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RESUMO

Introducao: Processos inflamatorios, sejam sist€émicos ou localizados na bexiga, podem
desregular a producdo de mediadores, influenciando diretamente o tonus vesical e a dinadmica
miccional. Estudos recentes tém destacado o papel crucial desses mediadores na modulagdo
da fung¢ao do detrusor, além de apontarem para possiveis diferengas sexuais nessas respostas.
Assim, este estudo foi desenhado para explorar a hipétese de que a inflamacao sist€émica pode
aumentar a reatividade a acetilcolina endégena na bexiga. Métodos: Camundongos Swiss
machos e fémeas (3-4 meses) foram randomizados em grupos que ndo receberam nenhum
tratamento (grupo controle) ou lipopolissacarideo (LPS, 10 mg/kg por via intraperitoneal).
Ap6s a injec¢do de LPS, os animais foram eutanasiados em tempos de 6 (grupo LPS 6 h) ou
18 horas (grupo LPS 18 h) e tiras da bexiga foram montadas em banhos de 6rgdos para
avaliacdo da resposta funcional. Resultados: Tiras de bexiga urindria de camundongos
machos e fémeas atingiram efeito maximo semelhantes quando estimuladas com carbacol
(CCh), sem diferencas na ECso entre os grupos. A neostigmina (NEO) aumentou as respostas
a acetilcolina (ACh), atingindo niveis compardveis ao CCh, além de induzir o aumento do
tonus e da amplitude das contragdes em ambos os sexos, efeito bloqueado pela atropina em
todos os grupos experimentais. Além disso, a inflamacio sist€mica, ndo interferiu no tonus
induzido pela NEO, mas aumentou significativamente a amplitude dos movimentos das tiras
de bexiga nos grupos LPS de ambos os sexos. A guanetidina demonstrou efeitos
significativos sobre a amplitude dos movimentos das tiras de bexiga, aumentando-a nos
grupos controle e LPS 6 h de ambos os sexos. Além disso, reduziu significativamente a
contragdo induzida por NEO em todos os grupos experimentais. Em contraste, o L-NAME
ndo alterou a amplitude dos movimentos obervados nas tiras de bexiga urndria, mas exibiu
efeitos distintos sobre a frequéncia quando administrado isoladamente, diminuiu-a em
machos LPS 6 h e aumentou-a em machos LPS 18 h. Além disso, o L-NAME potencializou
a contragdo induzida por NEO em preparacdes bexiga oriundas de camundongos machos
LPS 6 h e 18 h, enquanto nas fémeas esse efeito foi observado apenas no grupo LPS 18 h. A
apocinina isoladamente apresentou um padrdo distinto, por um lado, aumentou a amplitude
dos movimentos de tiras de bexiga em machos LPS 6 h apos estimulagdo com NEO; por
outro, reduziu a amplitude das tiras em machos LPS 6 h e fémeas LPS 18 h. No que diz
respeito ao tonus vesical, a apocinina potencializou as contra¢cdes induzidas por NEO em
preparacdes de bexiga dos grupos LPS 6 h e 18 h de ambos os sexos, mas atenuou essa
resposta nos grupos controle. O tempol reduziu a frequéncia dos movimentos em preparacoes
de bexiga oriundas de fémeas LPS 18 h, enquanto potencializou o tonus induzido pela NEO
em tiras bexiga de machos LPS 6 h e fémeas LPS 18 h. Por fim, a indometacina exibiu um
perfil dimoérfico, aumentando a amplitude dos movimentos das tiras de bexiga urindria em
machos LPS 6 h, e diminuindo em preparacdes isoladas de fémeas LPS 18 h. Além disso,
elevou a frequéncia dos movimentos espontaneos em tiras de bexiga machos e fémeas LPS
18 h. No contexto do tonus vesical, a indometacina potencializou a resposta a NEO em tiras
obtidas de machos controle, LPS 6 € 18 h, bem como de fémeas LPS 6 h e 18 h. Conclusao:
Esses resultados indicam uma complexa modulacdo da contratilidade da bexiga, influenciada
pelo sexo e pelo estado inflamatério, revelando que, durante a inflamacao sistémica, o 6xido
nitrico, os prostandides e as espécies reativas ao oxigénio modulam a funcio da bexiga,
contrapondo-se ao aumento da reatividade.

Palavras-chave: Trato urinario. Sistema parassimpatico. Inflamagao sist€mica. Reatividade.



ABSTRACT

Introduction: Inflammatory processes, whether systemic or localized in the bladder, can
dysregulate the production of mediators, directly influencing bladder tone and micturition
dynamics. Recent studies have highlighted the crucial role of these mediators in modulating
detrusor function, as well as potential sex-related differences in these responses. Thus, this
study was designed to test the hypothesis that systemic inflammation may enhance reactivity
to endogenous acetylcholine in the bladder. Methods: Male and female Swiss mice (3—4
months old) were randomized into groups receiving no treatment (control group) or
lipopolysaccharide (LPS, 10 mg/kg, intraperitoneally). Following LPS injection, animals
were euthanized at 6 (LPS 6 h group) or 18 hours (LPS 18 h group), and bladder strips were
mounted in organ baths for functional response assessment. Results: Bladder strips from
male and female mice reached similar maximal effects when stimulated with carbachol
(CCh), with no differences in EC50 between groups. Neostigmine (NEO) enhanced
responses to acetylcholine (ACh), reaching levels comparable to CCh, and also increased
tone and contraction amplitude in both sexes effects blocked by atropine in all experimental
groups. Systemic inflammation did not affect NEO-induced tone but significantly increased
movement amplitude in LPS groups of both sexes. Guanethidine significantly increased
movement amplitude in control and LPS 6 h groups of both sexes, while markedly reducing
NEO-induced contractions in all experimental groups. In contrast, L-NAME did not alter
movement amplitude but exerted distinct effects on frequency when administered alone:
decreasing it in male LPS 6 h and increasing it in male LPS 18 h. Moreover, L-NAME
potentiated NEO-induced contractions in bladder preparations from male LPS 6 h and 18 h
mice, whereas in females this effect was observed only in the LPS 18 h group. Apocynin
alone displayed a distinct pattern: it increased movement amplitude in male LPS 6 h strips
after NEO stimulation but reduced amplitude in male LPS 6 h and female LPS 18 h strips.
Regarding bladder tone, apocynin potentiated NEO-induced contractions in bladder strips
from LPS 6 h and 18 h groups of both sexes but attenuated this response in controls. Tempol
reduced movement frequency in female LPS 18 h strips, while potentiating NEO-induced
tone in male LPS 6 h and female LPS 18 h strips. Finally, indomethacin exhibited a dimorphic
profile, increasing movement amplitude in male LPS 6 h bladder strips and decreasing it in
female LPS 18 h strips. Additionally, it increased spontaneous movement frequency in
bladder strips from male and female LPS 18 h groups. In terms of bladder tone, indomethacin
potentiated NEO responses in strips from control, LPS 6 h, and LPS 18 h males, as well as
from LPS 6 h and 18 h females. Conclusion: These findings indicate a complex modulation
of bladder contractility influenced by both sex and inflammatory status, revealing that during
systemic inflammation, nitric oxide, prostanoids, and reactive oxygen species modulate
bladder function, counteracting the enhanced reactivity.

Keywords: Urinary tract. Parasympathetic system. Systemic inflammation. Reactivity.
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INTRODUCAO
1.1 Anatomia e Histologia da Bexiga Urinaria

O sistema urindrio é formado por um conjunto de 6rgdos envolvidos na formacao,
armazenamento e elimina¢@o da urina, sendo composto pelos rins, ureteres, bexiga e uretra
(Figura 1) (Marieb; Hoehn, 2006). Nesse sistema, a bexiga estd situada na sinfise puibica
sobre o assoalho pélvico (por¢ao inferior do abddmen); nos homens em frente da ampola

fecal e sobre a prostata e, nas mulheres, logo abaixo do ttero.

Bexiga
urinaria

Uretra

Figura 1. Divisdo anatomica do sistema urinario, com destaque para a bexiga urinaria. Rim, ureter, bexiga
urindria e uretra. Fonte: Elaborado pelo autor a partir de imagens disponiveis em

https://app.biorender.com/(2024).

A bexiga urindria € dividida anatomicamente em quatro superficies: inferior, superior,
inferolateral esquerda e inferolateral direita. Além disso, a bexiga urindria pode ser
segmentada em outras quatros partes, denominadas corpo, apice, fundo e o trigono da bexiga,
esta dltima formada pelos orificios uretrais e pelo orificio da uretra (Mangera; Osman;
Chapple, 2013). Histologicamente, a bexiga urindria € um 6rgdo muscular oco, revestido por
epitélio transicional, lamina prépria e organizada em camadas: mucosa muscular, serosa e
adventicia (Gomes; Hisano, 2010) (ver Figura 2). As camadas da bexiga urindria sao descritas

abaixo:


https://app.biorender.com/(2024)
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Camada mucosa: ¢ formada por um epitélio estratificado que reveste o limen e
membrana basal de células uroteliais, composta por trés camadas de células
diferentes:

Células superficiais: ¢ uma camada por grandes células hexagonais mono ou
multinucleadas em formato de guarda-chuva, também conhecidas como células
umbrella. Formam uma barreira impermedvel entre o limen da bexiga e as camadas
subjacentes. Além disso, possuem jungdes extremamente apertadas que dificultam o
fluxo entre as células. Uma espessa camada de mucopolissacarideo glicocdlice de
uroplaquina recobre as células de umbrella formando uma placa superficial que
aumenta a impermeabilidade dessa camada (Jost; Gosling; Dixon, 1989) (Figura 2).

Células intermediarias: A camada intermedidria € formada por um conjunto de
células uroteliais imaturas e constituem duas a trés camadas de células poligonais. As
células poligonais sdo maiores em relacao as basais, enquanto células superficiais sdo
grandes, mono ou multinucleadas, encontram-se na camada préxima ao ldmen da
bexiga urindria (Figura 2).

Células basais: A camada basal € constituida por células arredondadas e ligeiramente
cubdides pequenas com pouco conteudo citoplasmatico e dividida em duas a trés
camadas de pequenas células. A lamina prépria da camada mucosa é formada por
uma matriz extracelular, contendo fibras elésticas, capilares, vasos linfaticos, células
imunes, terminagdes nervosas aferentes e eferentes, fibroblastos, miofibroblastos,
adipdcitos, células intersticiais de Cajal ou teldcitos, e um tecido de musculo liso
(Romih et al., 2005) (Figura 2).

Camada muscular: por¢do da bexiga urindria formada por trés subcamadas:
longitudinal interna, circular média e longitudinal externa, também conhecida como
musculo detrusor. Os feixes de musculo liso, encontram-se dispostos ao longo de todo
o colo da bexiga urindria em dire¢des ndo definidas e se concentram no corpo da
bexiga (Figura 2).

Camada serosa: é uma fina camada de tecido conjuntivo que cobre a ctpula da
bexiga e € continua como a camada peritoneal da parede abdominal. Ela também

contém vasos sanguineos de vérios calibres (Figura 2).
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d. Camada adventicia: camada mais externa da bexiga e constituida por tecido

conjuntivo frouxo (Lewis, 2000) (Figura 2).

----- Mucosa

) J T -1 - - - Células superficiais
L Urotélio
L‘E -~ - - - Células intermediarias

’ ya— Lamina prépria

{/ N -
| §03d
r i)

i» Células Interticiais

e
}_
,c_

Bexiga urinéria

" Tecido adiposo

i
i

D----- Camada serosa
"~~~ Camada adventicia

Figura 2. Camadas celulares da parede da bexiga urinaria. A bexiga urinaria é composta por quatro camadas
principais: a mucosa, que contém um epitélio transicional e lamina prépria; a muscular, formada pelo misculo
detrusor; a serosa, que cobre a ctipula da bexiga e se conecta ao peritdnio; e a adventicia, uma camada externa

de tecido conjuntivo frouxo. Fonte: Elaborado pelo autor a partir de imagens disponiveis em

https://app.biorender.com/(2025).

1.2 Fisiologia e controle neuronal da mic¢ao

Durante o processo de armazenamento e eliminacio da urina, a camada muscular lisa
da bexiga, chamada de musculo detrusor, desempenha uma fun¢do fundamental ao contrair-
se, permitindo a eliminagdo, e relaxar-se, possibilitando o armazenamento da urina. Para que
as células musculares lisas contraiam ou relaxem uma série de reagdes quimicas envolvendo
vérias vias de sinalizagdo ocorrem na bexiga. As interacOes bioquimicas da bexiga sdo
coordenadas em diferentes niveis do sistema nervoso autdbnomo, localizados na medula e na
ponte, por meio de estimulos excitatorios e inibitrios que se dirigem através das fibras
nervosas até a bexiga e aos outros 6rgaos do trato urinario (Chancellor e? al., 2006).

A bexiga urindria € inervada por fibras parassimpaticas e simpdticas. As
parassimpdticas, cuja ativacdo resulta na liberagdo de acetilcolina, t€ém sua origem nos

segmentos S2 a S4 da medula, sendo conduzidas pelo nervo pélvico até os ganglios do plexo
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pélvico, de onde partem as fibras parassimpdticas pds-ganglionares em direc@o a parede da
bexiga (Andersson; Arner, 2004). A inervacdo simpdtica, por sua vez, tem origem nos
nicleos da coluna intermediolateral, entre as vértebras T10 a L2 (segmento téraco-lombar),
de onde partem em direcdo ao plexo hipogdstrico superior, cuja subdivisdo caudal forma o
nervo hipogdstrico com ramificagdes que inervam a bexiga e uretra, onde liberam
noradrenalina.

A complexa rede de neurdnios que inervam a bexiga urindria, conta também com
neurdnios aferentes, os quais levam informag¢des da bexiga urindria para o sistema nervoso
central (SNC) e fibras nervosas eferentes, que levam informacdes do sistema nervoso para a
bexiga urindria. Os neurdnios eferentes expressam diversos receptores, entre eles os
receptores de acetilcolina do subtipo M3, receptores nicotinicos e TRP associados a
percepcdo de alteracdes mecanicas da bexiga urindria e ativagdo de células uroteliais,
promovendo a liberacdo de acetilcolina ou noradrenalina por exemplo (Birder et al., 2004).

(Figura 3).

Muisculo detrusor ADP
/ ADP+P s,
:', q .
‘\ :‘ A\ ATPase
O B
4 ATP ™ ;
» " 1. o

Potencial % ~. ® e
de agio \

SubstanciaPe ¢ Células uroteliais
CGRP s /

Potencial de agdo

3 % 2

neurdnio

ATP ATP

Células intersticiais

Figura 3. Mecanismos celulares associados ao reflexo da micc¢ao. As células umbrella, ao serem estimuladas,
liberam ATP (1), que estimula os neurdnios sensoriais (2). O ATP também ativa as células intersticiais, gerando
micropoténcias de acdo que estimulam as células intersticiais (3). Além disso, também ativa diretamente o
musculo detrusor (4). Fonte: Elaborado pelo autor a partir de imagens disponiveis em https://app.biorender.com/

(2025).
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Diversos neuronios no sistema nervoso central (SNC) estao envolvidos na percepcao
da plenitude da bexiga e no controle da uretra e do esfincter. Neuronios noradrenérgicos e
colinérgicos do tronco cerebral, incluindo o nicleo ceruleus, desempenham um papel
fundamental nesse processo, assim como os neurdnios serotonérgicos dos nucleos da rafe
(Holstege, 2005). Além disso, outras regides cerebrais contribuem de maneira mais
especifica para o controle da bexiga urindria, como os neurdnios localizados no centro
pontino da mic¢ao, na substancia cinzenta periaquedutal (PAG), no hipotdlamo e em vdrias

areas do cortex cerebral, com destaque para o cértex frontal medial (Sugaya et al., 1997).

