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RESUMO

O envolvimento dos receptores B; e B, para as cininas em processos
fisiopatoldgicos da bexiga urinaria tem sido demonstrado em diversos
estudos. No entanto, a implicacdo destes receptores na hiperatividade da
bexiga urindria ap6s lesdo medular permanece inexplorada até o
momento. Desse modo, este estudo investigou o envolvimento dos
receptores B; e B, na hiperatividade da bexiga urinaria induzida por
lesdo da medula espinhal por compressdo ao nivel toracico Tg-Tio. A
lesdo medular induziu uma resposta inflamatéria pronunciada e diversas
mudancas funcionais na contratilidade e nos pardmetros urodindmicos
da bexiga urinaria. A lesdo medular resultou, ainda, em um aumento nos
niveis de RNAm para os receptores B; na bexiga urinaria, nos ganglios
da raiz dorsal (Ls-S;) e nos segmentos correspondentes da medula
espinhal. Houve também, em um aumento na expressdo dos receptores
B; e B, na bexiga urindria. Ensaios in vitro com preparacfes da bexiga
urinaria obtidas 2, 7, 14 e 28 dias ap6s a lesdo medular reveleram
aumento significativo da resposta contratil a agonistas seletivos dos
receptores B; (des-Arg®-BK) ou B, (bradicinina) quando comparadas
as respostas obtidas de grupos controle ou falso-operado. As respostas
aos agonistas B; ou B, foram reduzidas pelos seus respectivos
antagonistas seletivos, des-Arg’-[Leu’]-BK ou Hoe 140. De maneira
interessante, estudos cistométricos em animais com lesdo medular
demonstraram que o tratamento sistémico com Hoe 140 reduziu
significativamente a amplitude e o nudmero das contragdes nédo-
associadas a micgdo (CNMs) na bexiga urinéria. Tratamento sistémico
com o antagonista do receptor B;, des-Arg®-[Leu®]-BK, apenas reduziu
significativamente o nimero das CNMSs na bexiga urinaria dos animais
lesionados. O presente estudo demonstra o importante envolvimento dos
receptores B; e B, para as cininas na hiperatividade da bexiga urinaria
induzida por lesdo medular em ratos e apontam novos alvos terapéuticos
para o tratamento da hiperatividade da bexiga urinaria decorrente de
lesdo medular traumatica.

Palavras-chave: Lesdo medular, bexiga urinaria hiperativa, receptor B,
e B, para cininas.






ABSTRACT

The B; (B:R) and B, (B,R) kinin receptors has been implicated in
physiological and pathological conditions of the bladder, but its role in
overactive bladder (OB) following spinal cord injury (SCI) remains elusive.
Here we assessed by means of functional and molecular approaches the
relevance of these receptors in OB caused by SCI in rats. SCI resulted in an
inflammatory process, changes in bladder contractility and in urodynamic
parameters. Moreover, SCI caused a marked up-regulation of B; mRNA
levels in bladder, spinal cord and dorsal root ganglion (Lg-S;). SCI also
caused an up-regulation of B; and B, protein levels in bladder. The
exposure of B, agonist, des-Arg®-BK, and B, agonist, bradykinin (BK), to
bladder strips induced a contractile response significantly enhanced
following SCI. Pre-incubation of the bladder preparations with des-Arg-
Leu®-BK (B, antagonist) or Hoe 140 (B, antagonist), significantly reduced
bladder contraction. In addition, cystometric studies on SCI animals
revealed that systemic Hoe 140 treatment significantly reduced the
amplitude and the number of non-voiding contractions (NVCs) while
systemic treatment with DALBK only reduced the number of NVCs. There
were no significant changes in basal pressure, threshold pressure, maximum
voiding pressure, voided volume and voiding efficiency before
administration of vehicle, HOE 140 or DALBK. Taken together, these
results suggest that up-regulation of BK receptors are involved in the
mechanism inducing OB following SCI in rats.

Keywords: Spinal cord injury, overactive urinary bladder, B; and B,
Kinin receptors
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1 INTRODUCAO

A les@o medular é uma sindrome neuroldgica altamente incapacitante
gue acomete 250.000 pacientes no Brasil, com uma ocorréncia de cerca
de 8.950 novos casos por ano (MEYER et al., 2003). O trauma medular
prejudica o funcionamento de varios 6rgdos e sistemas e produz uma
alteracdo da homeostase fisica e emocional do paciente.

As lesdes medulares sdo, na sua maioria, de origem traumatica.
De acordo com a Associagdo de Assisténcia a Crianca Deficiente
(AACD) (2007), os acidentes automobilisticos sdo responsaveis por
42% dos traumas medulares. Adultos jovens entre 16 e 30 anos sdo 0s
mais acometidos por trauma medular (61%), sendo que 70% deles
tornam-se paraplégicos por lesdo medular toracica, lombar ou sacral,
resultando em paralisia parcial ou completa de parte ou de ambos o0s
membros inferiores e tronco, enquanto que 30% deles tornam-se
tetraplégicos por lesdo medular cervical, resultando em paralisia parcial
ou completa do tronco e dos quatro membros (MEYER et al, 2003;
SCHMITZ et al., 2004).

As lesdes medulares em nivel toracico e lombar resultam em
disfungdes do trato urinario inferior, tais como a hiperatividade da
bexiga urindria, dissinergia vesico-esfincteriana e retencdo urinéria.
Desta forma, esta dissertacdo estudou o envolvimento dos receptores B
e B, para as cininas na hiperatividade da bexiga urinaria induzida por
lesdo medular traumatica em ratos. Primeiramente, serd apresentado um
embasamento teérico sobre a neurofisiologia, a anatomia do trato
urinario inferior, o histdrico das cininas e a relevancia das cininas na
bexiga urinaria. A seguir, serdo apresentados os materiais e métodos
utilizados para a realizagdo deste estudo e os resultados obtidos. Por fim,
a discussdo do estudo versara sobre os resultados e a participacdo dos
receptores B; e B, para as cininas na hiperatividade da bexiga urinaria
induzida por lesdo medular.

1.1 Neurofisiologia do trato urinario inferior

O trato urinario inferior & composto pela bexiga urinaria, uretra,
esfincteres uretrais e por uma complexa interacdo de impulsos neurais
localizados no cérebro, medula espinhal e ganglios periféricos. A bexiga
urinaria é um 6rgdo cavitario situado na cavidade pélvica que tem como
funcéo bésica o armazenamento e a eliminac¢do da urina produzida nos
rins e transporte a ela através dos ureteres. Quando cheia, a bexiga
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urindria pode conter até 700 ml de urina, que é eliminada
periodicamente através da uretra (GUYTON, 1988). A grande
distensibilidade, resisténcia e elasticidade da bexiga se deve aos seus
musculos e a presenca de colageno e elastina. As paredes da bexiga sdo
compostas por diferentes camadas de tecido: uma tdnica mucosa, uma
thnica submucosa, uma tunica muscular e uma camada externa. A tinica
mucosa € constituida pela continuagdo da mucosa do ureter, ou seja, a
parte interna da parede que estd em contato direto com a urina. Esta
camada é composta de células epiteliais que formam o urotélio, as quais
se distendem e diminuem em espessura quando a bexiga urinaria se
enche. A tlnica submucosa é composta de células conjuntivas que
servem para dar suporte a mucosa. A tlnica muscular é constituida por
células musculares lisas dispostas em trés camadas de musculo: uma
interna onde as fibras se entrecruzam em todas as diregdes, uma
intermédia na qual as fibras correm no sentido circular e uma camada
mais externa em que as fibras se dispem longitudinalmente, formando
assim, o musculo detrusor. Esta disposicdo das fibras musculares
permite ao d6rgdo se dilatar quando est4 armazenando a urina, para que,
apos 0 esvaziamento, o 6rgdo possa reduzir de tamanho. A camada
externa, denominada serosa, € constituida por tecido conjuntivo e
adiposo (GUYTON, 1988).

