de 21,58 (£13,18).

5. Discussao:

Sintomas do trato urinério inferior (STUI) decorrentes das afeccdes da prostata sdo motivos

de procura freqiiente do urologista e novos medicamentos que atuem nessas condi¢des sdo de

grande importancia.

Historicamente, muitos termos como prostatismo e hiperplasia prostatica benigna (HBP) tém

sido usados para descrever os STUI em homens. Porém, atualmente recomenda-se que estas

denominagdes sejam eliminadas do vocabulario médico, uma vez que nem todos os sintomas do

armazenamento e esvaziamento sdo relacionados a prostata [1.6 e 1.7]. Deste modo, sugere-se a

expressao sintomas do trato urinario inferior (STUI). Estudos demonstraram que somente 25-50%

dos homens com diagnostico histologico de HBP tém STUI e esses sintomas podem ser devidos a

problemas extra-prostaticos como disfun¢do miccional [1.10 e 1.11]. Em suma, STUI podem

resultar de uma complexa inter-relacdo fisiopatoldgica, incluindo as doengas da préstata e as

alteragOes do detrusor.
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Sintomas de bexiga hiperativa (urgéncia, freqiiéncia, incontinéncia urinaria de urgéncia e
noctaria) compdem um subtipo de STUI na fase de armazenamento. Estes sintomas estdo
relacionados com hiperatividade do detrusor (HD) [1.20] e s3o reportados como o principal
responsavel pelo impacto negativo na Qualidade de Vida destes pacientes [1.16, 1.20].

Ol resulta em isquemia do detrusor, deposi¢ao de coldgeno, alteracdes nas propriedades de
conducdo dos estimulos nervosos e reorganizagao do reflexo medular da mic¢do em modelos
experimentais [1.5 e 1.26]. Oxido nitrico tem agdo de relaxamento da musculatura lisa do trato
urindrio inferior, portanto, poderia resultar na melhora dos STUL

No presente estudo, foi avaliado, experimentalmente in vivo, o papel do 6xido nitrico no
trato urinario inferior. As variaveis urodinamicas analisadas e a metodologia utilizada para fazer a
cistometria estdo de acordo com a descrita na literatura [4]. Inicialmente foi desenvolvido
diminuigao sistémica de 6xido nitrico pelo L-NAME. Comparado com o grupo controle, os animais
tratados tiveram maior nimero de contragdes do detrusor na fase de enchimento e tendéncia ao
aumento no numero dos ciclos de mic¢do. O limiar de volume também foi maior que o controle.
Desse modo, necessitam de maior volume para iniciar a micgdo sugerindo diminui¢do na
capacidade de esvaziamento vesical pela falta de relaxamento uretral, visto que os ratos tratados
urinam com pressoes detrusora adequadas. Este fato ¢ corroborado por estudos farmacoldgicos in
vitro, os quais demonstram que o 6xido nitrico proporciona relaxamento da musculatura lisa uretral
[3.11-15]. Esses resultados sugerem que em animais tratados de maneira cronica e sistémica com L-
NAME, o 6xido nitrico tem efeito inibidor tanto na bexiga como na uretra. Em conclusdo, a
privacdo sistémica de Oxido nitrico causa hiperatividade do detrusor com diminui¢do do
relaxamento funcional da uretra, situacdo semelhante a observada em pacientes com Ol e HD
secundario ao ABP.

O sildenafil reverteu as alteragdes do detrusor, ocorrendo diminui¢ao do niimero de ciclos de

mic¢do bem como da amplitude das contragdes, nos animais tratados, porém nao mudou os
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parametros cistométricos nos animais controles. A inibicado da PDES aumentando a concentragdo do
GMPc resultando no relaxamento da musculatura lisa detrusora, potencializa o efeito do 6xido
nitrico disponivel. Em recente estudo, randomizado e duplo cego, foi avaliado o efeito do sildenafil
em pacientes com STUI e disfungao erétil, demostrando que ha melhoras dos sintomas, mas o fluxo
urinario ndo muda e sugeriu que novas bases fisiopatoldgicas fossem desenvolvidas para explicar a
etiologia dos STUI e o potencial dos inibidores da PDES para tratamento desses casos. Esse estudo
demonstra que ndo somente as vias colinérgicas e noradrenérgicas estao envolvidas na fisiologia do
trato urinario inferior, como também o mecanismo nitrérgico esta relacionado na origem dos STUI
e fica demonstrado o papel potencial dos inibidores da PDES em tratar esses pacientes.

Pacientes com HD e OBP quando tratados cirurgicamente em até 60% podem manter os
STUI. Portanto, provavelmente esse grupo de pacientes se beneficiaria do tratamento com
sildenafil. Pois, como foi observado o sildenafil atua diminuindo a freqiiéncia das miccgdes € a

amplitude das contragdes.

6. Conclusao:

Os animais tratados com L-NAME tiveram maior nimero de contracdes do detrusor na fase
de enchimento e tendéncia ao aumento no numero dos ciclos de mic¢ao e o sildenafil reverteu as
alteracdes do detrusor, ocorrendo diminuicdo do ntimero de ciclos de mic¢do bem como da

amplitude das contragdes.
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