A literatura cientifica revela que o controle da mic¢do envolve a interacdo de diversas
regides cerebrais. Estudos indicam que neurdnios da medula espinhal se projetam para a
substancia cinzenta periaquedutal, que, por sua vez, envia sinais ao complexo para-
hipocampal, tdlamo e ao centro pontino da mic¢do (Groat, Griffiths & Yoshimura, 2015). No
tdlamo, os estimulos sdo direcionados a varias areas, incluindo o cingulado anterior dorsal, a
area motora suplementar, a insula, e os cortices pré-frontal lateral e medial. A partir dessas
dreas, os sinais podem retornar a substincia cinzenta periaquedutal ou ao tdlamo (Fowler,
Griffiths & de Groat, 2008). Nessas regides, os estimulos direcionados para a substancia
cinzenta periaquedutal ativam o centro puntino da mic¢do, que atua inibindo ou excitando a
bexiga urindria (Kavia; Dasgupta & Fowler,). Os neurdnios do hipotidlamo e ponte se
projetam para os neurdnios motores pré-granglionares autdnomos, parassimpaticos € motores
na medula espinhal, auxiliando também o controle do esfincter e da bexiga urinéria (Blok;
Weer & Holstege, 2005).

Nas juncdes neuromusculares da bexiga, a acetilcolina € liberada dos terminais
parassimpdticos em resposta aos potenciais de acdo dos neurdnios pré-sindpticos e atua sobre
os receptores muscarinicos dos subtipos M2 e M3, para promover a contracdo da bexiga
(Abrams; Andersson, 2007). Por outro lado, a noradrenalina liberada dos terminais
simpaticos provoca o relaxamento do musculo liso da bexiga em func¢do da ativagcdo dos
receptores adrenérgicos B2 e B3 (Michel; Vrydag, 2006). Outros componentes, conhecidos
como nao-adrenérgicos e nao-colinérgicos (NANC) também contribuem para regulacdo da
contragao do musculo detrusor, a partir da producdo de mediadores como o 6xido nitrico que
causa relaxamento, e ATP, ADP, adenosina e a serotonina, que provocam a contra¢do do

musculo detrusor (James; Birmingham; Hill, 2013).
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1.3 Aspectos moleculares da contracio do misculo detrusor da bexiga urinaria

No musculo detrusor, quando agonistas como acetilcolina, serotonina ou ATP se
ligam aos receptores muscarinicos (M2 e M3), serotoninérgicos (5-HT> e 5-HT3) ou
purinérgicos (P2X) respectivamente, ativam as proteinas Gq/11. Isso resulta na troca de GDP
por GTP na subunidade o da proteina G, que, por sua vez, ativa a fosfolipase C 1 (PLCB1),
promovendo a hidrdlise do inositol difosfato (PIP2), em de inositol trisfosfato (IP3) e
diacilclicerol (DAG) (Berridge, 2008; Billington; Penn, 2003). O IP3 alcancga o reticulo
sarcoplasmitico (RS), onde interage com os receptores de IP3 e libera célcio do RS. O Ca**
proveniente da abertura dos receptores de IP3 ativa os receptores de rianodina (RyR),
aumentando a concentracdo de célcio no citoplasma [Ca**]c.

O aumento do célcio intracelular promove a translocagdo da proteina cinase C (PKC)
para a membrana plasmadtica, onde € ativada pelo DAG. A ativacdo da PKC fosforila canais
de célcio dependentes de voltagem (Cav), permitindo o influxo de Ca** do meio extracelular
(Berridge, 2009). A elevagio do [Ca**]c aumenta a interacdo desse fon com a calmodulina
(CaM), formando complexos 4Ca**-CaM, que ativam a cinase da cadeia leve da miosina
(MLCK). A MLCK fosforila a cadeia leve de miosina (MLC), permitindo sua interacao com
os filamentos de actina e resultando na contragdo do musculo liso. Além disso, a contra¢ao
pode ocorrer devido a despolarizacdo da membrana, causada pelo aumento extracelular de
potdssio e/ou abertura de canais de célcio ativados por voltagem (Cav), elevando o célcio
intracelular e promovendo a contragdo muscular (Rembold, 1996).

Além desses mecanismos a via Rho cinase também € ativada, o que contribui para a
manutencdo da contracdo do miusculo liso, sendo designada como via de sensibilizacdo ao
célcio. Em diversas células de musculo liso, esta via modulagdo a fosfatase da cadeia leve da
miosina (MLCP), principalmente pela pequena proteina G RhoA e a sua cinase associada
(Rho cinase), uma proteina serina/treonina cinase (Karaki et al., 1997; Hori; Karaki, 1998).
Na bexiga, agonistas contriteis como a acetilcolina aumentam a concentracio de Ca**
intracelular via receptores acoplados a proteina G (GPCRs), ativando diretamente o fator
trocador de nucleotideo de guanina da RhoA (RhoGEF) pelas proteinas G12/13a-GTP. Isso
ativa a RhoA, que troca GDP por GTP e ativa a Rho cinase. A Rho cinase fosforila a
subunidade MYPT1 da fosfatase da miosina (MLCP), tornando-a inativa e mantendo a cadeia

leve de miosina (MLC) fosforilada, resultando na contracdo do musculo liso (Kimura et al.,
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1996; Somlyo; Somlyo, 2003). A Figura 4 resume os mecanismos intracelulares envolvidos
na transduc¢do de sinal associada a respostas contrateis mediada pela ativacio de receptores

como os muscarinicos no musculo detrusor da bexiga urindria.
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Figura 4. Esquema simplificado das vias envolvidas na contracdo do musculo liso. Quando ocorre o
estimulo de contragdo pelo agonista, o receptor sofre uma mudanga conformacional, estimulando a troca do
GDP por GTP na subunidade a das proteinas Gg/11. Apds a interagdo com o receptor, a subunidade alfa se
dissocia e ativa a fosfolipase C. Esta enzima cliva PIP2 em IP3 e DAG. IP3 entdo ativa os receptores IP3 do
reticulo sarcoplasmético, liberando Ca?* no citosol. O cdlcio liberado ativa os receptores de rianodina,
aumentando ainda mais as concentracdes de célcio no citoplasma. O aumento da concentra¢io de Ca’no meio
intracelular aumenta a afinidade do Ca?* pela calmodulina (CaM), formando o complexo célcio-calmodulina
(Ca**-CaM) e ativando a cinase de miosina de cadeia leve (MLCK). Em seguida, a MLCK ativada fosforila a
cadeia leve de miosina (MLC), o que promove a interacdo dos filamentos de actina com a miosina,
desencadeando a contra¢do do musculo liso. A ativacdo de GPCRs, principalmente via proteinas G12/G13,
promove o aumento da atividade dos fatores de troca do nucleotideo guanina (GEFs), GDPGTP em pequenas
proteinas G do tipo Rho-A. Assim, a RhoA-GTP fosforila a Rho quinase (ROCK). Uma vez ativada, a ROCK
fosforila a subunidade regulatéria da fosfatase da cadeia leve de miosina (MLCP), mantendo o estado da
contracdo das células musculares lisas. Fonte: Elaborado pelo autor a partir de imagens disponiveis em

https://app.biorender.com (2025).
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1.4 Aspectos do relaxamento do misculo detrusor da bexiga urinaria

O relaxamento do musculo detrusor ocorre como resultado da remog¢do do estimulo
contrétil ou pela acdo direta de uma substancia que inibe o mecanismo da contracdo (Morgan,
1990). Por exemplo, a ativacdo de receptores com acdo inibitéria, como 0s receptores
adrenérgicos dos subtipos B2, geram mediadores que levam a diminui¢do do célcio
intracelular e consequentemente a contracao muscular (Rembold, 1996).

Uma vez ativados, os receptores adrenérgicos dos subtipos B2 e 3, que sdo acoplados
a proteinas Gs, trocam GDP por GTP na sua subunidade a e, em seguida, a subunidade o
associada ao GTP ativa a adenilato ciclase (AC) que hidrolisa ATP em monofosfato ciclico
de adenosina (cAMP), que ativa sua proteina cinase A (PKA). A PKA, entdo fosforila o
trocador Na*/Ca®* (NCX), facilitando efluxo de Ca®* e o influxo Na*, e ativa a Ca**-ATPase
da membrana plasmatica (PMCA) e do reticulo sarcoplasmético (SERCA), promovendo a
eliminacdo de Ca®* do meio intracelular e o armazenamento no reticulo sarcoplasmético. Esse
mecanismo induz a ativacdo dos canais de potassio (K¥), que, por sua vez, bloqueiam
indiretamente os canais de célcio (Cav). Como resultado, ocorre a inibi¢do da quinase da
cadeia leve da miosina (MLCK), reduzindo sua afinidade pelo complexo 4Ca**-CaM. Esse
efeito culmina no bloqueio da cadeia leve da miosina (MLC), resultando no relaxamento
muscular da bexiga (Murthy, 2006; Taylor et al., 2013).

Além da ativacdo dos receptores adrenérgicos pela noradrenalina, o relaxamento do
musculo detrusor também € mediado por estimulagdo das fibras nervosas do sistema
miovesical conhecidas como nao-adrenérgicas/nao-colinérgicas (NANC), que promovem o
relaxamento do musculo detrusor a partir da liberacdo, dentre outros, de 6xido nitrico (NO).
O NO ¢é um importante mediador associado ao relaxamento e regulacdo da contragdo em
diferentes preparacdes de musculo liso (Birder et al., 1998). O NO dos neur6nios pré-
sinapticos € sintetizado pela sintase do NO do tipo neuronal (nNOS ou NOS ) e liberado
pela ativacdo da acetilcolina ou por alteracdes do potencial de membrana, que provocam
aumento do fluxo de célcio para o interior da célula. O cdlcio e a calmodulina (cofator para
ativar a NOS) ligam-se a NOS iniciando a sintese de NO (Mastrangelo et al., 2003). Por ser
lipossoluvel, o NO atravessa a membrana celular e se liga a guanilato ciclase soluvel (sGC),
que converte GTP em GMPc. O aumento de cGMP ativa a proteina cinase dependente de

cGMP (PKG), que, por sua vez, ativa canais de K*, inibe os canais de cdlcio do tipo ativados
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por voltagem (Cay), aumenta a atividade da ATPase do Reticulo Sarcoplasmético (SERCA) e
ATPase de Cdlcio da Membrana Plasmatica (PMCA), ativa o trocador Ca*" por Na® (NCX) e
inibe os receptores IP3R no reticulo sarcoplasmatico. Esses efeitos diminuem o célcio
citosélico e inibem a Quinase da Cadeia Leve da Miosina (MLCK), reduzindo sua afinidade
pelo complexo 4Ca?*-CaM, impedindo a fosforilagio da Cadeia Leve da Miosina (MLC),
levando ao relaxamento do musculo detrusor. (Tran; Ohashi; Watanabe, 2000; Chang et al.,

2010; Jin et al., 2011) (Figura 5).
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Figura 5. Vias envolvidas no relaxamento do misculo liso da bexiga urinaria. Quando a noradrenalina

ativa os receptores -adrenérgicos, isso resulta na ativacdo da adenilato ciclase (AC), que converte ATP em
AMP ciclico (AMPc), levando a ativacdo da proteina quinase A (PKA). Em contraste, o 6xido nitrico (NO)
ativa a guanilato ciclase, que transforma GTP em GMP ciclico (GMPc) e ativa a proteina quinase G (PKG)
Ambas, PKA e PKG, afetam elementos-chave que regulam o estado de contragdo celular, diminuindo a
concentragdo de Ca®* no citosol. Isso € alcangado através da inibi¢do dos canais de cdlcio e da ativacdo dos
canais de potdssio, reducdo da atividade da miosina quinase (MLCK) e aumento da atividade da fosfatase da
miosina leve (MLCP). Como resultado, ocorre a desfosforilacdo da miosina leve (MLC), levando ao
relaxamento muscular. Siglas: K* - canais de potdssio; Ca** - canais de célcio; ATP — trifosfato de adenosina;
GTP - trifosfato de guanosina. Elaborado pelo autor a partir de imagens disponiveis em

https://app.biorender.com(2025).
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1.5 Distirbios relacionados ao processo de miccao

O processo adequado de mic¢do depende da coordenacdo precisa da acdo de
mediadores na bexiga urindria para que a intensidade e a durac@o do estimulo da miccdo
sejam suficientes para a eliminagdo completa da urina ou para o seu armazenamento. Caso
esses mecanismos de controle e armazenamento urindrio sofram alguma descompensacio,
podem surgir diversos problemas relacionados a mic¢do (Blandy, 2009). Entre as condi¢des
mais prevalentes na bexiga urindria, destacam-se as infec¢des urindrias, que se caracterizam
por uma inflamacdo intensa da parede da bexiga. Essa inflamacdo contribui para sintomas
intensos, como dor pélvica, dificuldade para urinar, sensacido de urgéncia miccional e, em
casos mais graves, sangramento na urina. Tais manifestacdes exigem atencao tanto por parte
dos individuos acometidos quanto do sistema de saide, devido ao impacto significativo na
qualidade de vida e ao risco de complicacdes mais sérias (Quadro 1). A seguir destacamos

outras doengas ou condi¢cdes que podem acometer a bexiga urindria.

Quadro 1. Principais doencas ou condi¢des que pode acometer a bexiga urindria.

DOENCA DESCRICAO AUTOR
Cistite Inflamacéo da bexiga, geralmente causada por infeccio Patnaik et al.,
2017
Cistite Intersticial Condigdo cronica caracterizada por dor na bexiga e Patnaik et al.,
pelve 2017
Infecgdes do Trato Urindrio | Infeccdes que podem afetar a bexiga (cistite) Czajkowski et al.,
2021
Calculos vesicais Pedras que se formam na bexiga devido a cristalizacao Hughes et al.,
de minerais na urina 2020
Carcinoma de  Células | Tipo mais comum de cancer de bexiga Saginala et al.,
Transicionais 2020
Carcinoma de  Células | Tipo mais raro, geralmente associado a irritacdo Saginala et al.,
Escamosas crdnica da bexiga 2020
Adenocarcinoma Tipo raro de cancer que se desenvolve nas células Saginala et al.,
glandulares da bexiga 2020

Incontinéncia Urindria

Perda do controle da bexiga, resultando em vazamento
involuntario de urina

Pizzol et al., 2021

Bexiga Neurogénica

resultado de condi¢des como esclerose mdltipla, lesdes

Panicker et al.,

na medula espinhal ou acidente vascular cerebral 2020
Bexiga Hiperativa Condicdo caracterizada por uma necessidade stbita e | Scarneciu et al.,
frequente de urinar 2021

Diverticulos da Bexiga

Pequenas bolsas que se formam na parede da bexiga

Jiang et al., 2020

Trauma na Bexiga

Lesdes fisicas causadas acidentes

procedimentos médicos

por ou

Zhang et al.,
2021

Endometriose da Bexiga

Crescimento de tecido endometrial na bexiga

Fleischer et al.,
2024
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Portanto, a compreensdo das complicagdes associadas ao processo inflamatoério na
bexiga urindria e das vias de sinaliza¢c@o relacionadas s@o cruciais para desenvolvimento de
novas alternativas terap€uticas, representando um avanco significativo na medicina

uroldgica.

1.6 Mecanismos celulares desencadeados durante a inflamacao

O processo inflamatério na bexiga urindria € desencadeado quando agentes exgenos
ou substdncias estranhas interagem com suas estruturas, promovendo uma cascata de
respostas fisiopatoldgicas intricadas e interdependentes, que envolvem uma série de
mecanismos moleculares e celulares (Janeway et al., 1989). A ativacdo desses receptores
teciduais e células da imunidade inata, induz a produgdo de citocinas pré-inflamatérias, que
ativam o sistema imunoldgico em diferentes intensidades para promover a reparacao tecidual
e combater o agente estranho. Essa resposta imune € altamente regulada e multifatorial, o

que a torna extremamente complexa (Grassin-Delyle et al., 2020).

A resposta inflamatéria tem inicio com o reconhecimento dos agentes estranhos por
macréfagos e células dendriticas teciduais, que constituem a primeira linha de defesa celular
da bexiga. Essas células desempenham um papel crucial na imunidade inata, atuando como
sentinelas do sistema imunoldgico (Iijima; Thompson; Iwasaki, 2008). Ao detectarem a
presenca de elementos estranhos, macréfagos e células dendriticas iniciam a fagocitose dos
invasores, liberando mediadores inflamatorios como as interleucinas IL-1 e IL-6, o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-o), histamina, integrinas e selectinas. Essas moléculas sao
essenciais para a quimiotaxia e diapedese de neutréfilos da corrente sanguinea, que migram

para o local da infeccdo a fim de conter a invasdo (Kolaczkowska; Kubes, 2013) (Figura 7).