No interior da bexiga ha trés orificios. Dois orificios estdo
situados em cima da bexiga urinaria e na parte posterior aos pontos de
chegada dos dois ureteres; o terceiro orificio € a uretra. Os trés orificios
determinam um tridngulo que é chamado trigono vesical. O trigono tem
a caracteristica de ser quase inextensivel. O desenvolvimento da
musculatura que se encontra abaixo torna esta regido de aspecto muito
diferente em relagdo ao restante da parede vesical. Os ureteres
encontram-se obliqguamente na bexiga, o que faz com que a pressao
exercida pela urina sobre as paredes da bexiga seja sentida, também,
pelos ureteres e os comprima. Isso impede que a urina retorne aos rins
guando a bexiga encontra-se cheia (MARTINI, 1992). A uretra é
dividida em esfincter externo ou distal, composto de musculo estriado, e
em esfincter interno ou proximal, composto de muisculo detrusor
entrelacado com uma grande quantidade de tecido eléastico. O tbnus
exercido pelo esfincter interno normalmente mantém o colo vesical € a
uretra posterior vazios e, portanto, evita o esvaziamento da bexiga até
gue a pressdo na porgdo principal se eleve acima de um limiar critico.
Ao se contrair, 0 musculo detrusor impede o continuo instilar da urina
para o exterior. Ao se relaxar, ele permite a passagem da urina durante a
miccdo. A sua acdo é conjunta com a do esfincter externo, o qual esta
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sob o controle voluntario do sistema nervoso central, e que pode ser

usado para evitar conscientemente a miccdo até mesmo quando
controles involuntarios tentam esvaziar a bexiga.

/

Peritonio ﬁ\_/_?/" \’\ . Ureter
W‘“L‘

- Orificio do
Muisculo ureter
detrusor
Trigono vesical
Esfincter Esfincter
interno externo
Uretra

Figura 1. Morfologia da bexiga urinaria (Adaptado de KOOP, 1996).

1.1.1 O controle neural da miccéo

A miccdo ocorre involuntariamente em recém-nascidos e
criancas até atingirem a idade de 3 a 5 anos. Ap6s essa idade, 0 processo
de miccdo passa a ser regulado voluntariamente. O circuito neural que
controla esse processo é complexo e altamente distribuido, envolvendo
vias em diversos niveis cerebrais, medula espinhal e sistema nervoso
periférico, bem como a participacdo de multiplos neurotransmissores e
outros mediadores quimicos.

As vias neurais que controlam as funcbes do trato urinario
inferior funcionam como um interruptor elétrico liga/desliga, ou seja,
sdo capazes de manter uma relacdo funcional reciproca entre a bexiga
urinaria e a uretra. Sendo assim, os reflexos de armazenamento s&o
ativados durante o enchimento da bexiga urinaria e organizados
primariamente na medula espinhal, enquanto que os reflexos de
esvaziamento sdo mediados por mecanismos reflexos que sdo
controlados pelo cérebro. A regulacdo supraespinhal das func¢des do
trato urinario inferior depende de mdltiplas vias, as quais conduzem
informac0es entre o cérebro e a medula espinhal.



No cérebro, muitas populages neuronais estdo envolvidas no
controle da bexiga, uretra e esfincter uretral. Algumas, tais como
neurbnios serotonérgicos presentes no ndcleo da rafe, neurbnios
noradrenérgicos do loco certleo e as células noradrenérgicas A5 no
tronco cerebral, representam mecanismos nao-especificos com projecdes
espinhais difusas. Outros grupos neuronais sdo especificos para a
mic¢do. Entre eles estdo os neurdnios do ndcleo de Barrington,
conhecido também como centro pontino da mic¢do, que estad localizado
nas regides medial e dorso lateral da ponte, e aqueles da substancia
cinzenta periaquedutal que estdo localizados nos neurdnios de varias
partes do cortex cerebral, em particular no cortex frontal medial.
Algumas destas areas cerebrais apresentam conexdes entre si e também
entre 0 cérebro e a medula espinhal lombo-sacral (FOWLER et al.,
2008).

A medula espinhal lombo-sacral contém as vias eferentes
autondmicas que integram o0 nervo pélvico (parassimpatico),
hipogastrico (simpatico) e pudendo (somatico). Esses nervos sdo ainda
responsaveis pela conducdo da informacdo sensorial do trato urinario
inferior para a medula espinhal lombo-sacral (MORRISON et al., 2005;
FRY et al., 2005). Essa via participa do controle voluntario da mic¢édo
sobre o trato urinario inferior ANDERSSON E WEIN, 2004).

1.1.2 O processo de micgao

A miccdo consiste do esvaziamento da bexiga urinéria pela
uretra. Os requisitos para o processo de mic¢do normal sdo a sinaliza¢do
aferente sobre o estado de enchimento da bexiga urinaria, a contracdo
coordenada e de magnitude adequada do musculo detrusor, a baixa
resisténcia dos esfincteres uretrais e a auséncia de obstrucdo anatdmica
(CAMPBELL et al., 2002).

Durante a fase de enchimento ou armazenamento vesical, a
bexiga acomoda quantidades crescentes de urina sem aumentar
consideravelmente a pressdo no seu interior. Nessa fase, o esfincter
uretral se mantém contraido com o objetivo de evitar vazamento da
urina. Desse modo, quando a bexiga enche, receptores sensoriais de
estiramento localizados na parede da bexiga, principalmente na uretra
posterior, transmitem essa informagdo aos segmentos sacrais da medula
espinhal através de nervos pélvicos, os quais constituem no principal
suprimento nervoso da bexiga.
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E na fase de enchimento da bexiga urinaria que ocorre a
atividade fasica autbnoma ou espontanea, uma atividade ritmica que
ocorre internamente na bexiga e que envolve contracdes e distensbes do
musculo detrusor, o qual é modulado por mediadores liberados de
células uroteliais, neurdnios aferentes e células intersticiais
(GILLESPIE, 2004; KANAI E ANDERSSON, 2010). A medida que a
bexiga urinaria vai enchendo, as células uroteliais sensiveis a distensdo
liberam transmissores de forma continua, aumentando a sinalizagéo
aferente mediada pelas fibras sensoriais do tipo Ad e as ndo mielinizadas
do tipo C (DE GROAT, 2004, BIRDER, 2004). As fibras mielinizadas
Ab estdo envolvidas em dois processos: detec¢do do aumento do volume
de urina e no monitoramento da contragdo do musculo detrusor. J& as
fibras ndo mielinizadas do tipo C, localizadas na sua maioria no musculo
detrusor e préximas as células uroteliais, ndo respondem facilmente a
contragdo do musculo detrusor, pois apresentam maior limiar mecénico
que as fibras Ad e ndo respondem ao enchimento da bexiga urinaria em
condicdes fisiologicas (ANDERSSON E HEDLUND, 2002; DE
GROAT, 2004; DE GROAT E YOSHIMURA, 2010). Desse modo,
essas fibras sdo conhecidas, como ‘fibras silenciosas”, uma vez que
durante o processo de micgdo, se tornam responsivas a alteracGes de
pressdo vesical somente quando ha estados patolégicos instalados no
orgao ( YOSHIMURA et al., 2008; BIRDER et al, 2010; FRY et al,
2010; CHU E DMOCHOWSKI, 2006).

A sinalizacdo aferente, por sua vez, ativa a inervacdo pos-
ganglionar simpética via nervo hipogastrico que, através da liberacéo de
noradrenalina induz o relaxamento do musculo detrusor através da
ativagdo de receptores B, € B3 adrenérgicos, bem como a contragdo do
esfincter uretral interno através da ativagdo de receptores adrenérgicos
a; (DE GROAT E YOSHIMURA, 2006). Paralelamente, a ativagéo da
inervacdo somatica da bexiga urinaria que integra o nervo pudendo,
resulta em liberacdo de acetilcolina e consequente ativacao de receptores
nicotinicos, promovendo a contragdo do muasculo esquelético do
esfincter uretral externo e do assoalho pélvico. Em conjunto, na fase de
enchimento vesical, a continéncia é mantida pela complacéncia vesical
associada a total inibicdo dos impulsos eferentes parassimpéticos e a
ativacdo dos eferentes simpaticos e somaticos. O cértex cerebral envia
impulsos descendentes inibitérios para o centro pontino e para 0 nervo
pélvico (parassimpético), relaxando o detrusor. O cOrtex cerebral
também envia  impulsos excitatérios para o nervo hipogastrico
(simpatico) e nervo pudendo, o que aumenta a resisténcia uretral. Desse
modo, a fase de enchimento é caracterizada pelo repouso das vias
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neurais responsaveis pelo estimulo do processo de micgdo, enquanto as
vias inibitorias estdo ativas.
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Figura 2. Inervacdo do trato urinério inferior. Coordenacéo entre a bexiga, a uretra e 0s
esfincteres uretrais é mediada por vias simpaticas (hipogastrico), parassimpaticas (pélvico) e
somaticas (pudendo) (Adaptado de KANAI E ANDERSSON, 2010).