Ainda durante essa fase aguda, os eosindfilos sdo recrutados juntamente com o0s
mondcitos. No entanto, seu papel no controle inicial da infec¢do ndo € tdo proeminente
quanto o desempenhado por neutréfilos, macréfagos ou células dendriticas. Embora os
eosinofilos possua capacidade fagocitica, sua principal contribui¢do para a resposta imune
estd relacionada a liberacdo de proteinas catidnicas tdoxicas, como a proteina catiOnica
eosinofilica (ECP/RNAse3), a proteina basica principal (MBP) e a peroxidase eosinofilica

(EPO), que afetam diversos organismos celulares e células do corpo humano. Sua peroxidase
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eosinofilica gera radicais e 6xidos, enquanto a neurotoxina EDN/RNAse2 pode danificar
tanto patégenos quanto estruturas do corpo humano (revisado por Rosenberg, 2015). Os
linfécitos, incluindo linfécitos T e linfécitos B, sdo a préxima linha de defesa e desempenham
um papel crucial na mediag¢ao da inflamagao por varios mecanismos complexos, incluindo
secrecdo de citocinas, co-estimulacdo de linfocitos e produgdo de anticorpos e complexos
imunes (Koupenova et al., 2018). Nessas condicdes, o0 microambiente da bexiga urindria
torna-se hostil, afetando tanto o patégeno quanto o tecido inflamado, resultando em morte
celular, neuronal e processos fibroticos. O estresse oxidativo e nitrosativo provoca danos a
lipidios, proteinas e DNA, além de falhas na producao de energia celular, danos que podem
desregular a contratilidade e comprometer a fun¢do da bexiga. (Ischiropoulos; Al-mehdi,

1995) (Figura 6).

No entanto, quando a inflamacdo persiste ou ha falha no processo de resolugdo, ocorre
um desequilibrio entre os mediadores inflamatérios e anti-inflamatdrios. Esse desbalanco
leva ao acimulo excessivo de neutréfilos no local da infec¢do e a subsequente falha na
remocao eficiente de residuos e restos celulares pelos macréfagos. Como consequéncia,
outros componentes do sistema imune, como os linfocitos, sdo recrutados para o local,
ampliando e prolongando a resposta inflamatéria. Esse cendrio resulta em um processo
inflamatorio cronico, caracterizado pela perda progressiva da funcao tecidual. Além disso, a
inflamacdo persistente atua como um estimulo prejudicial, perpetuando um ciclo de dano
tecidual e reparo desregulado (Ahmed, 2011). Esse mecanismo estd intimamente associado
ao desenvolvimento e a progressao de diversas doencas inflamatdrias cronicas, como cistite
intersticial ou sindrome da bexiga dolorosa (Patnaik et al., 2017). Experimentalmente,
embora diversas substincias possam desencadear uma resposta inflamatoéria sist€mica, o
lipopolissacarideo (LPS) se destaca como uma das substincias mais amplamente
empregadas, tanto em estudos in vitro quanto in vivo. Sua capacidade de desencadear
diferentes niveis de endotoxemia, variando de acordo com a dose administrada, uma
ferramenta valiosa para pesquisas pré-clinicas (Zielen et al., 2015). O LPS € um componente
essencial e exclusivo da membrana externa de bactérias Gram-negativas (Qiao et al., 2014).
Uma das principais vantagens do uso do LPS em modelos de inflamagdo reside em sua
capacidade de simular uma resposta imune desregulada sem a necessidade da presenca de

patdgenos vivos. Isso permite estudar as alteracdes fisiopatologicas decorrentes
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exclusivamente da ativacio do sistema imunoldgico, eliminando varidveis, como a
proliferacdo bacteriana ou a liberacdo de sinais diretamente mediados por microrganismos
(Zielen et al., 2015). Nesse contexto, visamos a realizacdo de experimentos através da

inducdo de uma inflamacao sist€émica por LPS para avaliar a homeostasia da bexiga urindria

e o desenvolvimento de disfungdes nesse tecido.
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Figura 6. Alteracoes desencadeadas pela inflamacao. A sinalizagdo mediada pelos receptores tipo Toll (TLR)
ativa a sintese de proteinas como Nox (NADPH oxidase), COX (ciclooxigenase) e iNOS (6xido nitrico sintase
induzivel) (1), que liberam mediadores inflamatdrios que afetam diretamente o musculo liso (2). Essa ativagio
resulta em um aumento do estresse oxidativo, levando a danos nas células do muisculo liso, o que pode
comprometer a fungdo vesical (3). Os neutréfilos, ao atacarem os neurdnios, causam uma liberag@o excessiva
de neurotransmissores, como a acetilcolina e o glutamato, desregulando o microambiente vesical (4). Além
disso, os eosindfilos liberam proteinas tdxicas, como a proteina catidnica eosinofilica (ECP/RNAse3),
peroxidase eosinofilica (EPO), a proteina bdsica principal (MBP), neurotoxina EDN/RNAse2, as quais podem

danificar tanto patégenos quanto estruturas da bexiga urindria (5). Elaborado pelo autor a partir de imagens

disponiveis em https://app.biorender.com(2025).

1.7 Influéncia do dimorfismo sexual na fisiologia da bexiga urinaria

Embora as respostas imunoldgicas sejam eficientes no controle de invasores na
bexiga urindria, elas podem variar de acordo com o sexo. As diferencas bioldgicas entre
homens e mulheres, incluindo a composi¢do hormonal, influenciam tanto a intensidade

quanto a duracao das reagdes do sistema imunoldgico. Nas mulheres, os estrogénios exercem
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um efeito modulador importante sobre o sistema imunolégico, geralmente amplificando a
resposta inflamatdria. Isso torna mulheres mais suscetiveis a doengas autoimunes, como
lipus e artrite reumatoide. Em homens, os niveis mais elevados de testosterona tendem a ter

um efeito imunossupressor, tornando-os menos propensos a essas condi¢des (revisado por

Oertelt-Prigione, 2012).

Nesse sentido, a ideia equivocada de que machos e fémeas diferem apenas em termos
morfoldgicos tém sido amplamente discutidas nos udltimos anos. Ao longo da histéria da
pesquisa com animais, pouco se considerou estudar as fémeas, assumindo-se que as
observacoes feitas em machos seriam igualmente aplicaveis a elas. Embora, em alguns casos,
essa generalizacdo seja vdlida, temos observado que, em muitas situagdes, essa proposicao
ndo € precisa. Existem diversos exemplos que ilustram essas diferencas. Um estudo realizado
em nosso laboratério por Moura et al., (2020) investigou a reatividade de diferentes por¢des
do sistema digestorio, incluindo estdmago, duodeno, jejuno, ileo e colon. Nesse mesmo
estudo, a autora demonstrou que a atividade contratil induzida por acetilcolina e cloreto de
potdssio foi maior em tiras do c6lon intestinal obtidas de fémeas, em comparagdo com as de
machos. Além disso, a ac@o relaxante da isoprenalina no estdbmago foi mais pronunciada em
tecidos obtidos de fémeas do que de machos. Dessa forma, destacamos a importincia de
explorar o dimorfismo sexual na bexiga urindria e o seu papel na modulacdo das respostas
inflamatorias nesse orgao. Por isso, este estudo explorou a hipétese de que a inflamacao
sist€émica induzida por LPS aumenta resposta contratil da bexiga urindria de camundongos
através do aumento da estimulacdo parassimpdtica na bexiga urindria, e de que as fémeas

seriam mais susceptiveis a essa disfunc¢do.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Explorar a importancia do dimorfismo sexual e da inflamacdo sistémica sobre a funcio

contrétil do musculo detrusor de camundongos.

2.2 Objetivos especificos

e Padronizar o modelo experimental;

e C(Caracterizar a reatividade da bexiga urindria de camundongos naive e submetidos ao
modelo de inflamacdo sist€mica induzida por LPS;

e Avaliar ainfluéncia do sexo sobre a reatividade do musculo detrusor de camundongos
naive;

e Avaliar o perfil da contratilidade do musculo detrusor em resposta a acetilcolina
enddgena;

e Investigar o papel do 6xido nitrico e prostandides endogenos como moduladores da
reatividade vesical mediada pela acetilcolina endégena;

e Explorar a influéncia de espécies reativas de oxigénio (EROs) sobre a a¢do contritil

mediada pela acetilcolina endégena.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais
3.1.1 Animais

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Cardiovascular e do
Muisculo Liso do Departamento de Farmacologia da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC). Foram utilizados camundongos machos e fémeas da espécie Mus musculus,
linhagem Swiss, adultos, com aproximadamente 90 dias de idade, fornecidos pelo Biotério
da Universidade Federal de Santa Catarina. Os animais foram mantidos em estantes
ventiladas com micro isoladores (Alesco, Monte Mor, Sao Paulo, Brasil), forrados com
maravalha, recebendo 2 tubos de PVC para enriquecimento ambiental, racdo e dgua ad
libitum e sob ciclo claro/escuro de 12/12 horas, em temperatura de 22 °C. Os procedimentos
experimentais foram previamente autorizados pelo Comité de Etica no Uso de Animais

(CEUA), UFSC, certificado pelo n® 1321200723 (ANEXO 1).

3.1.2 Solucao nutritiva para avaliacao in vitro

De acordo com os experimentos propostos, foram utilizadas solugdes nutritivas
(ajustadas ao pH 7,4), mantidas a 37 °C e continuamente aeradas com 95% 02/5% CO., com
as seguintes composi¢oes:

Liquido Nutritivo - solu¢ao de Krebs-Henseleit (LN; mM): NaCl (131,25), KCI1
(4,82), MgS04.7H20 (1,17), Na4EDTA (0,027), CaCl..2H>O (1,59), KH2PO4 (1,18),
NaHCOs (14,89), CsH120s (5,5).

3.1.3 Drogas e reagentes

Ferramentas farmacoldgicas: acetilcolina (ACh), carbacol (CCh), apocinina, tempol,
indometacina, atropina, guanetidina e neostigmina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA);
Anestésicos, sedativos e analgésicos: cetamina e a xilazina (Syntec do Brasil Ltda., Santana
de Parnaiba, SP, Brasil). Os agentes contriteis e relaxantes utilizados foram diluidos em
solucdo nutritiva ou de acordo com as especificacdes do fabricante, em concentragdes
seriadas que variaram entre 1 nM a 300 uM a partir de uma solucao estoque de 0,01 a 1 M.

Todas as dilui¢cOes foram preparadas no dia do experimento. Os sais € demais reagentes



34

utilizados na solugdo salina fisiol6gica (PBS) e solugdes nutritivas também foram obtidos da

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

3.1.4 Aparelhos

Para o registro das contracdes isométricas, os segmentos de bexiga isolada foram
mantidos em cubas de 6rgdo isolado contendo soluc¢do nutritiva sob temperatura de 37 °C.
Para o monitoramento das contragdes isométricas foram utilizados transdutores de for¢a para
medida de tensao (modelo MLTO0201), acoplados a um amplificador (modelo ML228) e
sistema de captacdo de dados (PowerLab 8/30, AD Instruments), monitorados através do
software LabChart v. 7.1 (Castle Hill, Sidney, Austrilia).

Para afericao do pH das solugdes nutritivas foi utilizado um pHmetro digital modelo
K39-1420A (KAVAS, Parand, PR, Brasil). As substincias foram pesadas em balanca

analitica e os camundongos em balanca semi-analitica.

3.2 Métodos

3.2.1 Modelo experimental de inflamacio sistémica induzida por LPS

Os camundongos foram tratados com LPS de Escherichia coli (sorotipo 1 O111:B4),
dissolvido em soluc¢do salina tamponada (PBS), na dose de 10 mg/kg, administrado pela via
intraperitoneal. Esses animais foram separados de forma randomica e utilizados nos tempos
de 6 (LPS 6 h) ou 18 h (LPS 18 h) apds a injecdo de LPS para avaliacdo da reatividade
muscular e demais procedimentos propostos. Animais do grupo controle (controle) nao

receberam nenhum tratamento prévio (Figura 8).

3.2.2 Obtencao de tiras de misculo detrusor de camundongos e montagem em banho
de orgaos

Para obtencdo da bexiga urindria os animais foram anestesiados com cetamina e
xilazina (90/10 mg/Kg; 1.p.), e, apOs confirmag¢do do estado de anestesia geral, foram
eutanasiados por toracotomia. A cavidade abdominal foi aberta, a bexiga localizada e
cuidadosamente removida do animal, sendo imediatamente colocada em uma placa de Petri

contendo solucdo nutritiva de Krebs-Henseleit a 37 °C sob aeracdo com carbogénio (95%
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02/5% COz). Em seguida, a bexiga foi aberta por meio de incisdo vertical e segmentada em
duas tiras com aproximadamente 3 mm de largura e 5 mm de comprimento.

As tiras foram acopladas verticalmente em banho de 6rgdo isolado contendo 3 ml de
solugdo nutritiva, sob tensao basal de 1 g. As preparacdes foram mantidas em repouso durante
45 minutos, sendo a solucao trocada a cada 15 minutos. Apds o periodo de estabilizacdo, era
induzida uma contragdo com solu¢do modificada contendo 120 mM de KCl, para verificar a

integridade e reatividade do 6rgao (Figura 8).

3.2.3 Avaliacao da contratilidade da bexiga urinaria mantida sob diferentes tensoes
basais

As tiras de bexiga urindria foram mantidas em diferentes tensdes basais (0,5; 0,75; 1;
1,25 e 1,5 g) ao longo de 45 min, sendo a solugdo nutritiva trocada a cada 15 min. Decorrido
este periodo de estabilizacdo as preparagdes foram estimuladas com 120 mM de cloreto de
potdssio para verificar a reatividade do tecido e ap6s um novo periodo de estabilizacao de 30
min, a solucdo nutritiva era trocada a cada 15 min, as tiras foram estimuladas com 10 uM de
carbacol. A partir desses experimentos extraimos os valores do efeito méaximo (Eméx)
deflagrados por cada agente contrétil para as diferentes tensdes. Camundongos machos e
fémeas foram usados para este experimento. As respostas contriteis (em gramas) foram
corrigidas de acordo com o peso de cada tira (também em gramas). Para isso, as tiras foram
pesadas em balanca analitica ao final de cada protocolo experimental, sendo o excesso de

PSS retirado com papel filtro antes da pesagem individual de cada preparacao (Figura 8).

3.2.4 Avaliacao da reatividade da bexiga urinaria para CCh e KCl

Em todos os protocolos experimentais, apds a montagem das preparacdes no banho
de 6rgdos, a tensao basal foi ajustada para 1 g e apds 45 min de estabilizacdo as tiras de
bexiga urindria foram estimuladas com 120 mM de KCl e avaliadas ao longo de 15 min. Apds
a avaliacdo da reatividade das preparacdes para o KCL, elas passaram por um novo periodo
de estabilizacdo de 30 min, seguida de uma nova contragdo induzida por 10 uM de carbacol,
as quais foram analisadas ao longo de 30 min. Nestes experimentos foram usados

camundongos machos e fémeas (Figura 8).
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3.2.5 Avaliacao da reprodutibilidade das contracoes induzidas por CCh em preparacoes
de bexiga urinaria

Para determinar a estabilidade das preparagcdes de bexiga urindria ao longo do tempo
as tiras de bexiga foram submetidas a testes de reprodutibilidade através da realizagdo de trés
curvas de resposta a concentracdes cumulativas de CCh (1 nM - 300 uM), realizadas a
intervalos de 1 h entre elas, a solucdo nutritiva era trocada a cada 15 min, Todas as
preparagdes foram estabilizadas por 45 min e estimuladas com solu¢@o nutritiva contendo
120 mM de KCI por 5 min para verificar a funcionalidade do tecido. Nestes experimentos

foram usados camundongos machos e fémeas (Figura 8).

3.2.6 Avaliacao da reatividade para CCh e ACh

ApdOs a avaliagdo da reatividade ao KCl, as preparagdes foram expostas a
concentracdes crescentes cumulativas ou ndo-cumulativas de CCh ou ACh (1 nM até 300
uM). Curvas de resposta a concentracdes cumulativas de acetilcolina também foram

construidas na presenca de 1 uM de neostigmina (Figura 8).

3.2.7 Avaliacio da resposta contratil mediada pela acetilcolina endogena

Nesses experimentos, apds a verificagao da funcionalidade das tiras de bexiga urindria
com LN contendo 120 mM de KCL, as tiras de bexiga urindria foram incubadas com 1 uM
de neostigmina, um inibidor da acetilcolinesterase. Adicionalmente, foram quantificadas o
numero de contragdes em um periodo de 10 minutos e a amplitude contratil (g/g de tecido),
antes e ap6s a estimulagcdo com neostigmina (NEO) (Figura 7). Esses procedimentos também
foram realizados antes e apds a incubagdo de 3 uM de atropina, 30 uM de guanetidina, 100
uM de L-NAME, 300 uM de tempol, 100 uM de apocinina ou 10 uM de indometacina, com

a finalidade de avaliar os efeitos de mediados por essas drogas (Figura 7 e 8).
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A Quantificagdo do nimero de contracdes em B Amplitude
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E l

Figura 7. Esquema representativo da metodologia utilizada para a quantificacio das contracgoes

1 :
Frequéncia — movimentos por minuto
30 min

espontianeas. Em (A), sdo indicados os segmentos selecionados para a analise da frequéncia das contragdes ao
longo do tempo experimental. Em (B), é demonstrado o procedimento empregado para a mensuracdo da

amplitude das contragdes espontaneas.

3.3 Analise estatistica

Os resultados foram tabulados e apresentados como dot-plot e/ou média + erro padrao
da média de dados obtidos de pelo menos 6 animais por grupo experimental. As andlises
estatisticas foram realizadas com o programa GraphPad Prism versdo 8.0.1 para Windows
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Para a andlise estatistica e a comparacdo entre
os grupos foi usada a andlise de variancia (ANOV A) de uma ou duas vias, seguida pelo pos-
teste de Tukey ou Dunnett, e teste t de Student ndo-pareado, quando apropriados. O nivel de

significancia considerado foi de 5% (p < 0,05).
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Figura 8. Esquema experimental para o estudo da reatividade da bexiga urinaria de camundongos
controle e tratados com LPS. Camundongos machos e fémeas (1) foram randomizados em 6 grupos
experimentais (2). Os animais de diferentes grupos foram sacrificados por overdose de anestesia, e a bexiga
urindria foi cuidadosamente removida (3). As tiras de bexiga urindria foram cortadas em segmentos de 3-4 mm
(4) e montadas em camaras de banho de 6rgios, mantidas a temperatura controlada, aplicando-se uma forga de
tensdo continua (1 g), com aerag@o constante de uma mistura de 95% O: / 5% CO:. Nessas condigdes as
preparacdes de bexiga urindria eram deixadas em repouso por um periodo de estabilizagdo antes da avaliagdo
das respostas funcionais (5). Apds esse periodo, as amostras receberam tratamentos com diferentes agentes
farmacoldgicos, sendo submetidas a diversos protocolos experimentais, incluindo. Os resultados experimentais
foram analisados por meio do software LabChart e o GraphPad Prism 9.0, para processamento dos dados e
realizacdo de andlises estatisticas (6). Elaborado pelo autor a partir de imagens disponiveis em

https://app.biorender.com (2025).
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4. RESULTADOS

Parte I — Padronizacao do modelo experimental em banho de érgaos

4.1 Relaciao peso da bexiga, peso das preparacoes e peso do camundongo

Conforme ilustrado na Figura 9A, camundongos machos e fémeas utilizados em
nosso estudo ndo tiveram diferengas no peso corpdéreo. Apesar da bexiga urindria de machos
apresentaram peso maior em comparacdo a bexiga das fémeas (Figura 9B), ndo houve
diferencgas na relacdo peso da bexiga e peso corporal (Figura 9C) e tampouco no peso das

tiras de bexiga utilizadas nos estudos funcionais (Figura 9D).
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Figura 9. Peso de camundongos, peso da bexiga e peso das tiras de bexiga obtidas de camundongos
machos e fémeas. (A) Comparacgao entre o peso de camundongos machos e fémeas (B). Comparacdo entre o
peso das bexigas de camundongos machos e fémeas (C). Comparacio entre a razdo do peso da bexiga urindria
e o peso corporal dos camundongos machos e fémeas (D). Comparacdo entre o peso das tiras de bexiga isoladas
de camundongos machos e fémeas. Os dados sdo apresentados como média + o erro padrdo da média de 8-11
animais por grupo (o niimero maior de amostras em “D” deve-se ao fato de que cada bexiga permite o preparo

de duas tiras para experimentagdo). * indica p < 0,05 (teste t de Student).
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4.2 Avaliacao da resposta contratil das preparacoes de bexiga isolada submetidas a

diferentes tensoes basais

Com a realizacdo dos primeiros experimentos deste estudo, verificamos que as tiras
de bexiga foram menos responsivas sob tensdes basais menores (0,25 e 0,5 g). Entretanto,
com o uso da tensdo basal de 0,75 e 1 g, observamos um aumento significativo e equipotente
das contragdes mediadas por KCl e CCh, tanto em preparacdes oriundas de camundongos
machos como de fémeas. Percebemos ainda que a tensdo basal de 1 g foi a tens@o na qual as
tiras de bexiga urindria melhor responderam aos agentes farmacolégicos testados e, portanto,
esta foi adotada para todos os experimentos subsequentes. O mesmo perfil de resposta foi
observado em tiras de bexiga de camundongos machos (Figura 10) e fémeas (Figura 11).
Esse mesmo bloco de resultados foi utilizado para comparar as contragdes obtidas em gramas
com valores normalizados pelo peso das tiras utilizadas (expressas em grama de contragdo
por grama de tecido). Com essa andlise consideramos que, tanto para preparacdes de
camundongos machos como fémeas, as respostas contrateis normalizadas (Figuras 10 e 11,
grificos B e D) apresentavam dispersdo ligeiramente menor em relacdo aos dados ndo
normalizados (Figuras 10 e 11, graficos A e C) e, por isso, optamos por expressar nossos

dados utilizando essa normaliza¢do pelo peso das preparagdes.

4.3 Estabilidade das preparacoes de bexiga urinaria a exposicoes repetidas ao CCh

Como ilustrado pelos registros tipicos incluidos na Figura 12A e D, preparagdes de
bexiga tiveram a resposta contrétil ao CCh preservada ao longo de 4 h, quando expostas a
trés curvas cumulativas construidas em intervalos de 60 min entre elas. Esses resultados
demonstram a viabilidade e a resisténcia das tiras de bexiga ao longo da experimentacio e
que ndo ha perda ou aumento de resposta contratil em funcio da exposi¢ao repetida ao CCh,
tanto para preparagdes de camundongos machos (Figuras 12B e C) como fémeas (Figuras

12E e F).
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Figura 11. Curva tensao-resposta induzida por KCl ou CCh em tiras de bexiga urinaria obtidas de

camundongos fémeas. Curva tensido-resposta obtida para o KCI (120 mM) com dados nido normalizados (A)

ou normalizados (B) pelo peso das tiras de bexiga urindria. Curva tensio resposta obtidas para CCh (10 uM)

com dados ndo normalizados (C) ou normalizados (D) pelo peso das tiras de bexiga urindria. Os dados sdo

apresentados como valores individuais e a média + erro padrdo da média (EPM) de 5 preparagdes de animais

diferentes

por

grupo.
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Figura 12. Curvas concentracio resposta induzidas por CCh em preparacoes de bexiga isolada. Registros
originais das curvas concentracio resposta induzidas por CCh em tiras de bexiga urindria de camundongos
machos (A). Curvas concentragdo-resposta induzidas em preparagdes de bexiga urindria de camundongos
machos normalizados pelo peso da tira (B) e ndo normalizadas (C). Registros originais das curvas concentracio
resposta induzidas por CCh em tiras de bexiga urindria de camundongos fémeas (D). Curvas concentracio
resposta induzidas em preparagdes de bexiga urindria de camundongos fémeas normalizadas pelo peso da tira
(E) e ndo normalizadas (F). Os dados s@o apresentados como média + o erro padrdo da média (EPM) de 6

preparacdes de animais diferentes por grupo.
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Parte II — Reatividade de preparacoes de camundongos machos e fémeas

4.4 Contracoes induzidas por CCh e KCI em bexiga urinaria de camundongos machos

e fémeas

Ao avaliarmos as contracdes induzidas com liquido nutritivo (LN) contendo 120 mM
de KCI notamos que nos segundos iniciais houve um aumento rédpido e marcante do tdnus
basal (contragdo fésica), que foi seguido por perda significativa de tonus. Quando
comparamos as contragdes entre machos e fémeas, percebemos que nao houve diferengas
significativas entre os sexos (Figura 13C). De maneira semelhante, ndo constatamos
diferencas significativas na &area sobre a curva e nem no Emédx (Figura 13D e E),
respectivamente. Tracados mostrando o perfil de contragdo induzida pelo KCI em cada tira

de bexiga urindria sdo apresentados nas Figura 13A e B.

Semelhante ao descrito para a resposta ao KCl, ao avaliarmos as contragdes induzidas
por 10 uM de CCh, constatamos que nos segundos iniciais houve um aumento rapido da
resposta contrétil, seguido por perda significativa de tdnus. Ao comparamos as contracdes
obtidas entre machos e fémeas, notamos que elas diferiram entre si e que as preparacdes de
fémeas foram mais reativas em comparacdo as dos machos (Figura 13H), conforme
comprovado ao compararmos a drea sob a curva (ASC) das respostas (Figura 13I).
Entretanto, ndo observamos diferencas significativas entre os Eméx (Figura 13J). Tracados
mostrando o perfil de contragdao induzida pelo CCh em cada tira de bexiga urindria sao

apresentados na Figura 13F e G.
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Figura 13. Perfil de contracao evocada por 120 mM de KCl e 10 uM de CCh nas tiras de camundongos
saudaveis. Andlise temporal da contracio induzida por LN contendo 120 mM de KCl e 10 uM de CCh em
preparacdo de camundongos machos (A, F) e fémeas (B, G). Comparacio entre as respostas apresentadas por
preparacdes de camundongos machos e fémeas ao LN contendo 120 mM de KC1 (C-E) ou 10 uM de CCh (H-
I). Os dados sdo apresentados como valores individuais e/ou a média + erro padrdo da média (EPM) de 6

preparacdes de animais diferentes/grupo. Teste t de Student; ** p < 0,01. Eméx: efeito contrtil maximo

apresentado.
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4.5 Reatividade da bexiga urindria de camundongos machos e fémeas saudaveis a

concentracoes crescentes de acetilcolina e carbacol

A avaliagdo comparativa da reatividade da bexiga urindria de camundongos machos
(Figura 14A) e fémeas (Figura 14B) demonstrou que ambas foram reativas a adicdo de
concentracgdes crescentes de ACh, embora em proporcdes significativamente menores (~80%
menos) se comparada as respostas geradas pelo CCh. A incubagdo prévia das preparagdes
com NEO aumentou as respostas a ACh para um Eméax semelhante ao desencadeado pelo
CCh. Com relagdo as diferencas relacionadas ao sexo, verificamos que o efeito miaximo da

ACh na presenca de NEO foi maior nas tiras de bexiga oriundas de fémeas.

A Machos B Fémeas
800 -o- CCh 800- -0- CCh
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8 600 © ACh+NEO 8 gop "+ ACh+NEO
(0] [0}
© ©
()] ()]
D 4004 3 4004
% %k %k
@ *ok K l%
£ 200+ £ 2004
5 5
(&) 9 @]
0= 0-
rf *r Y rvr ©¥iIrTrua T | L L L L L L |
9 8 -7 6 5 -4 -3 9 8 7 6 -5 -4 -3
Log [ACh e CCh] M Log [ACh e CCh] M

Figura 14. Curvas concentracio resposta induzidas por CCh e ACh em preparacoes de bexiga urinaria
de camundongos machos e fémeas. Curvas concentragio resposta construidas para o CCh e para ACh na
presenca e auséncia de neostigmina em bexiga urindria de camundongos machos (A) e fémeas (B). Os dados
sdo apresentados como média + o erro padrdo da média (EPM) de 6 preparacdes de animais diferentes por

grupo. ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguida do pds-teste de Tukey; ***p < 0,001.

4. 6 Contracoes induzidas por neostigmina em bexiga de camundongos machos e fémeas

A adicio de NEO aumentou a amplitude (Figura 15A), mas ndo alterou
significativamente a frequéncia (Figura 15B) dos movimentos registrados em preparagdes de
bexiga urindria de camundongos machos e fémeas. A adi¢do de atropina ndo alterou a
amplitude das contracdes espontaneas, mas reduziu de maneira significativa o efeito da NEO

sobre essas contracOes (Figura 15A). Por outro lado, a adi¢do de atropina reduziu a frequéncia
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das contragdes espontaneas na auséncia de NEO, mas nao naquelas preparagdes estimuladas
com NEO (Figura 15B). E importante destacar que a adi¢do de NEO aumentou o tdnus basal
tanto de preparagcdes de bexiga urindria obtidas de camundongos machos como de fémeas,
efeito que foi abolido pela incubagdo prévia de atropina (Figura 15C-E). Nenhum desses
achados se diferenciou entre tiras de bexiga urindria oriundas de camundongos machos e

fémeas.

4.7 Influéncia de fatores relaxantes sobre a reatividade da bexiga urinaria de

camundongos machos e fémeas

Para verificar a influéncia de fatores relaxantes sobre o tonus da bexiga urindria,
avaliamos a participacdo do 6xido nitrico e da noradrenalina endégena na resposta contratil
a NEO. A adicdo de guanetidina ndo modificou significativamente a amplitude dos
movimentos espontaneos quando adicionada isoladamente nas preparagdes de bexiga
urindria, mas aumentou o efeito da NEO tanto em preparagdes de machos quanto de fémeas
(Figura 16A). Por sua vez, a guanetidina pareceu diminuir a frequéncia dos movimentos em
tiras de bexiga urindria oriundas de machos e fémeas, sem ou com exposi¢cao a NEO, porém
esse efeito so atingiu significancia estatistica em preparacOes de fémeas expostas a NEO
(Figura 16B). Por fim, a incubacdo de guanetidina diminuiu a contra¢io induzida por NEO
tanto em tiras de bexiga oriundas de camundongos machos (Figura 16C) como de fémeas
(Figura 16D), como comprovado ao compararmos o tonus final das preparagdes na presenca
e auséncia de guanetidina (Figura 16E).

A adicao de L-NAME ndo modificou a amplitude dos movimentos espontaneos
quando adicionada isoladamente nas preparacdes de camundongos machos e fémeas. Por
outro lado, preparagdes de camundongos machos que receberam NEO tiveram a amplitude
de seus movimentos aumentada apds a adicdo de L-NAME, ndo observamos efeitos
significativos em fémeas (Figura 17A). Por sua vez, o L-NAME isoladamente aumentou a
frequéncia dos movimentos em preparacdes oriundas de machos, porém esse efeito nao
atingiu significancia estatistica em preparagdes de fémeas (Figura 17B). Por fim, a incubagao
de L-NAME néo alterou a contragdo induzida por NEO tanto em tiras de camundongos
machos (Figura 17C) como de fémeas (Figura 17D), como comprovado ao compararmos o

tonus final das preparagdes na presenca e auséncia de L-NAME (Figura 17E).
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4.8 Efeito de espécies reativas de oxigénio sobre a reatividade da bexiga urinaria de

camundongos machos e fémeas

A adi¢do de apocinina ndo modificou a amplitude dos movimentos espontaneos
quando adicionada isoladamente em preparacdes de bexiga urindria de camundongos
machos, contudo, aumentou a amplitude em fémeas. Por outro lado, preparacdes de
camundongos machos e fémeas que receberam NEO tiveram a amplitude de seus
movimentos aumentada apds a adi¢do de apocinina (Figura 18A). Em relacdo a frequéncia
desses movimentos, percebemos um efeito dimorfico entre os sexos, conforme pode ser
observado na Figura 18B, na qual se observa que a presenca de apocinina isoladamente gerou
uma diminui¢do significativa dos movimentos registrados em tiras de bexiga urinaria de
camundongos machos e um aumento significativo naquelas oriundas de fémeas. Por sua vez,
as preparacdes de bexiga urindria que receberam apocinina e posteriormente NEO ndo
tiveram nenhuma alteracdo sobre a frequéncia dos movimentos. Por fim, a incubacdo de
apocinina diminui a contra¢do induzida por NEO tanto em tiras de camundongos machos
(Figura 18C) como de fémeas (Figura 18D), como comprovado ao compararmos o tonus final

das preparacdes na presenca e auséncia de apocinina (Figura 18E).