Quando o volume de urina atinge limiar critico, o processo de
micg¢do € iniciado através da liberacdo de impulsos pelo centro pontino
da miccdo para a medula espinhal sacral por meio da ativacdo de
neurbnios parassimpaticos e, também, pela producdo  estimulos
inibitérios enviados para o centro simpatico e somatico. Desse modo,
ocorre a contracdo do detrusor ocorre por meio da ativacdo dos
receptores muscarinicos do tipo M, e Mj pela acetilcolina e de
receptores purginérgicos P2X; pelo ATP. Coordenado com estes
eventos, ocorre o relaxamento do esfincter uretral externo através da
liberacdo de Oxido nitrico, que promove abertura do colo vesical
resultando no ato de urinar. Ao seu término, o ciclo de mic¢do reinicia
(FOWLER et al, 2005; ANDERSSON E ARNER, 2004).
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1.2 Fisiopatologia do processo de micgéo e o efeito da leséo medular
sobre a mic¢ao

Ha diversas patologias que comprometem o esvaziamento
normal da bexiga urinaria, podendo estas serem de origem central e/ou
periférica ou, ainda, devidas a efeitos colaterais de medicamentos. No
contexto deste estudo, sera enfatizada, de modo especial, a
hiperatividade da bexiga urinaria, sindrome caracterizada por contragdes
involuntarias do musculo detrusor durante a fase de enchimento, as
quais podem provocar sintomas de urgéncia miccional usualmente
acompanhada de nocturia e aumento da frequéncia urinaria, com ou sem
incontinéncia urinaria (STEERS, 2002; ABRAMS, 2003; CHU, 2006;
YAMAGUCHI et al, 2007).

A hiperatividade da bexiga urinaria acomete pacientes de
diferentes idades; no entanto, a progressdo da doenca é mais comum
com o avango da idade. Nos EUA, por exemplo, estima-se que 16,5%
dos adultos acima de 18 anos de idade, aproximadamente 33 milhdes de
pessoas, apresentam sintomas de hiperatividade da bexiga (WEIN E
RACKLEY, 2006). Essa sindrome é tradicionalmente classificada de
acordo com a sua etiologia, podendo ser de origem miogénica
(hiperplasia prostatica benigna, como exemplo), neurogénica (lesdo
medular, doenca de Alzheimer, por exemplo), inflamatdria (cistite
intersticial, por exemplo) ou idiopatica (sem causa definida) (WEIN E
ROVNER, 2002; CHU, 2006). Independente da sua etiologia, a
sintomatologia da hiperatividade da bexiga urinaria é semelhante, ou
seja, had periodos de contracdo do musculo detrusor sem periodos de
relaxamento (contracGes tetanicas), e aumento da pressdo intravesical
com baixos volumes de urina e de resposta alterada do musculo
detrusor a diferentes estimulos (STEERS, 2002).

A hiperatividade da bexiga urinaria de origem neurogénica é
uma patologia muito comum em pacientes que sofreram trauma
medular. A altura e a extensdo da lesdo determinam a intensidade da
hiperatividade da bexiga e a coordenacdo ou ndo entre o mdsculo
detrusor e o esfincter uretral. LesGes completas que afetam qualquer
parte do circuito de reflexo de esvaziamento da bexiga, entre os quais 0s
niveis sacrais S,-S, ou os aferentes/eferentes parassimpaticos, produzem
bexiga flacida e paralisada. A bexiga flacida se enche excessivamente de
urina e ocorre transbordamento por falta de distensdo muscular. Ao
contrario, lesbes completas acima da regido sacral interrompem o0s
axonios descendentes que controlam normalmente a funcéo vesical, mas
ndo interrompem o controle reflexo da bexiga. Consequentemente, a
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bexiga urindria torna-se inicialmente arreflexa podendo ocorrer retengéo
urindria e incontinéncia por transhordamento  seguida de
restabelecimento do reflexo de miccdo mediado pelo arco reflexo
medular. 1sso acarreta o que é conhecido por bexiga hipertdnica e hiper-
reflexiva, com participacdo das fibras aferentes do tipo C (DE GROAT
E YOSHIMURA, 2006).

Apos a lesdo medular, as fibras mielinizadas do tipo Ad nao sdo
mais as responsaveis por iniciar o esvaziamento da bexiga urinaria. O
esvaziamento passa a ocorrer pela acdo das fibras aferentes ndo-
mielinizadas do tipo C, as quais, em condicdes fisiolégicas normais, ndo
respondem a distensdo do Orgdo, tornando-se mecanossensiveis e
iniciando o reflexo de miccdo ap6s a lesdo medular (KANAI E
ANDERSSON, 2010; DE GROAT E YOSHIMURA, 2010). Na
maioria dos casos, hd aumento das contracfes vesicais reflexas, com
contragdes esfincterianas durante a contragdo vesical ou contracGes
vesicais de duracdo insuficiente. Portanto, micgdo de alta pressdo, com
elevado volume de residuo pos-miccional, caracteriza a dissinergia
detrusor-esfincteriana e, consequentemente, o esvaziamento inadequado
da bexiga urinaria. Além disso, apds o trauma medular também ocorre a
falta de capacidade da bexiga urinaria de armazenar adequadamente o
volume de urina, gerando incontinéncia pela hiperatividade do érgao
(KARSENTY et al, 2005; DE GROAT E YOSHIMURA, 2006).

Na figura 3, pode-se observar o cistometrograma de individuos
saudaveis e o de portadores de trauma medular.
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Figura 3. O reflexo de micgdo entre individuos saudaveis e paraplégicos. O painel A mostra
o reflexo de micgcdo normal onde ha relaxamento do esfincter (inicio) logo apés a contragéo
da bexiga urinaria. Observar que onde ha interrupgdo também ha um aumento na presséo do
esfincter uretral e do musculo detrusor, seguido por um relaxamento reciproco da bexiga
urinaria. O painel B mostra a alteragdo do reflexo de miccdo em pacientes paraplégicos,
sendo que a relacao de resposta reciproca entre esfincter uretral e bexiga é abolida. Durante o
enchimento da bexiga urinaria, ha contragdes do 6rgdo ao mesmo tempo em que ocorrem
atividades do esfincter uretral. Com o aumento do volume da bexiga urinaria ha um nimero
maior e sustentado de contragOes da bexiga urindria e do esfincter (dissinergia vesico-
esfincteriana), o que retarda o fluxo da urina. Eletromiograma (EMG) realizado na uretra
(Adaptado DE GROAT E YOSHIMURA, 2006).

Embora a etiologia da hiperatividade da bexiga urinaria seja
multifatorial, incluindo alteracbes nas propriedades, inervacdo e
estrutura do detrusor, estudos recentes tém demonstrado que mudancas
na sinalizacdo aferente contribuem para a geracdo dos seus sintomas. A
recuperacao da atividade reflexa da bexiga urinéria apés a lesdo medular
depende da reorganizagdo das vias medulares e alteracdo nas
propriedades dos neurbnios eferentes parassimpaticos, simpaticos e
somaticos bem como das fibras aferentes da bexiga urinaria.

Ap6s a lesdo medular, os neurbnios aferentes sofrem
modificacdes funcionais e morfoldgicas, caracterizadas por aumento do
didametro celular e aumento da capacitancia, podendo sofrer também
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hipertrofia celular (DE GROAT E YOSHIMURA 2006; KRUSE et al.,
1995). A hipertrofia associada a isquemia celular pode desencadear
morte neuronal (STEERS, 2002). Ap6s o trauma medular, observam-se
também alteragdes eletrofisioldgicas desses neurdnios aferentes da
bexiga urinaria, por meio de mudancas nos canais de sddio e aumento na
fungdo desses canais sensiveis a tetrodotoxina (DE GROAT E
YOSHIMURA, 2006). Neurdnios de ratos com lesdo medular
apresentam maior nimero de potenciais de acdo (DE GROAT E
YOSHIMURA, 2010). Essa mudanga nas propriedades dos canais de
sodio pode aumentar o reflexo espinhal, e 0 que promove maior nimero
de contracdes do musculo detrusor.

As mudangas nas propriedades dos neurdnios aferentes da
bexiga urinaria apos a lesdo medular podem ainda estar relacionadas a
neuroplasticidade neuronal, mediada pelo fator de crescimento derivado
do nervo (NGF), o qual é liberado tanto pela medula espinhal quanto
pela bexiga urindria. A liberagdo aumentada de NGF induz tanto
hiperexcitabilidade do érgdo, quanto distensdo e baixa eficacia de
esvaziamento do mesmo (VIZZARD, 2000; VIZZARD, 2006; DE
GROAT E YOSHIMURA, 2010). Além do NGF, os niveis de outros
fatores de crescimento, tais como o fator neurotréfico derivado do
cérebro (BNDF), o fator neurotréfico derivado da glia (GDNF) e das
neutrofinas do tipo 3 e 4 (NT3 e NT4) encontram-se aumentados apos a
lesdo medular, favorecendo a neuroplasticidade das vias que inervam a
bexiga urinaria (VIZZARD, 2006).

1.3 Células uroteliais da bexiga urinaria

Os mecanismos sensoriais da bexiga urinaria ndo se devem
somente a fibras nervosas, mas também a células uroteliais e/ou urotélio.
Por muito tempo, essas células foram consideradas apenas uma barreira
passiva da bexiga urinaria. No entanto, comprovou-se que elas
respondem a distensdo da bexiga urinaria e a diferentes estimulos
guimicos com formacéo e/ou liberacdo de diferentes transmissores, tais
como o ATP, oxido nitrico e a acetilcolina (DE GROAT, 2004;
BIRDER E DE GROAT, 2007).

As células uroteliais, desse modo, podem expressar diversos
tipos de receptores, entre eles os receptores purinérgicos P2X e P2Y, os
muscarinicos, 0os de potencial transitério (TRP) e os receptores para a
bradicinina. Os receptores B, para as cininas encontram-se
fisiologicamente no urotélio, enquanto que os receptores B, para cininas,
s80 expressos apenas apds dano tecidual ou processo inflamatério, estdo
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expressos no urotélio (BIRDER E DE GROAT, 2007; CHOPRA et al,
2005). Assim sendo, essas células podem regular direta ou
indiretamente, a atividade das fibras aferentes do reflexo de micgéo
(BIRDER E DE GROAT, 2007).

1.4 Tratamento clinico para hiperatividade da bexiga urinaria

Na clinica, existem diferentes abordagens para o controle e o
tratamento da hiperatividade da bexiga urinaria, cujo objetivo é reduzir
ou surprimir a incontinéncia por contracdo reflexa, a fim de eliminar ou
prevenir a alta pressdo intravesical e melhorar as condigdes
sintomatoldgicas para possibilitar o cateterismo intermitente.

Entre os tratamentos farmacoldgicos mais utilizados estdo os
antimuscarinicos, como por exemplo, oxibutina e tolterodina, uma vez
gue reduzem as contracGes do muasculo detrusor por meio da ativagao de
receptores muscarinicos do tipo M, e Mj. Resultados de estudos
descritos na literatura tém demonstrado que os antimuscarinicos inibem
as vias aferentes da bexiga urinaria e, consequentemente, aumentam
tanto a capacidade de armazenamento da bexiga urinaria, quanto o
intervalo entre as contraces (YAMAGUCHI, 2010; ABRAMS E
ANDERSSON, 2007; ABRAMS et al., 2006).

Outro tratamento utilizado para a hiperatividade do musculo
detrusor € a toxina botulinica. Essa toxina é a mais potente neurotoxina
natural conhecida. Ela provoca paralisia flacida do musculo esquelético ao
bloguear a liberacdo pré-sinaptica da acetilcolina da terminagdo nervosa.
Dentre os diferentes sorotipos estruturais, a toxina botulinica do tipo A é
Unica utilizada no tratamento da hiperatividade da bexiga urinéria, sendo
administrada através de injecGes diretas no musculo detrusor (LEIPPOLD
et al, 2003).

A comprovagdo da presenca dos canais ibnicos da familia de
receptores TRP, denominados TRPV1 (receptores de potencial transitério
vaniloide 1), na bexiga urinaria, possibilita a utilizacdo clinica de agonistas
desses receptores (capsaicina e resiniferotoxina) no tratamento da
hiperatividade da bexiga urindria. Ambos os farmacos dessensibilizam as
fibras aferentes C da bexiga urinaria e, consequentemente, causam
diminuicdo na distensdo vesical. Apesar de ambos o0s tratamentos
apresentarem beneficios sobre a patologia, a instilacdo intravesical de
capsaicina na bexiga urinaria esta associada a sensa¢des de queimacéo e dor
aguda visceral na regido suprapUbica. Apesar disso, a instilacdo de
resiniferotoxina ndo tem demonstrado efeitos colaterais severos. Assim
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sendo, a utilizacdo de capsaicina tem sido substituida pela resiniferotoxina
(CHENG E DE GROAT, 2004; ANDERSSON E HEDLUND, 2002; WEIN
E ROVNER, 2002).

Apesar dos tratamentos farmacol6gicos serem os mais utilizados,
ha também técnicas cirdrgicas que objetivam diminuir a resisténcia uretral
ao esvaziamento. A colocacgdo de stents uretrais, por sua vez, reduzem a
pressdo interna, facilitam o esvaziamento da bexiga urinaria e controlam a
dissinergia vesico-esfincteriana (BRUSHINI, 2003; NAMBIRAJAN ET
AL, 2005).

Embora terapias que melhoram o esvaziamento da bexiga urinaria
estejam disponiveis no contexto das disfuncbes urinarias de origem
inflamatoria, pouca atencdo tem sido dada ao desenvolvimento de agentes
que possam ser efetivos no tratamento de disfuncbes de origem
neurogénica. Um exemplo disso é a hiperatividade da bexiga urinaria
decorrente de lesdo da medula espinhal.

As cininas tém sido alvo de estudos no trato urinario inferior,
principalmente a bradicinina, uma vez que o uso do antagonista de
receptores B,, 0 Hoe 140, melhora significantemente os pardmetros
urodindmicos em estudos animais com hiperatividade da bexiga urinaria
decorrente de cistite. (MAGGI, 1997; BELICHARD et al, 1999; CHOPRA
et al, 2005). No entanto, até 0 momento ndo ha relatos de ensaios clinicos
utilizando antagonistas dos receptores cininérgicos para 0 tratamento da
hiperatividade da bexiga urinaria

Tabela 1 Farmacos antimuscarinicos utilizados na clinica para o tratamento da
hiperatividade da bexiga urinaria

Farmaco Dose recomendada
Oxibutina 2,5 —5mg/4 vezes ao dia
Atropina 0.125 mg sublingual/4 em 4
horas
Brometo de propantelina 7,5 — 60mg/4 vezes ao dia
Trospium 20mg/2 vezes ao dia
Tolterodina 1-2mg/ 2 vezes ao dia

(adaptado de ABRAHMS et al., 2006; CARTWRIGHT et al., 2008)
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1.5 Histérico das cininas

A bradicinina (BK) e o0s peptideos relacionados a ela séo
denominados cininas, as quais estdo inteiramente ligadas a eventos
fisiopatoldgicos. Entre os eventos fisiopatoldgicos associados as cininas
estdo a formacéo de edema e a ativagdo de fibras aferentes sensoriais do
tipo Ad e C que causam o aumento da permeabilidade vascular através
da liberacdo de Oxido nitrico (NO), histamina, prostaglandinas,
taquicininas e outros mediadores inflamatérios. (TAIWO E LEVINE,
1988; CALIXTO et al., 2000; MOREAU et al., 2005).

O primeiro registro relativo as cininas foi realizado por Abelous
e Bardier (1909), os quais observaram queda transitéria na pressao
sanguinea de cées, ap6s uma injecdo endovenosa de uma fracdo de urina
humana insoltvel em alcool. Entretanto, foram os trabalhos de Frey e
colaboradores (1926) que estabeleceram 0s conceitos que ainda
prevalecem sobre a acdo e o metabolismo das cininas. Esses
pesquisadores observaram que a urina humana, quando administrada por
via endovenosa em diferentes espécies de animais, causava hipotenséo.
Sendo assim, o efeito hipotensor foi atribuido & presenca de uma
substancia termolabil e ndo-dialisvel na urina. Posteriormente, Kraut e
colaboradores (1930) caracterizaram a substdncia como sendo um
horménio circulante encontrado no pancreas, sendo assim, foi chamada
de calicreina (do grego kallikreas para pancreas). Entretanto, foi
somente em 1937, que Werle e colaboradores perceberam que a
calicreina, quando incubada no plasma, liberava uma potente substancia
estimuladora do musculo liso, sendo que esta substdncia ndo era
derivada da quebra da calicreina em si, mas de uma proteina plasmatica.
Consequentemente, 0s mesmos autores concluiram que o produto
farmacologicamente ativo era a calidina, produto da agdo proteolitica da
enzima calicreina.