A adicao de tempol ndo modificou a amplitude dos movimentos espontaneos quando
adicionada isoladamente nas preparacoes de bexiga de camundongos machos e fémeas. Por
outro lado, as preparagdes de camundongos fémeas que receberam NEO tiveram a amplitude
de seus movimentos aumentada apds a adicdo de tempol, enquanto ndo causou nenhuma
alteracdo nos efeitos observados em machos (Figura 19A). Por sua vez, a NEO na presenca
e na auséncia de tempol, ndo alterou a frequéncia dos movimentos em tiras de bexiga urinaria
oriundas de machos ou fémeas (Figura 19B). Por fim, a incubac¢do de tempol ndo alterou a
contracdo induzida por NEO tanto em tiras de camundongos machos (Figura 19C), como de
fémeas (Figura 19D). Conforme observado ao compararmos o tonus final das preparacdes na

presenca e auséncia de tempol (Figura 19E).
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Figura 15. Efeito da neostigmina sobre o tonus da bexiga urinaria de camundongos machos e fémeas.
Comparacdo entre a amplitude (A) e frequéncia (B) dos movimentos espontineos de preparacdes de bexiga
urindria de camundongos machos e fémeas apds estimulacdo com neostigmina (1 uM) na auséncia e na de
atropina (3 puM). Andlise temporal da contracdo induzida por neostigmina em preparacdes provenientes de
camundongos machos (C) e fémeas (D). Efeito da atropina sobre a contragdo final gerada pela neostigmina em
preparacdes de bexiga urindria de camundongos machos e fémeas (E). Os dados s@o apresentados como média
+ erro padrdo da média (EPM) e/ou valores individuais de 6 preparacdes de animais diferentes por grupo. *,
** e *#%% jndicam p < 0.05, p < 0,001 e p < 0,0001, em relagdo ao grupo indicado; ANOVA de duas vias
seguida do pés-teste de Tukey.
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Figura 16. Efeito da guanetidina sobre a reatividade da bexiga urinaria a neostigmina. Comparacio entre

a amplitude (A) e frequéncia (B) dos movimentos espontineos obtidos de preparacdes de bexiga urindria de

camundongos machos e fémeas apds a estimulacdo com neostigmina (1 uM) na auséncia e na presenca de

guanetidina (30 uM). Andlise temporal da contra¢do induzida por neostigmina em tiras de bexiga urindria de

camundongos machos (C) e fémeas (D). Efeito da guanetidina sobre a contracio final gerada pela neostigmina

em preparacdes de bexiga urindria de camundongos machos e fémeas (E). Os dados sdo apresentados como

média + erro padrdao da média (EPM) e/ou valores individuais de 6 preparacdes de animais diferentes por grupo.

* e ** indicam p < 0,05, p < 0,001 e, em relagdo ao grupo indicado; ANOVA de duas vias seguida do pos-teste

de Tukey.
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Figura 17. Efeito do L-NAME sobre a reatividade da bexiga urinaria de camundongos machos e fémeas.
Comparacido entre a amplitude (A) e frequéncia (B) dos movimentos espontineos obtidos de preparacdes de
bexiga urindria de camundongos machos e fémeas apds a estimulagdo com neostigmina (1 uM) na auséncia e
na presenca de L-NAME (100 uM). Analise temporal da contra¢do induzida por neostigmina em tiras de bexiga
urindria de camundongos machos (C) e fémeas (D). Efeito do L-NAME sobre a contragéo final gerada pela
neostigmina em preparacdes de bexiga urindria de camundongos machos e fémeas (E). Os dados sdo
apresentados como média + erro padrdo da média (EPM) e/ou valores individuais de 6 preparacdes de animais
diferentes por grupo. * e **** indicam p < 0,05 e p < 0,0001, em rela¢do ao grupo indicado; ANOVA de duas

vias seguida do pds-teste de Tukey.
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Figura 18. Efeito da apocinina sobre a reatividade da bexiga urinaria de camundongos machos e fémeas.
Comparacido entre a amplitude (A) e frequéncia (B) dos movimentos espontineos obtidos de preparagdes de
bexiga urindria de camundongos machos e fémeas apds a estimulacdo com neostigmina (1 uM) na auséncia e
na presenca de apocinina (100 uM). Andlise temporal da contragc@o induzida por neostigmina em tiras de bexiga
urindria de camundongos machos (C) e fémeas (D). Efeito da apocinina sobre a contracdo final gerada pela
neostigmina em preparacdes de bexiga urindria de camundongos machos e fémeas (E). Os dados sdo
apresentados como média * erro padrdo da média (EPM) e/ou valores individuais de 6 preparagdes de animais
diferentes por grupo. *, ** e *** indicam p < 0.05, p < 0,001 e p < 0,001, em relagdo ao grupo indicado;

ANOVA de duas vias seguida do pés-teste de Tukey.
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Figura 19. Efeito do tempol sobre a reatividade na bexiga urinaria de camundongos machos e fémeas.

Comparacdo entre a amplitude (A) e frequéncia (B) dos movimentos espontaneos obtidos de preparacdes de

bexiga urindria de camundongos machos e f€émeas apds a estimulacido com neostigmina (1 pM) na auséncia e

na presenca de tempol (300 uM). Andlise temporal da contragdo induzida por neostigmina em tiras de bexiga

urindria de camundongos machos (C) e fémeas (D). Efeito do tempol sobre a contracdo final gerada pela

neostigmina em preparacdes de bexiga urindria de camundongos machos e fémeas (E). Os dados sdo

apresentados como média * erro padrdo da média (EPM) e/ou valores individuais de 6 preparacdes de animais

diferentes por grupo. * indica p < 0,05, em relag¢do ao grupo indicado; ANOVA de duas vias seguida do pds-

teste de Tukey.
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4.9 Efeito da indometacina sobre a reatividade da bexiga urindria de camundongos

machos e fémeas

Também investigamos o papel de prostandides derivados da via do é&cido
araquidonico-ciclooxigenase sobre o tonus da bexiga urindria. Para isso, as preparacdes de
bexiga urindria foram pré-incubadas com indometacina, inibidor ndo seletivo da COX,
durante 30 minutos. A adi¢ao de indometacina nao modificou a amplitude dos movimentos
espontaneos nas preparacdes de bexiga urindria de camundongos machos e fémeas, quando
adicionada isoladamente. Por outro lado, as preparagdes de bexiga de camundongos fémeas
que receberam NEO tiveram a amplitude de seus movimentos aumentada apds a adicao de
indometacina, ndo observamos efeitos significativos em machos (Figura 20A). Por sua vez,
a indometacina isoladamente aumentou a frequéncia dos movimentos em preparacdes
oriundas de machos e fémeas. Em tiras de bexiga expostas a NEO, ndo houve atingiu
significancia estatistica em preparacdoes em nenhum dos grupos (Figura 20B). Por fim, a
incubacdo de indometacina potencializou a contracdo induzida por NEO em tiras de
camundongos machos (Figura 20C), mas ndo de fémeas (Figura 20D), como comprovado ao
compararmos o tonus final das preparagdes na presenca e auséncia de indometacina (Figura

20E).
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Figura 20. Efeito da indometacina sobre a reatividade bexiga urinaria de camundongos machos e fémeas.
Comparacido entre a amplitude (A) e frequéncia (B) dos movimentos espontaneos obtidos de preparacdes de
bexiga urindria de camundongos machos e fémeas apds a estimulacdo com neostigmina (1 uM) na auséncia e
na presen¢a de indometacina (10 uM). Andlise temporal da contracdo induzida por neostigmina em tiras de
bexiga urindria de camundongos machos (C) e fémeas (D). Efeito da indometacina sobre a contracdo final
gerada pela neostigmina em preparacdes de bexiga urindria de camundongos machos e fémeas (E). Os dados
sdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM) e/ou valores individuais de 6 preparacdes de
animais diferentes por grupo. *, ** e **** jndicam p < 0,05, p < 0,001 e p < 0,0001, em relagdo ao grupo

indicado; ANOVA de duas vias seguida do pds-teste de Tukey.
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Parte III — Analise do impacto da inflamacao sistémica sobre a reatividade da bexiga

urinaria de camundongos machos e fémeas

4.10 Contracoes induzidas por CCh na bexiga de camundongos machos e fémeas

submetidos a inflamacao sistémica induzida por LPS

A andlise das contracdes induzidas por 10 uM de CCh em bexiga urindria de
camundongos machos tratados ou ndo com LPS ndo revelou diferencas significativas entre
os grupos (Figuras 21A). No entanto, a0 compararmos os dados obtidos em fémeas,
observamos uma reducao significativa das contragdes induzidas por CCh nos grupos LPS 6
h e 18 h (Figuras 21B). Em contrapartida, ao analisarmos as curvas de contrag¢io obtidas pela
adi¢do de concentracdes cumulativas de CCh ndo observamos diferencas significativas entre
0s grupos, tanto em preparacOes obtidas de machos (Figura 21C) como de fémeas (Figura
21D). Em relacdo a contragdo induzida por concentragdes cumulativas de ACh em tiras de
bexiga de machos e de fémeas, também ndo observamos diferengas entre os grupos controle
e tratados com LPS (Figuras 21E e F). Além disso, a incubacdo prévia de NEO elevou as
respostas a ACh para a mesma faixa de efeito gerado pelo CCh em todos os grupos

experimentais (Figuras 21E e F).

4.11 Contracoes induzidas por neostigmina em bexiga uriniria de camundongos

machos e fémeas submetidos a inflamacao sistémica induzida por LPS

Como previamente descrito (Figura 15), e reapresentado nas Figuras 22A e B, o
aumento na amplitude dos movimentos gerados pela NEO foi atenuada pela atropina no
grupo controle, tanto em machos quanto em fé€meas. A inflamacdo sist€émica aumentou a
amplitude dos movimentos espontianeos em tiras de bexiga urindria de camundongos tratados
com LPS em 6 e 18 h quando estimuladas com NEO, efeito que foi abolido pela atropina,
independente do sexo (Figura 22A e B). Preparacdes de bexiga dos machos e fémeas LPS 6
e 18 h apresentaram reducdo da frequéncia de movimentos apés a estimulacdo com NEO,
conforme demonstrado na Figura 22C e D. A adic¢do de atropina, reverteu o efeito da NEO
sobre a frequéncia dos movimentos espontaneos nas preparacdes de bexiga urindria obtidas

de animais machos do grupo LPS 18 h, e, embora sem atingir nosso critério de significancia
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estatistica, pareceu ter o mesmo efeito nos demais grupos LPS (Figuras 22C-D). Importante
destacar que a atropina ndo alterou as respostas registradas nas preparacdes dos animais do
grupo controle. Entretanto, tanto o efeito constritor gerado pela neostigmina ao longo de 30
min de incubag@o, como a acdo inibitéria da atropina sobre esse efeito nao diferiu entre
preparacdes de bexiga dos grupos controle (Figura 23A e D) ou LPS 6 e 18 h de machos
(Figuras 23B e C) ou fémeas (Figuras 23E e F).

4.12 Influéncia de guanetidina sobre o efeito da NEO na reatividade da bexiga urinaria

de camundongos machos e fémeas submetidos a inflamacao sistémica induzida por LPS

Como previamente descrito (Figura 16), e reapresentado nas Figuras 24A e B, a
guanetidina aumentou a amplitude dos movimentos em preparagdes de bexiga urindria de
camundongos controle estimuladas com NEO, enquanto diminuiu a amplitude dos
movimentos. A incubagio prévia de guanetidina aumentou a amplitude dos movimentos apos
adicao de NEO nos grupos LPS 6 h (Figuras 24 A e B). Por sua vez, a adicao de guanetidina
isoladamente diminuiu a frequéncia dos movimentos somente em tiras de bexiga de
camundongos machos do grupo LPS 6 h. A NEO reduziu a frequéncia dos movimentos em
preparacdes de camundongos dos grupos machos LPS 6 h e fémeas LPS 6 h e 18 h (Figura
24C e D), efeito que nao foi alterado pela presenca de guanetidina. Ademais, a incubagao
prévia com guanetidina reduziu o aumento do tonus evocado pela incubacdo de NEO em tiras
de bexiga de camundongos machos e fémeas dos grupos controle. Esse perfil de respostas
também foi reproduzido em preparacdes obtidas dos grupos machos LPS 6 e 18 h (Figuras
25B e C) e de fémeas do grupo LPS 18 h (Figura 25F), mas ndo no grupo fémeas 6 h (Figura
25E).

4.13 Efeito do L-NAME sobre a reatividade da bexiga uriniaria de camundongos

machos ou fémeas submetidos a inflamacao sistémica induzida por LPS

Como previamente descrito (Figura 17), e reexibido nas Figuras 26, o tratamento
prévio das preparacdes de bexiga urindria de animais controle com L-NAME aumentou
somente a amplitude dos movimentos no grupo de machos expostos a NEO. Preparacoes de

bexiga dos machos e fémeas LPS 6 e 18 h apresentaram aumento da amplitude de
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movimentos apds a estimulagdo com NEO, conforme demonstrado na Figura 26A-D. A
adi¢cdo de L-NAME, ndo alterou o efeito da NEO sobre a amplitude dos movimentos
espontaneos nas preparacdes obtidas de animais tratados com LPS. De maneira antagdnica,
o L-NAME isoladamente, reduziu a frequéncia em preparacdes de bexiga oriundas de
camundongos machos do grupo LPS 6 h, enquanto potencializou os movimentos espontaneos
em camundongos machos LPS 18 h (Figura 26C). Por outro lado, nenhum efeito foi
observado para preparagdes oriundas de fémeas (Figuras 26D). A incubacdo prévia com L-
NAME ndo modificou o aumento do tonus evocado pela incubacao de NEO em tiras de
bexiga de camundongos machos e fémeas dos grupos controle (Figuras 27A e D), e tampouco
no grupo fémeas LPS 6 h (Figura 27E). Por sua vez, o L-NAME potencializou o tonus
induzido pela NEO em preparacdes de camundongos machos LPS 6 e 18 h (Figuras 27B e
C) e témeas 18 h (Figura 27F).
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Figura 21. Curvas concentracio resposta induzidas por CCh e ACh em preparacoes de bexiga urinaria
de camundongos machos e fémeas. Comparacio entre curvas concentragio unica usando 10 uM de CCh em
bexiga urindria de camundongos dos grupos Controle, LPS 6 h e LPS 18 h machos (A) e fémeas (B).
Comparacdo entre curvas de respostas dependentes da concentracdo para CCh em bexiga urindria de
camundongos dos grupos Controle, LPS 6 h e LPS 18 h machos (C) e fémeas (D). Comparacdo entre curvas de
respostas dependentes da concentragdo para acetilcolina na presenga e auséncia de neostigmina em bexiga
urindria de camundongos dos grupos Controle, LPS 6 h e LPS 18 h machos (E) e fémeas (F). Os dados sdo
apresentados como média + erro padrao da média (EPM) de 6 preparagcdes de animais diferentes por grupo. **
p <0.01, Controle vs. LPS 6 h ou LPS 18 h; ****p <(0.0001, ACh vs. ACh + NEO; ANOVA de duas vias para

medidas repetidas seguida do pds-teste de Tukey.
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Figura 24. Efeito da guanetidina sobre os movimentos de tiras de bexiga de camundongos machos e
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adicdo de drogas, ou estimulados com neostigmina (1 uM), com ou sem a adi¢do de guanetidina (10 uM). Os
dados sdo apresentados, como média + o erro padrao da média de 6 preparagdes de animais diferentes por grupo

(machos e fémeas). * e ** indicam *p < 0,05, ** p <0,01; ANOVA de duas vias seguida do pds-teste de Tukey.
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Figura 25. Efeito da guanetidina sobre a resposta contratil evocada pela neostigmina na bexiga urinaria de camundongos submetidos a inflamacao

sistémica induzida por LPS. Tiras de bexiga de animais dos grupos controle (sem estimulo inflamatério; A e D), LPS 6 h (B e E) e LPS 18 h (C e F) foram

expostos a neostigmina (1 pM) na ausé€ncia ou apds incubagdo com guanetidina (10 uM). A contrag@o induzida pela neostigmina foi registrada continuamente

durante 30 min. Os dados sdo apresentados como média + o erro padrdo da média (EPM) de 6 preparacdes de animais diferentes por grupo (machos e fémeas). * e