Foi em 1949, que Rocha e Silva e colaboradores observaram
gue a incubacdo do veneno da serpente Bothrops jararaca ou tripsina,
com a fracdo pseudoglobulina do plasma, causava a liberacdo de um
potente agente hipotensor e contracturante. Assim, 0 novo agente foi
definido como sendo um polipeptideo produzido por agdo enzimatica a
partir de proteinas plasmaticas. Essa substancia apresentava efeito
contratil lenta em relacdo a histamina ou acetilcolina, quando avaliada
em preparagdes de ileo isolado de cobaia. Baseados nestes resultados, 0s
autores denominaram a substéncia de bradicinina (BK; do grego: bradys
para lento; kinesia para movimento). Posteriormente, Werle e Maier
(1952) observaram que a BK e a calidina (Lys-BK) eram formadas em
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condicdes muito parecidas e apresentavam acgdes farmacoldgicas
semelhantes, sugerindo que ambas poderiam ser relacionadas ao mesmo
substrato. No entanto, a confirmacdo desta hipdtese aconteceu somente
alguns anos mais tarde, quando Boissonas e colaboradores (1960)
determinaram a sequéncia correta de aminoacidos que compunham a
BK e sintetizaram o nonapeptideo Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-
Arg. Com a possibilidade de produzir BK sintética, iniciaram-se 0s
primeiros estudos para a caracterizacdo das acdes farmacologicas e
fisiolGgicas deste peptideo.

Durante meados do século XX, entre as décadas de 1960 e
1970, a comunidade cientifica se concentrou em determinar os efeitos
fisiol6gicos da BK e seus analogos. Em 1964, Lewis demonstrou que ais
de s cininas eram capazes de evocar sinresposta inflamatéria, tais como:
edema, hiperemia e dor. Entretanto, somente em 1980 foi elucidado que
as acdes das cininas sdo mediadas pela ativacdo de receptores
especificos. Esses receptores foram denominados receptores B; e B..
Essa classificacdo foi proposta por Regoli e Barabé (1980) com base na
determinacdo da ordem de poténcias relativas dos seus agonistas em
diversas preparacdes de musculo liso.

1.6 Vias de sintese e degradacao das cininas

As cininas, ao contrario dos neurotransmissores classicos, ndo
sdo estocadas na sua forma ativa, mas se originam endogenamente a
partir de moléculas precursoras — 0s cininogénios. Estes, por sua vez sao
divididos em a-globulinas de alto peso molecular (120KDa), precursores
da BK, e de baixo peso molecular (66 KDa), precursores da calidina. A
distribuicdo dos cininogénios é ampla e pode ser encontrada em
diferentes tecidos, células e estruturas celulares do tecido conectivo. Ha
um terceiro tipo de cininogénio denominado T-cininogénio, o qual é
equivalente ao de alto peso molecular sendo encontrado apenas em ratos
(BHOOLA et al., 1992; MCLEAN et al., 2000).

Os cininogénios sdo clivados por proteases denominadas
calicreinas  encontradas no sangue (calicreina plasmatica) ou nas
glandulas exocrinas (calicreina tecidual). A partir do cininogénio de alto
peso molecular, a acdo da calicreina plasmatica gera BK, processo que é
exacerbado durante o processo inflamatério. Ja, a calicreina tecidual
produz calidina através do cininogénio de baixo peso molecular
(STERANKA et al., 1988).

Uma vez formadas, as cininas se difundem nas paredes dos
vasos linfaticos aos tecidos e ali sdo degradadas rapidamente por meio
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de peptidases denominadas cininases | e Il e encefalinase ou enzima
conversora de angiotensina.

1.7 Os receptores para as cininas

Conforme mencionado anteriormente, as cininas tém suas acdes
mediadas através da ativacdo de dois subtipos de receptores especificos
denominados B; e B, Estes receptores pertencem a familia de
receptores compostos por sete dominios transmembranares acoplados a
proteina G (HESS et al.,1992; MENKE et al., 1994; PESQUERO et al.,
1996). Apesar de possuirem 0s mesmos mecanismos transducionais, 0s
receptores apresentam somente 36% de homologia na sequéncia de
aminoacidos, sendo essa identidade preferencialmente evidente nas
regides transmembranares (Marceau et al., 1997). Os receptores B; e B,
estdo, geralmente, acoplados aos mesmos tipos de proteina G —a Goie a
Goq e sua ativagdo depende da estimulagdo indireta ou direta de
diferentes mecanismos de transdugdo, como, por exemplo, aumento do
calcio intracelular, do AMP ciclico e do GMP ciclico e da liberagio de
prostaglandinas(Hess et al., 2001; Prado et al., 2002). A ativacdo desses
receptores, também pode levar a estimulacdo de proteinas quinases,
como, por exemplo, as proteinas quinases ativadas por mitdgeno
(MAPKS), tirosina quinases, fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e a
esfingosina-6-quinase (Schanstra et al., 1999; Liebmann e Bohmer,
2000; LIEBMANN, 2001; GABRA et al, 2001). Outro aspecto
importante dos receptores B, para as cininas é a extraordinaria rapidez
com que eles se tornam dessensibilizados, seja por desacoplamento das
proteinas G ou pela sua internalizacdo e inativacdo. A atividade so
retorna apds periodo prolongado depois da remocdo da cinina (LEEB-
LUNDBERG et al., 2005).

A maior diferenca entre 0s receptores das cininas esta
relacionada ao padrdo de expressdo das proteinas. Os receptores B; séo
ativados pelos fragmentos des-Arg®-BK ou pela des-Arg'®-calidina e,
geralmente, sdo expressos quando ha trauma tecidual, processo
inflamatdrio, longos periodos de incubacao in vitro, infec¢des, citocinas
pré-inflamatoérias, luz ultravioleta, estresse térmico ou durante processos
inflamatdrios agudos, inclusive os da na bexiga urinaria (MAGGI, 1997;
MARCEAU E BACHVAROV, 1998; AHLUWALIA E
PERRETTI,1999; CALIXTO et al., 2000). Ja foi elucidado por meio de
diversos estudos que esse receptor pode ser induzido em diversos
tecidos, tais como: iris de porco, célon, ileo e aorta de ratos.
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(MARCEAU, 1995; MEDEIROS et al., 2004; EL SAYAH et al., 2006;
HARA, 2008).

Os receptores B,, diferentemente dos receptores B;, séo
constitutivos ao longo do sistema nervoso central e periférico e sao
responsaveis por respostas fisioldgicas, tais como: contracdo da
musculatura lisa, hipotensao, vasodilatacdo, dor e hiperalgesia — eventos
estes mediados pela BK (HALL E MORTON, 1997; DENDORFER et
al., 1999).

& @ @ @ Fhe @ @ The! @ oH Receptor By

Bradicinina (BK) IAM

Lys-BK

ch @@@@@@@@ OH g Receptor B;

des-Arg?-BK
I AM

OO —

Lys-des-Arg®-BK

Figura 4. Esquema do sistema calicreinas-cininas. Receptores B; e B, acoplados a proteina
G. CP: Carboxipeptidases N e AM (= cininases 1); PK: calicreina plasmatica; TK: calicreina
tecidual (Adaptado de MARCEAU E REGOLI, 2004)

Tantos os eventos fisiol6gicos quanto os patolégicos mediados
pela ativacdo dos receptores para as cininas foram estudados através da
utilizacdo de antagonistas seletivos. Os primeiros antagonistas seletivos
para os receptores B, surgiram na década de 1980 e tinham suas
estruturas baseadas no protétipo [D-Phe]’-BK (Vavrek e Stewart, 1985).
A segunda geracdo de antagonistas peptidicos para os receptores B,
apesar de possuirem maior seletividade e acdo mais prolongada,
apresentaram baixa atividade por via oral (CALIXTO et al., 2000),
como por exemplo o Hoe 140 (icatibante). Assim, no inicio do século
XXI, foi possivel a sintese da terceira geracdo de antagonistas
peptidérgicos para receptores B,, tais como 0 WIN64338, 0 FR173657,
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0 FR167344, 0 NPC18884 e o bradizide. Esses antagonistas sdo eficazes
em reduzir, ou até mesmo bloguear, a resposta inflamatoria induzida por
BK em diferentes modelos experimentais (HALL, 1995; MARCEAU E
BACHVAROQV, 1998; CALIXTO et al., 2000; MARCEAU E REGOLLI,
2004; CAMPOS et al., 2006).

Ja a determinacdo e a defini¢do da existéncia dos receptores B,
foram confirmadas a partir do desenvolvimento de antagonistas
seletivos, tendo como base o protétipo [Leu]®-des-Arg>-BK (REGOLI et
al., 1977; REGOLI E BARABE, 1980). Potentes antagonistas dos
receptores B; surgiram a partir das modificagdes estruturais dos
antagonistas peptidérgicos dos receptores B,, sendo eles: [des-Arg™]-
HOE140 e des-Arg>-NPC17731, R715, B9958 e antagonista misto
B1/B,, B9430 (STEWART et al., 1999; REGOLI et al., 1998; CAMPOS
et al., 2006). Posteriormente, antagonistas de natureza ndo peptidérgica,
como 0s compostos benzodiazipinico 1 (BZ-1), os compostos
dihidroguinoxalinona, o 2,3-diaminopiridina, o SSR240612, o 2-
alquilamina-5-sulfamoilbenzamida e o LF220542 foram sintetizados
(WOOD et al., 2003; GOUGAT et al., 2004; KUDUK et al., 2004;
MARCEAU E REGOLI, 2004; RITCHIE et al., 2004; CAMPOS et al.,
2006; PORRECA et al., 2006). E de fundamental importancia o estudo
com antagonistas para confirmar os papéis fisiopatoldgicos dos
receptores B, e B,,

1.8 Inducéo do receptor B;

A inducdo dos receptores B; tem sido estudada em diversas
condicdes in vitro e in vivo, podendo ser observada in vitro em tecidos
obtidos de coelhos, ratos, camundongos, suinos e também de humanos
(MARCEAU et al., 1998; ZHANG et al., 2004). O fendbmeno de indugdo
do receptor B; parece depender da sintese de novo de proteinas, uma vez
gue sua resposta funcional é blogueada em tecidos pré-tratados com
inibidores de transcricdo de RNA, translagdo ou maturacdo proteica
(CAMPOS E CALIXTO, 1994; HADDAD et al., 2000; SARDI et al.,
2000; ZHANG et al., 2004). Além disso, a adicdo de substancias pro-
inflamatdrias, como as endotoxinas bacterianas e algumas citocinas, tais
como interleucina-1p (IL-1p), IL-2, IL-8, inteferon y e o fator de necrose
tumoral o (TNF-o)) amplificam a resposta mediada pelos receptores B
(MARCEAU et al, 1998). Estudos prévios confirmam que a IL-1pB, o
fator de crescimento epidermal a, e o lipopolissacarideo (LPS)
aumentam a expressdo de receptores B; em células de musculatura
vascular de coelhos (MARCEAU et al, 1998; MEDEIROS et al, 2004).
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O controle do aumento de expressdo dos receptores B; esta
associado ao aumento do seu RNAm e de sua proteina quando héa
producdo de citocinas especificas produzidas durante o trauma ou apés o
estresse tecidual (MARCEAU et al, 1998; CALIXTO et al, 2000). Desse
modo, o aumento das respostas mediadas pela ativacdo dos receptores
B; em consequencia de estimulos imunopatol6gicos e/ou inflamatérios €
decorréncia do aumento da producdo de IL-1p (MCLEAN et al, 2000).
A IL-1P € capaz de estimular a indugdo de diversos genes, 0s quais sdo
regulados por interacGes com fatores de transcricdo. Uma vez que a IL-
1B se liga ao seu receptor, ocorre a estimulacdo de diferentes enzimas da
familia das proteinas ativadas por mitégenos (MAPKSs), como a: p38
MAPK, JNK e ERK (SAKLATVALA et al, 1999). Por sua vez, essas
proteinas estdo envolvidas na regulacdo e/ou ativacdo de diversos
fatores transcricionais que controlam os niveis de expressao de varios
genes, incluindo o gene do receptor B; (LARRIVEE et al, 1998;
LAGNEUX et al., 1998; 2001)

Endotoxinas i
Rgce'p_tol de Receptor By
° ) citocinas e o o Inflamacioe
fatores de 4 2 Dor
crescimento
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Expressio da proteina

>
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Ativacio e‘ouregulacio dosfatores de
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Estabilizacio RNAm
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Figura 5. Possiveis vias de regulagéo da expressédo do receptor B,

TLR: receptor tipo Toll; LPS: lipopolissacarideo; PLC: fosfolipase C; PI3K: fosfatidioinositol-
3 quinase; PKB: proteina quinase B; MEKK: proteina ativadora da MEK; MEK: proteina
quinase ativadora da MAPK; ERK: proteina quinase regulada por sinal extracelular; JNK:
proteina quinase c-Jun NH,-terminal (Adaptado de CALIXTO et al., 2004).
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H& estudos que comprovam que a indugdo do receptor B;
envolve a ativacdo de fatores transcripcionais, como AP-1, CREB e NF-
kB. A estimulagdo com LPS ou citocinas pro-inflamatérias induz a
fosforilagdo do inibidor enddgeno IkB e, assim, promove a ativa¢ao do
NF-xB, modulando por sua vez, a sintese de novo dos receptores B; (NI
et al., 1998; CAMPOS et al., 1999; CALIXTO et al., 2000;
FERNANDES et al, 2003; PASSOS et al, 2004).

A identificacdo da sequéncia que constitui a regido promotora
do gene do receptor B; foi muito importante para os estudos
relacionados ao controle da expressdo deste receptor in vivo e in vitro.
(CHAI et al., 1996; YANG et al, 1998; NI et al., 1998a). Além disso,
outros elementos regulatérios podem existir fora das regifes examinadas
(Marceau et al., 1998). Foi sugerido por Yang e colaboradores (1998)
que diferentes elementos regulatérios podem induzir a transcricdo do
gene do receptor B;. Estudos que utilizaram a reacdo de polimerase em
cadeia (RT-PCR) e Southern blot demonstraram a presenca de
transcritos do gene do receptor B; em diversos tecidos, tais como: colon,
Utero, ovério, tiredide, figado, entre outros (CHAI et al, 1996).

Por fim, a identificacdo do gene do receptor B; em diferentes
tecidos demonstra a capacidade para a sua indugdo nos diferentes
processos patoldgicos e, reforca a necessidade de novos estudos para
melhor caracterizar e compreender os mecanismos envolvidos na sua
regulacgéo.

1.9 Clonagem e sequenciamento

Estudos de biologia molecular e sequenciamento de genes
iniciaram na década de 1990 com a clonagem do receptor B, a partir do
DNA complementar (¢cDNA) obtido do Utero de ratas. Em seguida, este
receptor foi clonado em camundongos (MENKE et al., 1994;
PESQUERO et al., 1996). Posteriormente, esse receptor foi clonado em
humanos, apresentando uma sequéncia de 364 aminoéacidos, com 81%
de homologia com os receptores do rato e do camundongo. O gene desse
receptor possui 3 éxons separados por dois introns. O receptor B; foi
clonado em humanos e, posteriormente, em coelhos, camundongos,
ratos, cdes e macacos, apresentando uma homologia de 69% a 97% na
sequéncia de aminoacidos entre as espécies. Possui 3 éxons separados
por 2 introns e encontra-se proximo ao sitio do receptor B,, no
cromossomo 14932. (MENKE et al., 1994; MACNEIL et al., 1995;
PESQUERO et al., 1996; NI et al., 1998; HESS et al., 2001, 2002;
PRADO et al., 2002).
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Com a clonagem e sequenciamento dos receptores B; e B,
tornou-se possivel o desenvolvimento de linhagens de camundongos
com delecdo génica para esses receptores €, consequentemente, estudos
posteriores constataram que 0s receptores B, sdo importantes para o
processo de inflamacdo, hiperalgesia, contracdo e relaxamento da
musculatura lisa e na modulacdo da pressdo arterial (BORKOWSKI et
al., 1995; BOYCE et al., 1996). Por outro lado, a delecdo do receptor B,
permitiu determinar sua importancia nas respostas dolorosas e
inflamatérias  (PESQUERO et al., 2000; ARAUJO et al., 2001;
FERREIRA et al., 2005).