** indicam p < 0.05 e p < 0,01; ANOVA de duas vias seguida do pés-teste de Tukey.
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Figura 26. Efeito do L-NAME sobre os movimentos de tiras de bexiga de camundongos machos e fémeas
submetidos a inflamacao sistémica induzida por LPS. Comparagéo entre a amplitude (A e B) e frequéncia
(C e D) dos movimentos de preparagdes de bexiga urindria de camundongos machos e fémeas sem adi¢do de
drogas, ou estimulados com neostigmina (1 pM), com ou sem a adicdo de L-NAME (100 uM). Os dados séo
apresentados, como média + o erro padrao da média de 6 preparagdes de animais diferentes por grupo (machos

e fémeas. ** e **** indicam *p < 0,05, **** p < 0,0001; ANOVA de duas vias seguida do pds-teste de Tukey.
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Figura 27. Efeito do L-NAME sobre a resposta contratil evocada pela neostigmina na bexiga urinaria de camundongos submetidos a inflamacéo sistémica
induzida por LPS. Tiras de bexiga de animais dos grupos controle (sem estimulo inflamatério; A e D), LPS 6 h (B e E) e LPS 18 h (C e F) foram expostos a
neostigmina (1 uM) na auséncia ou apds incubacdo com L-NAME (100 uM). A contragdo induzida pela neostigmina foi registrada continuamente durante 30 min.
Os dados sd@o apresentados como média + o erro padrdo da média de 6 preparacdes de animais diferentes por grupo (machos e fémeas). *** indica p < 0,001;

ANOVA de duas vias seguida do pds-teste de Tukey.
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4.14 Efeito de espécies reativas ao oxigénio sobre a reatividade da bexiga urinaria de

camundongos machos e fémeas submetidos a inflamacao sistémica induzida por LPS

Como previamente descrito (Figura 18), e reexibido nas Figuras 28, a apocinina nao
modificou a amplitude dos movimentos espontaneos quando adicionada isoladamente em
preparagdes de bexiga urindria de camundongos machos, contudo aumentou a amplitude em
fémeas. Tiras de bexiga urindria de camundongos machos e fémeas que receberam NEO
tiveram a amplitude de seus movimentos aumentada apds a adicdo de apocinina (Figura
18A). Em relagao a frequéncia desses movimentos, percebemos que na presenca da apocinina
houve uma diminuicio significativa dos movimentos em preparagdes de camundongos
machos e um aumento significativo em preparagdes oriundas de fémeas. E ndo constatamos
nenhuma altera¢do em relacdo a frequéncia dos movimentos. Por outro lado, Preparagdes de
bexiga urindria de camundongos machos e fémeas LPS apresentaram aumento da amplitude
de movimentos ap0ds a estimulagdo com NEO, conforme demonstrado na Figura 28A. A
adicao de apocinina, potencializou o efeito da NEO sobre a amplitude dos movimentos
espontaneos em preparagdes obtidas de animais machos LPS 6 h. De maneira antagonica, a
apocinina isoladamente, reduziu a frequéncia em preparagdes de camundongos machos do
grupo LPS 6 h, enquanto potencializou os movimentos espontineos em camundongos
machos LPS 18 h (Figura 28C). Contudo, nenhum efeito foi observado em preparacdes de
bexiga urindria oriundas de fémeas LPS 6 h, mas notamos uma diminui¢do significativa da
frequéncia em fémeas LPS 18 h ap6s adi¢do de apocinina (Figuras 28D). A incubacgdo prévia
com apocinina reduziu o aumento do tonus evocado pela incubagcdo de NEO em tiras de
bexiga de camundongos machos e fémeas dos grupos controle (Figuras 29A e D), e ndo
alterou em machos LPS 6 h (Figura 29E). Por sua vez, a apocinina potencializou o tonus
induzido pela NEO em preparagdes de camundongos machos 18 h (Figuras 29B e C) e fémeas

LPS 6 e 18 h (Figura 29F).

Como previamente descrito (Figura 19), e reexibido nas Figuras 30, A adicdo de
tempol ndo modificou a amplitude dos movimentos espontaneos quando adicionada
isoladamente em preparacdes de bexiga urindria de camundongos machos e fémeas. Além
disso, as preparacdes de bexiga urindria de camundongos fémeas que receberam NEO
tiveram a amplitude de seus movimentos aumentada apds a adi¢do de tempol, mesmo ndo foi

observado em machos. O tempol, ndo alterou a frequéncia dos movimentos em preparagdes
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oriundas de machos ou fémeas. Em animais LPS, prepara¢des de bexiga dos machos e fémeas
apresentaram aumento da amplitude de movimentos apds a estimulacdo com NEO, conforme
demonstrado na Figura 30A. A adic¢do de tempol, ndo alterou a amplitude dos movimentos
espontaneos nas tiras de bexiga obtidas de animais LPS na presenca ou auséncia de NEO. De
maneira oposta, o tempol isoladamente, ndo alterou a frequéncia em tiras de bexiga oriundas
de camundongos machos, enquanto reduziu os movimentos espontaneos em preparacdes
obtidas de camundongos fémeas LPS 18 h (Figura 30D). A incubagdo prévia com tempol ndo
modificou evocado pela incubagdo de NEO em tiras de bexiga de camundongos machos e
fémeas dos grupos controle (Figuras 31A e D), e ndo alterou em fémeas LPS 6 h (Figura
31E). Por sua vez, o tempol potencializou o tonus induzido pela NEO em preparacoes de

camundongos machos LPS 6 e 18 h (Figuras 31B e C) e fémeas 18 h (Figura 31F).

4.15 Efeito da indometacina sobre a reatividade da bexiga urinaria de camundongos

machos e fémeas submetidos a inflamacao sistémica induzida por LPS

Como demonstrado na Figura 20, e reinserido nas Figuras 32A-D, a incubagdo prévia
de indometacina em preparacdes de bexiga urindria de animais controle estimuladas pela
NEO aumentou significativamente a amplitude dos movimentos apenas do grupo fémeas. A
inflamacao sist€émica aumentou a amplitude dos movimentos espontaneos em tiras de bexiga
urindria de camundongos tratados com LPS em 6 e 18 h quando estimuladas com NEO, efeito
que foi potencializado pela indometacina em preparagdes de camundongos machos LPS 6 h
(Figura 32A) mas nao de fémeas LPS 6 h (Figura 32B). Por outro lado, a presenca de
indometacina ndo alterou o efeito da NEO em preparacdes do grupo macho LPS 18 h (Figura
32A), mas reduziu esse efeito no grupo fémeas LPS 18 h (Figura 32B). Ao analisarmos a
frequéncia dos movimentos, notamos que a indometacina isoladamente aumentou a
frequéncia apenas em tiras de bexiga obtidas camundongos machos e fémeas LPS 18 h
(Figura 32C-D). Ainda nessa perspectiva, o desenvolvimento da resposta contratil induzida
pela NEO foi potencializada na presenca de indometacina em preparacdes de machos do
grupo controle (Figura 33A e D) e nos grupos LPS 6 h e LPS 18 h, independentemente do
sexo (Figuras 33B-C, E-F).
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Figura 28. Efeito da apocinina sobre os movimentos de tiras de bexiga de camundongos machos e fémeas
submetidos a inflamacao sistémica induzida por LPS. Comparacgio entre a amplitude (A e B) e frequéncia
(C e D) dos movimentos de preparagdes de bexiga urindria de camundongos machos e fémeas sem adi¢do de
drogas, ou estimulados com neostigmina (1 uM), com ou sem a adi¢do de apocinina (100 uM). Os dados sdo
apresentados, como média + o erro padrdo da média de 6 preparacdes de animais diferentes por grupo (machos

e fémeas). *, ** ¢ *** indicam *p < 0,05, ** p < 0,01; ANOVA de duas vias seguida do pds-teste de Tukey.
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e fémeas). *** indica p < 0,0001; ANOVA de duas vias seguida do pés-teste de Tukey.
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Figura 30. Efeito do apocinina sobre a resposta contratil evocada pela neostigmina na bexiga urinaria de camundongos submetidos a inflamacao sistémica

induzida por LPS. Tiras de bexiga de animais dos grupos controle (sem estimulo inflamatério; A e D), LPS 6 h (B e E) e LPS 18 h (C e F) foram expostos a

neostigmina (1 uM) na auséncia ou ap6s incubacio com apocinina (100 uM). A contragdo induzida pela neostigmina foi registrada continuamente durante 30 min.

Os dados sdo apresentados como média + o erro padrido da média de 6 preparacdes de animais diferentes por grupo (machos e fémeas). **, *** e **** jndicam p <

0,01, p < 0,001 e p <0,0001; ANOVA de duas vias seguida do pés-teste de Tukey.
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Figura 31. Efeito do tempol sobre a resposta contratil evocada pela neostigmina na bexiga urinaria de camundongos submetidos a inflamacao sistémica
induzida por LPS. Tiras de bexiga de animais dos grupos controle (sem estimulo inflamatério; A e D), LPS 6 h (B e E) e LPS 18 h (C e F) foram expostos a
neostigmina (1 uM) na auséncia ou apds incubag@o com tempol (300 uM). A contra¢io induzida pela neostigmina foi registrada continuamente durante 30 min. Os
dados sdo apresentados como média + o erro padrdo da média de 6 preparacdes de animais diferentes por grupo (machos e fémeas). ** e *** indicam p < 0,01 e p

<0,001; ANOVA de duas vias seguida do pés-teste de Tukey.
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Figura 32. Efeito da indometacina sobre os movimentos de tiras de bexiga de camundongos machos e
fémeas submetidos a inflamacao sistémica induzida por LPS. Comparacio entre a amplitude (A e B) e
frequéncia (C e D) dos movimentos de preparagdes de bexiga urindria de camundongos machos e fémeas sem
adi¢fo de drogas, ou estimulados com neostigmina (1 uM), na auséncia e presenca de indometacina (10 uM).
Os dados sdo apresentados como pontos individuais e a média + o erro padrdo da média de 6 preparagdes de
animais diferentes por grupo (machos e fémeas). * e ** indicam p < 0.05 e p < 0,001; ANOVA de duas vias

seguida do pds-teste de Tukey.
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Figura 33. Efeito da indometacina sobre a resposta contratil evocada pela neostigmina na bexiga urinaria de camundongos machos e fémeas submetidos
a inflamacio sistémica induzida por LPS. Tiras de bexiga de animais dos grupos controle (sem estimulo inflamatério; A e D), LPS6h(BeE)e LPS 18 h (Ce
F) foram expostos a neostigmina (1 pM) na auséncia ou apds incubagdo com indometacina (10 uM). A contra¢do induzida pela neostigmina foi registrada
continuamente durante 30 min. Os dados s@o apresentados como média + o erro padrdo da média de 6 preparacdes de animais diferentes por grupo (machos e

fémeas). *, *** ¢ *** jndicam p < 0.05, p < 0,01 e p < 0,001 e p < 0,0001; ANOVA de duas vias seguida do p6s-teste de Tukey.
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5. DISCUSSAO

As doencgas que acometem a bexiga urindria causam impactos significativos na
qualidade de vida das pessoas, com repercussdes biopsicossociais importantes, como
ansiedade, depressao e perda da capacidade de controle miccional (Moraes; Marino, Santos,
2010). As alteracdes na fisiologia da bexiga urindria e o desenvolvimento de comorbidades
estdo relacionadas a mudangas na liberacdo de mediadores pelo urotélio e/ou pelos nervos
simpaticos e parassimpdticos, descompensando a dinamica de controle deste 6rgao (Merrill
et al., 2016). Essa regulacdo endogena da bexiga urindria, além de ser modulada durante
processos patoldgicos, também € influenciada pelo dimorfismo sexual. Em humanos, sabe-
se que mulheres sdao maioria nos principais quadros clinicos relacionados ao mal
funcionamento da bexiga, como incontinéncia urindria (Silva et al., 2005), cistite intersticial
(Almeida et al., 2023) e bexiga hiperativa (Bontempo et al., 2017), sustentando a ideia de
que o sexo também € um fator importante na func@o da bexiga urindria. Adicionalmente,
estudos t€ém demonstrado que as respostas inflamatdrias também variam de acordo com o
sexo, tanto em intensidade quanto em relacdo aos mediadores envolvidos, o que pode
influenciar diretamente a fisiopatologia das disfunc¢des urindrias (Deltourbe, 2024). Assim, a
consideragdo da inflamacdo sist€émica como varidvel experimental € essencial para
compreender como processos patoldgicos afetam diferencialmente a bexiga em homens e
mulheres. Deste modo, buscamos através deste estudo avaliar em camundongos a influéncia
do sexo e da inflamacdo sist€émica induzida por LPS em camundongos sobre a reatividade da
bexiga urindria. Para essa abordagem buscamos inicialmente determinar as condi¢des
necessdrias para a funcionalidade e reprodutibilidade da bexiga urindria em banho de 6rgao
isolado. O controle das condicdes as quais uma preparagdo € mantida em banho de 6rgaos é
extremamente importante para a reprodutibilidade de processos fisioldgicos in vitro.
Inicialmente, exploramos o perfil de reatividade de tiras de bexiga urindria sob diferentes
tensOes basais. Para montagem das tiras no banho de o6rgdos seguimos as condi¢des
comumente utilizadas in vitro, como o uso de LN a 37 °C, sob oxigena¢do fornecida por
borbulhamento com mistura carbogénica. Tiras de bexiga urindria foram submetidas a
tensoes basais de 0,25, 0,5; 0,75; 1 e 1,25 g e estimuladas com KCI ou CCh. Através dessa

N

abordagem, visualizamos que as contragdes aumentavam a medida que a tensdo basal
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aumentava, atingindo seu efeito méximo sob 1 g de tensao (Figuras 10-11). Esses achados,
foram ao encontro do estudo desenvolvido por Birder et al., 2002. Em virtude dessas

evidéncias, definimos a tensdo basal de 1 g para os experimentos subsequentes.

Ap6s determinarmos a tensdo basal a ser usada em nossos experimentos, avaliamos
a reatividade da bexiga urindria ao KCIl. Os resultados indicaram que as preparagdes se
mantiveram funcionais apds o processo de montagem, sem diferencas significativas entre os
sexos. Essa constatacdo ofereceu uma margem de seguranca confidvel para a interpretacio
dos dados deste estudo, além de demonstrar que as contracdes induzidas por KCI nao sao
afetadas pelo dimorfismo sexual. Entretanto, como os mecanismos envolvidos na contracao
mediada pelo KCI diferem daqueles relacionados a ativagdo de receptores muscarinicos,
buscamos entdo avaliar a resposta da bexiga urindria frente a distintos agonistas
muscarinicos. Deste modo, com a finalidade de determinar a estabilidade e reprodutibilidade
dos resultados decidimos expor as preparacdes de bexiga urindria a concentragdes crescentes
de CCh, realizadas trés vezes seguidas e em intervalos de 1 hora entre cada exposicao. Esse
experimento (Figura 12) se baseou em estudos anteriores de dessensibilizacio dos receptores
muscarinicos devido a exposicao repetida, como ja demonstrado em preparagdes de intestino
(Ehlert ef al., 2003). O processo de dessensibilizacdo pode ocorrer quando hd um aumento
na disponibilidade de agonistas, levando a uma estimulacdo excessiva das células
musculares. A dessensibilizacdo € ativada por meio da estimulagdo persistente de receptores
acoplados a proteina G. Esse processo envolve vias paralelas que promovem a internalizacao
dos receptores, frequentemente mediada por proteinas como as [-arrestinas e quinases de
receptores acoplados a proteina G (GRKSs). Essas proteinas ajudam a prevenir a
superestimulacdo celular, diminuindo a interacio entre o agonista e o receptor, 0 que, por sua
vez, reduz a resposta celular mesmo na presenca continua de um agonista (Golan; Schreiber;
Avissar et al., 2009). Nossos resultados n3o apontaram para um processo de
dessensibilizacdo. Deste modo, descartamos a possibilidade de qualquer interferéncia

relacionada a perda de resposta em nossos experimentos.