1.10 Participaco das cininas no trato urinério

Diversos estudos apontam o envolvimento das cininas e de seus
receptores na fisiopatologia do trato urinario, especialmente na bexiga
urinaria (MAGGI, 1997; SJUVE et al., 2000; CHOPRA et al, 2005).
Sabe-se que a ativacdo dos receptores B, em estados fisioldgicos resulta
na contratilidade do musculo detrusor, uma vez que esses receptores
estdo presentes nas fibras aferentes pélvicas e, assim, exercem um
importante papel na inervacdo excitatéria motora da bexiga urinaria
(BELICHARD et al., 1999; LECCI et al. 1995; PATRA & WESTFALL
etal., 1996; MEINI et al 2000).

Os receptores B, também parecem ser importantes na instalacédo
do quadro de cistite (MAGGI et al., 1997). Nesse contexto, foi
demonstrado que a liberagdo das cininas é capaz de sensibilizar
diretamente fibras aferentes sensorias da bexiga urinaria através da
estimulacdo dos receptores B, e, consequentemente, induzir a liberacao
de ATP e outros neurotransmissores. Essa sequéncia de eventos é
responsavel pelo desenvolvimento do processo inflamatério e as
alteragdes no tdnus da bexiga urinaria (CHOPRA et al., 2005).

Por sua vez, a expressdo dos receptores B; na bexiga urinaria
ocorre durante processos patolégicos como a cistite induzida por
ciclofosfamida (LECCI et al, 1999; BELICHARD et al, 1999). A
estimulacdo dos receptores B; in vitro por agonistas seletivos desse
receptor induz a liberacdo de mediadores que, por sua vez, atuam em
fibras aferentes, especialmente do tipo Ad, causando, por consequéncia,
a contracdo da bexiga urinaria (LECCI et al., 1999).

Considerando o envolvimento das cininas na hiperatividade da
bexiga urinaria, esse estudo se propds a pesquisar o papel exercido pelos
receptores para as cininas na hiperatividade da bexiga urinaria induzida
por lesdo medular traumatica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo geral pesquisar, através

de estudos farmacoldgicos, histoldgicos e com 0 emprego de técnicas de
biologia molecular, o envolvimento dos receptores B; e B, para as
cininas na hiperatividade da bexiga urinaria induzida pela lesdo medular
traumatica em ratos.

2.2 Objetivos especificos

>

Avaliar as alteragbes locomotoras dos animais e as alterac@es
histopatolégicas da bexiga urinaria decorrentes da leséo
medular traumatica;

Avaliar a reatividade farmacologica in vitro da bexiga urinaria
de ratos submetidos a lesdo medular traumatica para agonistas e
antagonistas dos receptores B, e By;

Analisar os niveis das citocinas pré-inflamatorias IL-1pB, IL-6 e
TNF-a na bexiga urinaria de animais controle, falso-operados e
com lesdo medular;

Determinar os niveis de RNAm através da utilizacdo de PCR
em tempo real para os receptores B; e B, na bexiga urindria, nos
neurdnios do GRD (segmentos medulares Lg-S;) € na porgcao
correspondente da medula espinhal antes e ap6s a inducéo da
lesdo medular;

Detectar o decurso temporal de expressdo dos receptores B; e
B, na bexiga urinaria de animais falso-operados ou com lesdo
medular através do ensaio de Western Blot;

Investigar a influéncia do bloqueio farmacolégico  dos
receptores B; e B, in vivo sobre o processo de miccdo de
animais falso-operados ou com lesdo medular.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Os experimentos foram realizados utilizando ratos Wistar
machos (10 semanas de idade e peso entre 270-300 @), criados no
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os
animais foram alojados em grupos de 5 animais por caixa (42 x 34 x 17
cm) e mantidos em estantes ventiladas (ALESCO®) a uma temperatura
controlada (22 + 2 ° C), umidade entre 60 — 80% e ciclo claro/escuro de
12 horas e alimentados com agua e racdo ad libitum. Os experimentos
seguiram as recomendacBes do Guia de Uso e Cuidado com Animais
Laboratoriais do National Institute of Health (NIH) dos Estados Unidos
da América (Publication No. 85-23, revisado em 1996). Todos o0s
protocolos experimentais utilizados neste estudo foram aprovados pelo
comité de ética no uso de animais da UFSC (processo numero
PP00158).

3.2 Lesdo Medular Traumatica

Para a inducdo da lesdo medular traumatica foi utilizado o
modelo experimental previamente descrito por VVanicky e colaboradores
(2001) e Andrade e colaboradores (2011). Para tal, os animais foram
anestesiados com uma mistura de quetamina e xilazina (70 e 10 mg/kg,
respectivamente, Bayer, Sdo Paulo, SP, Brasil) pela via intraperitoneal
(i.p.). Apos a anestesia, 0s animais receberam antibiético de amplo
espectro (cloridrato de oxitetraciclina, 300 mg/kg). Em seguida, foram
realizadas assepsia e tricotomia do dorso do animal, seguidas da
administracdo subcuténea de anestésico local contendo vasoconstritor
(cloridrato de lidocaina 2% + epinefrina 1:50000 - Xylestesin®) e da
incisdo de aproximadamente 3 cm na linha média dorsal em sentido
rostro-caudal. O tecido gorduroso da regido foi removido e 0s musculos
gue se inserem no nivel das vértebras toracicas 10-12 foram dissecados,
seguido pela remocdo dos processos espinhosos e fixacdo da coluna
espinhal através de um forceps.

Para expor a medula espinhal, foi realizado um pequeno orificio
(1,5 mm de diametro) no nivel da 11? vértebra toracica com o auxilio de
microscopio e broca cirlrgicos. O orificio permitiu a insercdo de um
cateter de embolectomia (Fogarty 2F, Lemaitre Catheters, Burlington,
MA, EUA), diretamente no espaco epidural do canal medular, sem
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danificar a dura mater. O cateter inserido no canal medular foi entdo
deslocado na direcdo rostral em- aproximadamente 1 cm até repousar
sobre a medula espinhal ao nivel da 102 vértebra toracica, onde 0 mesmo
foi inflado atingindo um diametro pré-calibrado de 4,5 mm e mantido
inflado até o desaparecimento dos reflexos espinhais, o que ocorre em
aproximadamente 1 min.

Apos este periodo, o cateter foi cuidadosamente removido e foi
realizada a sutura por planos (muscular e pele). Os animais falso-
operados foram submetidos ao mesmo protocolo descrito acima, porém
0 cateter ndo foi inserido no canal medular. Finalizado o procedimento
cirlrgico, os animais foram mantidos em ambiente limpo e aquecido até
a recuperagdo anestésica e observados diariamente para evitar
desconforto ou infeccdo. Como o procedimento cirdrgico acarreta
alteragdes na contratilidade/relaxamento da bexiga urinaria e do
esfincter uretral externo, a bexiga dos animais submetidos a lesdo
medular foi esvaziada, diariamente, através da compressdo manual da
regido abdominal do animal (método de Crede), até a restauragdo do
reflexo normal de miccdo (Santos-Benito e col., 2006), o qual ocorre
geralmente 20 dias ap6s a inducéo da paraplegia. Todos os cuidados pré-
e pos-operatorios seguiram o protocolo de Santos-Benito e
colaboradores (2006), as normas do MASCIS (Multicenter Animal
Spinal Cord Injury Study) e as do comité de ética local.

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais:
controle (nenhuma intervencdo cirdrgica), falso-operados (intervencao
cirdrgica; sem insercdo do cateter) e lesionados (intervencao cirurgica;
com insercéo de cateter).

3.3 Avaliacéo da Atividade Locomotora

A atividade locomotora dos animais foi avaliada através da
escala desenvolvida por Basso e colaboradores, denominada BBB
(BASSO, BEATTIE E BRESNAHAN, 1995). Esta escala varia de 0 a
21 e os principais escores sdo: 0 - nenhum movimento dos membros
inferiores; 1 - movimentos leves de uma ou duas articulacles; 4 -
movimentos leves de todas as trés articulagBes; 7 - movimento de
extensdo de todas as trés articulacBes; 10 - suporta ocasionalmente o
peso sobre as patas traseiras; 21 - atividade locomotora normal. As
defini¢cbes operacionais para cada escore encontram-se descritas no
Anexo 1. O teste foi realizado com o emprego do modelo do campo
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aberto a cada dois dias, do dia 0 ao dia 28 apds o procedimento
cirdrgico, por um periodo de 5 minutos até 0 momento da eutanésia.