Uma vez que determinamos parametros usuais para 0Os NOSsOs experimentos,
buscamos avaliar a reatividade da bexiga urindria para diferentes agonistas. Nossos
resultados revelaram diferencas na resposta contratil apdés a adicio de uma unica

concentracdo de CCh (10 uM) entre preparacdes de bexiga urinaria de camundongos machos



76

e fémeas. Como mostrado na Figura 13, o efeito maximo causado pelo CCh ndo apresentou
alteracOes significativas. No entanto, ao avaliarmos a curva de contratilidade verificamos que
houve uma variagdo notdvel, o que foi corroborado pela andlise da 4rea sob a curva de
contratilidade, sugerindo que as preparagdes provenientes das fémeas sdo mais reativas ao
CCh. Essas evidéncias podem estar relacionadas, entre outros fatores, a diferencas na
expressao de receptores muscarinicos como os M3 e M2. Sabe-se que em outras preparacdes
de musculo liso os receptores M3 estdo relacionados as contragdes fasicas e os M2 a
manutencdo da contracdo (Lentle et al., 2013). Dessa forma, a perda rapida do tonus
observado nos machos poderia decorrer de uma menor expressdo de receptores M2 em
relacdo as fémeas. Além disso, essas diferencas podem ainda ser dependentes do
recrutamento e ativacdo de segundos mensageiros envolvidos no mecanismo contratil dos
receptores muscarinicos, como IP3 e diacilglicerol (DAG). Outro fator pode ser a ativagao
de vias alternativas que favorecem a manutencdo da contratilidade, como a via da Rho

quinase (ROCK) (revisado por Kuo; Ehrlich et al., 2015).

Ainda na perspectiva de estudar a reatividade da bexiga urindria de camundongos
machos e fémeas induzimos curvas de concentragdao-resposta cumulativa utilizando ACh e
CCh. Observamos que a bexiga urindria foi reativa tanto ao CCh quanto a ACh, embora os
efeitos da ACh tenham sido significativamente menores em comparacio aos do CCh. Essa
diferenca estd relacionada a degradacdo da acetilcolina pelas enzimas colinesterases
(Massoulié et al., 1993), o que foi comprovado quando induzimos curvas concentracao-
resposta na presenca de neostigmina (inibidor reversivel da acetilcolinesterase). A
neostigmina aumentou a resposta contratil a ACh, elevando-a ao mesmo nivel alcancado pelo
CCh. Ao compararmos as respostas obtidas entre machos e fémeas, percebemos que as
respostas deflagradas pelo carbacol foram semelhantes, assim como as respostas induzidas
pela acetilcolina. Entretanto, ao analisarmos as contra¢des induzida pela ACh na presenca de
neostigmina, percebemos que as preparacdes de fémeas apresentaram um efeito maximo
superior aos das preparacdes de machos, sugerindo que essa diferenca poderia estar
relacionada a degradacdo de ACh pela enzima acetilcolinesterase (AChE) (Figura 14). De
maneira semelhante, Moura et al., 2022 observou um aumento significativo do efeito maximo
da ACh no célon de camundongos fémeas em relacdo ao de machos, reforcando a nossa

hipétese de que ha diferengas na expressao de AChE ou na atividade e de que elas também
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sdo importantes para resposta a ACh na bexiga urindria. Além disso, também nao observamos
qualquer diferenca na resposta ao CCh entre machos e fémeas. O CCh é um agonista

muscarinico resistente a acdo da AChE (Sung et al., 1998).

Curiosamente, durante os experimentos em que exploramos o efeito da acetilcolina,
observamos que as preparacdes tratadas com NEO apresentaram um aumento significativo
no ténus basal (Figura 14). E conhecido que em érgdos viscerais, como o intestino, ha uma
intensa atividade neuronal mesmo em condicdes de repouso, as quais levam a liberacdo
espontanea de diversos mediadores, entre eles a acetilcolina (Furness, 2006). Na bexiga
urindria os neur6nios nao funcionam apenas como uma rede de transmissdo de informagdo
entre a bexiga urindria e o cérebro, mas também como uma rede de neur6nios que modulam
e coordenam atividades do 6rgdo de forma independente, semelhante ao sistema nervoso
entérico (Gillespie et al., 2006). As primeiras evidéncias desse fendmeno foram observadas
em 1984 por Maggi e colaboradores, com adicdo de fisiostigmina, inibidor da
acetilcolinesterase, o qual provocou contracdes em preparagdes de bexiga urindria de ratos,
aparentemente pela liberacdo espontdanea de acetilcolina, de forma anéloga aos resultados

encontrados em nosso estudo.

Dentre os mecanismos envolvidos na capacidade de autorregulacio da bexiga
urindria, sugere-se que as células uroteliais, ao serem ativadas pelo aumento da pressao
intravesical ou pelo estiramento da parede da bexiga urindria, poderiam estimular receptores
do tipo TRPV. A ativacdo desses receptores permite o influxo de fons como sédio e célcio
para o interior das células uroteliais, sendo a liberacdo de ATP favorecida pelo aumento da
concentracdo de calcio. Nesse cendrio, o ATP liberado e seus subprodutos poderiam se
difundir até os neur6nios, estimulando-os, e assim causam a liberacdo de mediadores como
a acetilcolina (Takezawa et al., 2017). Outra hipétese € que a atividade intrinseca das células
intersticiais da bexiga urindria, devido ao seu alto potencial de despolarizacdo, poderia

estimular neurdnios colinérgicos a liberacdo de acetilcolina (Stenqvist et al., 2020).

Para confirmar a hipétese de que as contragdes observadas apds a adicdo de NEO
eram resultantes da liberacdo espontanea de acetilcolina, incubamos atropina, um antagonista
muscarinico nao seletivo, as tiras de bexiga urindria, antes de estimuld-las com NEO. Como
previsto, ndo observamos aumento do tonus na presenca de atropina, o que confirmou a

hipétese inicial e alinhou-se com outras evidéncias previamente disponiveis na literatura
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(Daly et al., 2019). Além disso, observamos que o tdnus da bexiga urindria, quando exposto
a atropina, era reduzido para niveis inferiores aos basais (Figura 15). Além disso, tem-se
observado que a atropina pode apresentar caracteristicas semelhantes as de agonistas inversos
(Kenakin et al., 1987). Assim, € possivel que a atropina tenha bloqueado a atividade basal de

receptores muscarinicos reduzindo sua atividade fisioldgica.

A andlise detalhada desses experimentos revelou também um padrdo de contragdes
espontaneas na bexiga urindria durante o repouso, ou seja, na auséncia de estimulos
exdgenos, a qual foi exacerbada pela NEO (Figura 15). Acredita-se que essas contracdes sao
causadas pela liberacao continua de neurotransmissores pelos neurdnios colinérgicos ou pela
atividade intrinseca do musculo do detrusor (Ikeda Y, Kanai er al., 2008). Além disso,
estudos mostram que a despolarizacgdo resultante de impulsos elétricos dispersos pelas células
intersticiais também desempenha um papel importante na producdo dessas contracdes
(Hanna-Mitchell et al., 2007). Ao avaliarmos a génese desses movimentos através do uso de
atropina, fomos surpreendidos com a evidéncia de que a frequéncia desses movimentos era
resistente a acdo desse antagonista, enquanto a amplitude era reduzida significativamente,
principalmente em preparacdes estimuladas com NEO (Figura 15), sugerindo uma possivel

participacao de outro(s) mediador(es) na frequéncia desses movimentos.

Com finalidade de avaliar o papel de outros possiveis mediadores na reatividade da
bexiga urindria, decidimos estudar os efeitos do 6xido nitrico, das espécies reativas ao
oxigénio (EROS), dos prostandides derivados da COX e da noradrenalina oriunda dos
terminais sindpticos sobre a contratilidade vesical. E sabido que em preparagdes de misculo
liso estimuladas com agentes contractantes ocorre, simultaneamente, a liberacdo de 6xido
nitrico, mediador que tem acao inibitdria, conforme ja descrito em artérias (Tschudi et al.,
1996) e no intestino (Martin et al., 2001). Por sua vez, as EROS podem exercer diferentes
papéis em relacdo a contratilidade. Por exemplo, o anion superéxido produz aumento das
contracdes e o peroxido de hidrogénio leva a diminuicdo da resposta contratil. Ja os
prostanoides derivados da COX também podem exercer tanto efeitos relaxantes (Mitchell;
Kirkby, 2019) como deflagrar respostas contriteis (Root; Davey; Forselles, 2015). A
noradrenalina pode atuar como um modulador negativo das contragdes induzidas pela

acetilcolina em tiras de bexiga urindria, contribuindo para a reducao da atividade contrétil do
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musculo detrusor e, consequentemente, facilitando a fase de enchimento vesical (Hennenberg

& Michel, 2023).

A adicdo de guanetidina (depletora de noradrenalina das vesiculas noradrenérgicas)
nas preparacdes de bexiga urindria promoveu altera¢des significativas na contratilidade da
bexiga urindria, evidenciando a participa¢do do sistema nervoso simpdtico na modulacio
colinérgica. Em preparacdes de ambos os sexos, observou-se uma redu¢do do tonus basal
induzido pela NEO, demonstrando que a noradrenalina endégena exerce um efeito inibitorio
sobre o tonus colinérgico. Notavelmente, em ambos os sexos, a guanetidina aumentou a
amplitude dos movimentos espontaneos, mas, de forma oposta, reduziu a frequéncia desses
movimentos em tecidos de fémeas do grupo LPS 18 h apds estimulacdo com NEO. Esse
comportamento aparentemente paradoxal reforca a ideia de que o bloqueio do componente
simpatico pode ter efeitos distintos dependendo do estado funcional da bexiga, em repouso
ou sob intensa atividade colinérgica. Assim, compreender a dindmica entre os sistemas
adrenérgico e colinérgico se mostra essencial para determinar com precisao a participagdo do

sistema noradrenérgico sobre fun¢do da bexiga urindria.

Ao investigarmos a a¢do do 6xido nitrico sobre os efeitos decorrentes da liberacdo de
acetilcolina, partimos da proposi¢cdo de que, assim como em outros tecidos, o 6xido nitrico
exerceria efeitos inibitorios. Entretanto, em preparacdes pré-incubadas com L-NAME
(inibidor das 6xido nitrico sintases) e, posteriormente, estimuladas com NEO nao houve
qualquer alteracdo da reatividade em relacdo aos controles. Heppner et al., (2024), também
demonstraram que ao contrair preparacdes de bexiga urindria na presenca de L-NAME nao
havia alteracdo no efeito do agente contrétil utilizado, corroborando com resultados obtidos
através de nossos experimentos (Figura 17). A inibicao da NOS pelo L-NAME aumentou a
amplitude e frequéncia dos movimentos espontaneos da bexiga em camundongos machos,
mas ndo em fémeas, evidenciando um efeito dependente do sexo. Essa discrepancia pode
estar relacionada, a0 menos em parte, a influéncia dos hormonios sexuais, especialmente os
estrogénios. Estudos prévios indicam que os estrogénios sio capazes de manter a via do 6xido
nitrico funcionalmente ativa de maneira continua nas fémeas, o que, ao longo do tempo, pode
levar a dessensibilizacio ou a adaptacdo da via em relacdo aos estimulos adicionais

promovidos pela inibi¢ao enzimatica com L-NAME. Em contrapartida, nos machos, a menor
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exposicdo basal ao estrogénio poderia tornar a via mais responsiva a modulagcdo

farmacoldgica, resultando nos efeitos observados (Cai et al., 2016).

Nessa mesma perspectiva, a incubagdo prévia de tempol, um andlogo da SOD,
também ndo foi capaz de causar alteragdo significativa no efeito mediado pela NEO,
sugerindo que as espécies reativas ao oxigénio produzidas no meio intravesical ndo sdo
sensiveis a acdo desse agente. Contudo, a pré-incubagdo de apocinina, que € um inibidor
seletivo das NADPH oxidase, resultou na diminuicdo do tdnus mediado pela NEO, o que
pode ser interpretado como um indicio de que a estimulacdo das NADPH oxidases aumenta
a produgdo de anion superdxido, o que poderia atuar em sinergia com a acetilcolina para
promover a contracdo das tiras de bexiga, ou junto ao 6xido nitrico gerando peroxinitrito,
interferindo substancialmente na biodisponibilidade de NO (Pryor; Squadrito, 1995) (Figura
17). Observamos também um efeito dimorfico sobre a frequéncia das contragdes espontineas
induzido pela apocinina (Figura 18), sugerindo que as EROs podem desempenhar papéis
distintos de acordo com o sexo. Embora a participacdo exata desses mecanismos nao possa
ser estabelecida, os dados sugerem que, sob determinadas condi¢des, as EROs podem exercer
acOes funcionalmente opostas entre os sexos, assumindo diferentes papéis fisioldgicos na
modulacdo do tonus e da atividade espontanea da bexiga urindria. Na presenca de tempol
(Figura 19), a amplitude dos movimentos espontaneos foi significativamente aumentada em
preparacdes de camundongos fé€meas, em contraste com as de preparacdes oriundas de
machos. Esse achado reforca a hipétese de um efeito dependente do sexo e destaca a
complexidade da atuacdo das espécies reativas ao oxigénio na regulacdo da contratilidade

vesical.

Além do NO e das espécies reativas de oxigénio, a participacdo de metabdlitos do
acido araquidonico também foi explorada em nosso estudo, tendo em vista que os
prostandides, como as prostaglandinas, o tromboxano e a prostaciclina (PGI2) sao fatores
produzidos na bexiga urindria e podem produzir tanto efeitos contriteis como relaxantes
(Rahnama'i et al., 2012). Assim, com a finalidade de avaliar a influéncia dos prostanodides,
por meio da inibi¢do das ciclooxigenases, sobre as contragdes induzidas por NEO, decidimos
incubar indometacina nas preparacdes de bexiga urindria. Através desse desenho
experimental, mostramos de maneira inédita um aumento significativo do tonus e da

amplitude dos movimentos induzidos pela NEO nas preparagdes de bexiga urindria de
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machos, sugerindo que muito provavelmente os prostanoides exercem uma regulacdo
negativa sobre tonus da bexiga urindria e que esses efeitos também sao dependentes do sexo
(Figura 20). Essa discrepancia de respostas entre os sexos pode ser atribuida a diferencas na
ativacdo das isoformas da COX, como ja foi observado em estudos com ratos, cdes machos

e fémeas (Kargman et al., 1996).

Embora nao existam evidéncias conclusivas que identifiquem um unico fator inibitério
predominante na bexiga urindria, nossos dados sugerem que os prostandides derivados do
dcido araquiddnico podem desempenhar um papel relevante na regulagdo da contratilidade
vesical. A literatura frequentemente atribui este efeito modulador a via da 6xido nitrico
sintase, porém, nossos experimentos, em concordancia com os achados de Fovaeus et al.
(1999), nao corroboram esta hipdtese. Outras vias de modulagdo inibitéria tém sido
investigadas, incluindo a estimulacdo noradrenérgica mediada por receptores -adrenérgicos
e a acdo do ATP e seus metabdlitos sobre receptores purinérgicos do tipo P2Y e P2. No
entanto, evidéncias experimentais desalinham-se a essas possibilidades. Por exemplo,
Masunaga et al. (2010) mostraram que o bloqueio -adrenérgico com propranolol ndo afetou
contragdes induzidas por CCh, enquanto Tong et al. (1997) demonstraram que a ativagao
purinérgica ndo comprometeu a contratilidade do detrusor. Dessa forma, esses resultados
indicam que nenhum desses sistemas € o principal regulador inibitério da atividade vesical.
Nesse contexto, a observacdo de que a inibi¢ao das cicloxigenases aumenta o tonus induzido
pela NEO constitui uma evidéncia consistente de que os prostandides podem representar um

componente relevante desse mecanismo regulatorio.

Na etapa seguinte do nosso estudo direcionamos nosso foco para a investigacdo da
reatividade da bexiga urindria em um contexto de inflamacao sist€mica, em consondncia com
os objetivos propostos. E amplamente reconhecido que as infeccdes da bexiga urindria
representam uma das infec¢des bacterianas mais comuns em todo o mundo, afetando
aproximadamente 150 milhdes de pessoas por ano (Stamm et al., 2001). Esse tipo de infec¢ao
representa um desafio significativo para a saude, com destaque para criangas, idosos e
mulheres em todas as faixas etdrias. As principais complicacdes incluem pielonefrite com
risco de evoluir para sepse, danos renais em criancas, parto prematuro, e hiperatividade
secunddria a infec¢do, além de problemas relacionados ao uso de antimicrobianos (Lacerda;

Ingersoll et al., 2020).
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Essas infecgdes estdo associadas a diversos microrganismos, sendo a Escherichia coli
o principal agente envolvido (Flores-Mireles et al., 2015; Tamadonfar et al., 2019). Sabe-se
que, durante a invasdo da bexiga urindria por essa bactéria, ocorre a ativacdo de diversas
respostas intracelulares destinadas a mobilizar o sistema imunoldgico contra esse patdgeno
(Hatton; Baumann; Fascione, 2021). Entre essas respostas, destaca-se a liberacdo de
mediadores inflamatdrios e a expressao de enzimas como a NOS e a NOx (NADPH oxidase),
que contribuem para a criagdo de um ambiente hostil ao invasor. No entanto, esse
microambiente também impacta negativamente as células da bexiga, incluindo os neurdnios
e o musculo detrusor, o que pode culminar em disfun¢des organicas. Experimentalmente,
uma das maneiras de estudar os efeitos da inflamacao sobre o sistema bioldgico é através da
induc¢do de inflamag¢do por administracdo de LPS em animais de laboratorio. Este modelo €
capaz de mimetizar varios aspectos da inflamacdo, permitindo a manipulacdo e o ajuste de
acordo com o objetivo a ser estudado, podendo-se aumentar ou diminuir a gravidade da
condi¢do. Com base em estudos anteriores realizados em nosso laboratdrio utilizamos neste
trabalho 10 mg/kg de LPS, uma dose adequada para gerar inflamacao sistémica severa em

camundongos.

Nesse contexto experimental de inflamac¢do, observamos que as respostas contréteis
ao CCh, que eram mais pronunciadas em bexigas de fémeas do grupo controle, tornaram-se
semelhantes entre os sexos, sugerindo que o estado inflamatério interferiu nos mecanismos
relacionados a contratilidade vesical (Figura 21). J4 a inibi¢do da colinesterase por
neostigmina aumentou o tonus vesical em todos os grupos, sem diferencas significativas em
relagdo aos respectivos controles. No entanto, a analise dos movimentos espontaneos revelou
um aumento na amplitude dos movimentos em ambos os sexos, indicando uma possivel
alteracdo na liberacdo ou na acdo da ACh, induzida pela inflamacgao (Figura 22, Tabela 2). A
partir desses resultados, levantamos a hipétese de que outros mediadores contréteis, além da
ACh, poderiam contribuir para a modulagdo da contratilidade da bexiga urindria em

condic¢des inflamatdrias, e corroborando com essa ideia verificamos que a frequéncia dos

movimentos ndo era abolida pela ac¢do da atropina.

Com o objetivo de aprofundar a compreensdo dos efeitos da inflamacdo sist€émica
sobre a bexiga urindria e elucidar os mecanismos subjacentes as alteracOes contrateis

observadas, investigamos a participacdo do sistema noradrenérgico na modulacdo da
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liberacdo basal de ACh. De forma inesperada, observamos um aumento na amplitude das
contragdes espontdneas em ambos 0s sexos no grupo LPS 6 h, acompanhado de uma
atenuacdo do tonus induzido por NEO em todos os grupos experimentais, exceto para as
fémeas LPS 6 h (Figura 24-25). Essa diferenca de efeitos pode estar relacionada ao estagio
inicial da inflamacdo, no qual os mecanismos fisiopatoldgicos ainda ndo estdo totalmente

estabelecidos conforme observado na Figura 26E.

Na inflamacdo aguda ocorre uma série de eventos que culminam na inducdo de
enzimas como a 6xido nitrico sintase induzivel e isoformas da NADPH oxidase, responsaveis
pela geracdo de mediadores capazes de modular as respostas contrateis a ACh (Sercombe et
al., 2004). Por isso, buscamos investigar os efeitos do 6xido nitrico e das espécies reativas
ao oxigénio. Curiosamente, nas preparacdes de bexiga urindria dos animais tratados com
LPS, a adi¢do de L-NAME causou um aumento significativo do tonus induzido por NEO,
em ambos os sexos (Figura 27). Esse efeito sugere que os efeitos inibitdrios derivados do NO
regulam negativamente a contratilidade do musculo detrusor durante a inflamacdo.
Alinhando-se a esses resultados, dados de Birder et al. (2005) demonstram que a mucosa e
musculo liso da bexiga urindria de camundongos tratados com LPS apresentam niveis de NO
significativamente mais altos em comparacdo com bexigas de animais sauddveis, o que
explicaria os resultados encontrados em nosso estudo. Contudo, o L-NAME apresentou
efeitos opostos nas fémeas tratadas com LPS em diferentes tempos. Em bexigas de
camundongos fémeas do grupo LPS 6 h, reduziu os movimentos espontaneos, sugerindo um
papel pro-contratil do NO neste estagio. Ja em fémeas do grupo LPS 18 h, aumentou a
atividade contratil, indicando uma possivel mudanca na funcdo do NO ao longo da
inflamacdo, refletindo alteracdes na expressdo ou atividade das isoformas da NO sintase,
possivelmente em virtude de outros mediadores produzidos localmente. Esses resultados nos
levam a considerar o sexo como uma varidvel critica na anélise dos efeitos do L-NAME na
bexiga urindria de animais inflamados, sendo necessdrios mais experimentos para elucidar

0s mecanismos envolvidos.

Sabemos também que em estados inflamatérios ocorre uma intensa produgdo de
espécies reativas ao oxigénio, que podem interagir com o NO e formam radicais com enorme
potencial de interferir em respostas contrateis do musculo liso, como 0 ONOO™ (Bateman et

al., 2015). Assim, decidimos explorar a proposi¢cdo de que a inibi¢do do NO pelo L-NAME
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potencializou a acdo pré-contritil das EROs e de outros mediadores. Confirmando essa
proposic¢ado, ao diminuir a biodisponibilidade de EROS através do uso de tempol e apocinina,
nos deparamos com um aumento significativo do tonus induzido pela NEO nos grupos LPS,
principalmente nas preparagdes que receberam apocinina (Figuras 29 e 30). Esses
experimentos com tempol e apocinina reforcam ainda mais a importancia do dimorfismo
sexual na resposta contratil da bexiga durante a inflamacao, evidenciando efeitos antagdnicos
entre os sexos. A apocinina, administrada isoladamente, promoveu o aumento da amplitude
e a redugdo da frequéncia dos movimentos espontineos em preparagdes de bexiga urindria
de camundongos machos do grupo LPS 6 h. Por sua vez, nos machos LPS 18 h, a apocinina
potencializou a frequéncia dos movimentos da bexiga, e nas fémeas LPS 18 h, a apocinina
levou a reducdo da frequéncia dos movimentos das preparagdes (Figura 28).1 De forma
semelhante, o tempol também apresentou efeitos distintos (Figura 29), o que nos leva a
considerar que tais diferencas podem estar relacionadas a variagdes na expressao ou na
atividade de enzimas antioxidantes, como a superdxido dismutase (SOD), ou ainda a
modulacdo diferencial de vias de sinaliza¢do redox-sensiveis. Adicionalmente, € possivel que
hormonios sexuais, especialmente os estrogénios, influenciem a sensibilidade da musculatura

lisa vesical as EROs.

Outros mediadores que podem estar relacionados ao aumento do tonus observado
anteriormente sdo os prostandides derivados da COX 1 e 2, que catalisam a formacdo de
prostaglandinas, como a PGE: (Khodr e Khalil, 2001). Em alguns contextos, a PGE: pode
exercer efeitos excitatérios, aumentando a sensibilidade do musculo detrusor a estimulos
colinérgicos ou ndo colinérgicos (Root; Davey; & Forselles, 2015). No entanto nossos
achados demonstram o oposto, pois a inibi¢do da COX pela indometacina resultou no
aumento significativo do tonus e da amplitude dos movimentos das tiras e bexiga urindria de
machos do grupo LPS 6 h, assim como potencializou a frequéncia em preparacdes de animais
do grupo LPS 18 h. Além disso, ainda refor¢ou a participacdo do dimorfismo sexual nos
diferencas observadas entre a amplitude e frequéncia dos movimentos em machos e fémeas,
bem como aquelas verificadas sobre a contracdo induzida por NEO (Figuras 32 e 33). Nesse
sentido, esse conjunto de achados nos levam a considerar a ideia de que durante a inflamacao
sistémica ocorre rearranjo funcional entre NO, EROs e os prostanoides, que suprime a

hiperatividade do detrusor. Além disso, também destacamos o tempo como uma varidvel
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fundamental para compreender os efeitos da inflamacao sobre a bexiga urindria, uma vez que
0s mecanismos variam ao longo do processo inflamatério, afetando a reatividade da vesicula
urindria.

Em resumo, os resultados obtidos neste estudo demonstram que em condicdes
sauddveis as espécies reativas de oxigé€nio e os prostandides exercem um papel modulador
negativo sobre a contratilidade vesical, com efeitos que apresentam variagdes sexuais
importantes, como pode ser visualizado no Quadro 2. Durante a inflamagdo sistémica, tais
substancias parecem atuar de forma compensatdria, atenuando os aumentos exacerbados na
atividade colinérgica espontanea e protegendo temporariamente a bexiga urindria contra uma
hiper-reatividade funcional. Essa resposta adaptativa, entretanto, pode ser transitéria. A
queda na producdo desses mediadores apds a resolucdo inflamatéria pode levar ao
surgimento ou a persisténcia de sintomas urindrios, como urgéncia ou incontinéncia. Dessa
forma, nossos achados nio apenas reforcam a relevancia dos mediadores inflamatorios na
modulacdo da fung¢do vesical, como também abrem caminho para novas abordagens voltadas
a compreensdo da regulacdo da atividade colinérgica vesical e do tonus, durante e apds

processos inflamatdrios.

No entanto, é fundamental reconhecermos as limitacOes inerentes aos nossos
experimentos, como o modelo in vitro utilizado. Esse modelo oferece um ambiente
controlado que permite a investigacdo detalhada de vias moleculares especificas e a exclusdao
de varidveis sistémicas. Entretanto, elementos cruciais como a interagdo dinamica entre o
sistema nervoso autdnomo e somatico, a sinalizacao neuroimune, o fluxo sanguineo, além do
controle central da miccdo, estd ausente nesse contexto. Adicionalmente, a influéncia de
hormoénios sexuais, potencialmente relevantes diante das diferencas observadas entre os
sexos, bem como a participacio de células imunes circulantes e fatores humorais sist€micos,
nao sdo aspectos contemplados em preparacdes isoladas. Sendo assim, € imprescindivel a
realizacdo de estudos complementares in vivo, que integrem os multiplos sistemas

envolvidos, a fim de validar, aprofundar e contextualizar os mecanismos aqui descritos.

Outro ponto importante a ser destacado € a auséncia de andlise direta de marcadores
inflamatorios neste estudo. Embora tenhamos inferido a participacio funcional de espécies
reativas de oxigénio (EROs), prostandides e 6xido nitrico, a quantificacdo desses produtos

ou metabdlitos associados teria fortalecido a correlagdo entre alteragdes metabdlicas durante
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a inflamacdo e os efeitos observados na contratilidade vesical. Contudo, mesmo com essas
limitagGes, os dados aqui apresentados avancam significativamente a compreensdo da
fisiologia da bexiga urindria frente a inflamacdo sistémica, destacando a complexidade da
modulagdo colinérgica e a importancia dos mediadores oxidativos e inflamatérios nesse

Processo.



Quadro 2: Resumos dos principais achados deste estudo.
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Amplitude dos movimentos

Basal Durante a incubagio Basal Durante a incubagio
Machos Machos Machos LPS Machos Naive Machos LPS 6 | Machos LPS Fémeas Naive Fémeas Fémeas Fémeas Naive Fémeas Fémeas LPS

Naive LPS6h 18h h 18 h LPS6h LPS 18 h LPS6h 18 h
Neostigmina n.a n.a. n.a. T T T n.a. n.a. n.a. 1 1 1
+atropina — — — [ [ [ — — — n n n
+guanetidina — — — T T — — — T 1 —
+L-NAME — — — T — — — — —* — —
+apocinina — — — T il 1* — — 1 —* —
+tempol — — — — — — — — 1* — —
+indometacina — — — — R — — — T — Ik

Frequé dos movi
Basal Durante a incubagio Basal Durante a incubacao
Machos Machos Machos LPS Machos Naive Machos LPS 6 | Machos LPS Fémeas Naive Fémeas Fémeas Fémeas Naive Fémeas Fémeas LPS

Naive LPS6h 18h h 18 h LPS6h LPS 18h LPS6h 18h
Neostigmina n.a. n.a. n.a. — | — n.a. n.a. n.a. — l l
+atropina l — — — — T 1* — — — T —*
+guanetidina — l — — — — —* — L* — —
+L-NAME T ! 1 — — —* —* —k — — —
+apocinina ! l 1 — — T — L* — — —
+tempol — — — — — — —* 1* — — —
+indometacina 1 — — — — 1% — = — — —

Toénus muscular induzido pela neostigmina

Machos Naive

Macho LPS 6 h

Machos LPS 18 h

Fémeas Naive

Fémeas LPS 6 h

Neostigmina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a n.a
+atropina n ™ = - = =
+guanetidina ! 1 ! 1 — 1
+L-NAME — 1 1 — —x 1
+apocinina l — 1 1 T 7
+tempol — 1 — — i T
+indometacina T R 1 o 1 7

Legenda: O quadro resume os efeitos da neostigmina e da incubag@o dos agentes farmacoldgicos utilizados sobre a amplitude (bloco superior) e a frequéncia (bloco intermedidrio) dos movimentos

espontaneos observados pelas preparagdes de bexiga urindria. No bloco inferior, € apresentado o resumo desses mesmos agentes sobre o aumento do tonus muscular induzido pela neostigmina. Os simbolos

indicam: n.a., ndo se aplica; 7 Amplitude dos movimentos espontineos, Frequéncia dos movimentos espontaneos e Aumento do tonus muscular induzido pela neostigmina; | Amplitude dos

movimentos espontaneos, Frequéncia dos movimentos espontaneos ¢ Aumento do tonus muscular induzido pela neostigmina; — sem alterac@o da resposta bioldgica na presenca do agente farmacoldgico;

m inibigdo/aboli¢do da resposta biologica na presenga do agente farmacologico; * indica que existe diferengas sexuais entre machos e fémeas; NEO — neostigmina.
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6. CONCLUSAO

Utilizando a neostigmina como uma estratégia para aumentar a disponibilidade local de
acetilcolina endégena, demonstramos que a contratilidade da bexiga urindria mediada pela
acetilcolina € regulada por um conjunto complexo de mecanismos endégenos, cuja agdo é
modulada por mediadores quimicos passiveis de influéncia por fatores biolégicos, como o
sexo e o estado inflamatdrio sist€émico. Em condi¢des saudaveis, observamos que espécies
reativas ao oxigénio e os prostandides exercem um papel modulador negativo sobre a
contratilidade vesical nesse contexto, com efeitos distintos entre machos e fémeas. Durante
ainflamacao sistémica induzida por LPS, foi evidente um aumento significativo da amplitude
dos movimentos espontaneos das tiras de bexiga isoladas oriundas de camundongos machos
e fémeas LPS 6 e 18 h, sem alteragcdes equivalentes no tonus induzido pela NEO ou nas
contragdes mediadas por CCh e ACh, sugerindo um impacto na acdo enddgena de
mediadores que aumentam o tonus da bexiga urinaria. Notavelmente, o processo inflamatorio
alterou a sensibilidade a inibidores da sintese do 6xido nitrico, EROs e prostandides,
evidenciando a participacdo desses mediadores na regulagdo do tonus muscular da bexiga de
camundongos machos e fémeas. Contrariamente a hipétese inicialmente proposta, a qual
sustentava a ideia de que as fémeas seriam as afetadas pelos efeitos da inflamacao sistémica
induzida por LPS. Dessa forma, esses achados destacaram a existéncia de vias regulatérias
sofisticadas que equilibram a hiperatividade do detrusor durante a inflamacdo. Embora os
mecanismos precisos de acdo desses mediadores permanecam desconhecidos, nossos
resultados reforcam a necessidade de investigagdes futuras que poderdo abrir novas

perspectivas para o estudo das disfun¢des vesicais associadas a estados inflamatorios.
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