3.4. Anélise histopatolégica da bexiga urinaria

A andlise histopatologica da bexiga urinéria foi realizada em
amostras de animais ndo-operados, falso-operados e lesionados nos
periodos de 2, 7, 14 e 28 dias apds o procedimento cirdrgico. Para isto,
0s animais foram anestesiados, submetidos a eutanasia e perfundidos
com solucgdo de PBS (soluc¢do salina tamponada com fosfato 0,01 M, pH
7,2 a 7,4) e paraformaldeido 4% nos periodos descritos acima. Apés a
perfusdo dos animais, as bexigas urinarias foram removidas, fixadas em
paraformaldeido 4% por 48 h e desidratadas em etanol 70% por 24 h;
ambas as etapas em temperatura ambiente. A seguir, as amostras foram
emblocadas em parafina, seccionadas (espessura de 5 um) e coradas
com hematoxilina e eosina (H&E) para posterior avaliacdo
microscopica.

3.5. Dosagem de citocinas

Os niveis teciduais de TNF-a (fator de necrose tumoral o),
IL- 1P (interleucina - 1) e IL-6 (interleucina 6) foram avaliados como
descrito anteriormente por Bento e colaboradores (2008), com algumas
modificacdes. As bexigas urinarias de animais ndo-operados, falso-
operados ou lesionados foram coletadas 2, 7, 14 ou 28 dias apds o
procedimento cirtrgico e homogeneizadas em PBS contendo Tween 20
(0,05 %), fluoreto de fenilmetilsulfonil 0,1 mM, cloreto de
benzometbnio 0,1 mM, EDTA 10 mM, e aprotinina A 2 ng/ml. O
homogenato foi centrifugado a 3,000 x g por 10 minutos a 4 °C, e 0
sobrenadante armazenado a - 70 °C até o momento da analise. Os niveis
de citocinas foram determinados utilizando- se Kits especificos de
ELISA (enzyme linked immuno sorbent assay) de acordo com as
recomendagOes do fabricante (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA).
A dosagem de proteinas existentes nas amostras foi realizada segundo o
método de Bradford.(BRADFORD, 1976). Os resultados foram
expressos por densidade éptica por miligrama de proteina (DO/mg
proteina).
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3.6 Extracdo do RNA total

Para a extracdo do RNA total (RNAt), amostras de bexiga
urindria, ganglios da raiz dorsal (GRDs) (segmentos medulares Lg-S;) €
a porcdo correspondente da medula espinhal de animais nao-operados,
falso-operados e lesionados coletadas nos periodos de 2, 7, 14 e 28 dias
apds o procedimento cirtrgico, foram rapidamente colocadas em Trizol®
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) na proporcdo de 1 ml do reagente para
cada 100 mg de tecido. Os tecidos foram homogeneizados com
triturador automatico. Ao homogenato foram adicionados 200 pl de
cloroférmio, sendo este posteriormente submetido a agitacdo e
centrifugacdo (12,000 x g, 15 minutos, 4 ° C). A fase aquosa contendo
RNAt foi transferida para um novo tubo e foram adicionados 500 ul de
alcool isopropilico. O contetdo do tubo foi misturado por inversdo e,
posteriormente mantido em repouso em temperatura ambiente durante
10 minutos. A mistura foi, entdo centrifugada (12,000 x g, 15 minutos, 4
% C), sendo o pellet resultante re-suspenso em 1 ml de etanol 75%
gelado. Apos a centrifugagdo (7,000 x g, 5 minutos, 4 ° C), o pellet
contendo RNAt foi suspendido em &gua tratada com 0,1% de
dietilpirocarbanato (DEPC), sendo a sua concentracdo e  pureza
determinadas pelo espectrofotdmetro NanoDrop 1100 (Nanodrop
Technologies, Wilmington, DE, EUA). O RNA foi aliquotado e
estocado a -70 ° C até o momento do uso. Uma vez obtido o RNA,
realizou-se o0 ensaio de transcricdo reversa seguida de reacdo em cadeia
de polimerase em tempo real (PCR em tempo real) como descrito
abaixo.

3.7 Ensaio de transcricdo reversa seguida de reacdo em cadeia de
polimerase em tempo real (PCR em tempo real)

Com o objetivo de determinar o efeito da lesdo medular sobre
0s niveis de RNAm para os receptores B; e By, foi realizada a reagdo em
cadeia da polimerase em tempo real (real-time PCR). Para a reacdo da
transcricdo reversa, foi utilizada a enzima Moloney Murine Leukemia
Virus (M-MLV) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Amostras de bexiga
urindria urindria, GRDs (segmentos medulares Lg-S;) e porcédo
correspondente da medula espinhal contendo 2 g de RNA total foram
incubadas com 1 pug de oligo dT (500 pg/ml), 1 pl de dNTPs mix (10
mM) e &gua ultra pura para um volume final de 12 pl. Para a obtencéo
do DNA complementar (DNAC), as amostras foram aquecidas a 65 ° C
por 5 minutos, resfriadas a 4 © C por 5 minutos para a adigio de 4 pl de
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tampdo de primeira fita [250 mM Tris-HCI (pH 8,3), 375 mM KCl e 15
mM MgCly), 2 pl de DTT (0,1 M)] e 1 pl de inibidor de RNase. A
mistura foi incubada a 37 © C por 50 minutos e a reacéo foi inativada a
75 ° C por 15 minutos. O DNAc foi estocado a 4 ° C até a realizacéo da
reacdo em cadeia de polimerase (PCR). A reacdo de PCR foi realizada
para promover a amplificagcdo do DNAc para B; ou B; e para j-actina.
Para tal, o DNAc foi amplificado em duplicata utilizando o kit Master
Mix TagMan® Universal PCR (Applied Biosystems, S&o Paulo, SP,
Brasil), com primers especificos para ratos, com marca¢do 3’quencher
MGB e FAM, para B; (Rn00570261_m1) ou B, (Rn01430057_m1) e
3’quencher MGB e VIC para o controle enddgeno B-actina ACTB
(Rn00667860_m1) (Applied Biosystems). A reacdo de PCR foi
realizada em uma placa de reagdo Optica de 96 pogos (Applied
Biosystems). Cada reacdo continha 1 pul de DNAc (300 ng), 5 ul de
Master Mix (2x), 0,5 ul de primer (sonda Tagman) e 3,5 pl de agua
ultrapura, em um volume final de 10 pl. As amplificacbes foram
realizadas em um termociclador (StepOne Plus; Applied Biosystems)
para 55 ciclos. Os parametros do termociclador foram os seguintes: 50
% C por2min, 95° C por 15s, e 60 ° C por 1 minuto. A fluorescéncia
foi coletada a cada ciclo de amplificacdo e os dados foram analisados
utilizando o método 2" para a quantificacdo relativa (QR). A
expressao do gene alvo foi calibrada contra condi¢Ges encontradas em
animais controle.

3.8 Expresséo protéica pelo imunoensaio molecular de Western Blot

Com o objetivo de determinar o efeito da lesdo medular sobre a
expressdo das proteinas B, e B,, foi empregada a técnica de Western
Blot. Para isso, amostras de bexiga urinaria obtidas de animais nao-
operados, falso-operados e lesionados nos periodos de 2, 7, 14 e 28 dias
apos o procedimento cirtrgico foram homogeneizadas com processador
de tecidos em tampé@o lise gelado, contendo: HEPES 10 mM (pH 7,9)
1,5 mM de MgCl, 10 mM de KCI, 0,5 mM de fenilmetilsulfonifluoreto
(PMSF), 0,5 mM de ditiotreitol (DTT), 50 mM de NaF, 2 mM de
NazgVOy, 1,5 pg/ml de inibidor de tripsina, 7 pg/ml de pepstatina A, 5
pg/ml de leupeptina e 10 pg/ml de aprotinina. O homogenato foi
centrifugado a 14,000 x g por 45 minutos e o sobrenadante, contendo a
fracdo citosélica das preparacdes, foi separado. O pellet foi re-suspenso
com o mesmo tampdo anterior, mas com adi¢do de Triton X-100 1%. O
homogenato foi centrifugado a 14,000 x g por 45 minutos, sendo o
sobrenadante coletado como a fragdo membranaria das preparagdes. A
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determinacdo da concentragdo de proteinas das amostras foi realizada
utilizando o kit Bio-Rad para determinacdo de proteinas (Bio-Rad
Protein Assay Kit) (Hercules, CA, EUA) segundo as recomendacdes do
fabricante.

Amostras de proteinas obtidas do extrato de membrana foram
misturadas com tampdo de amostra 5 vezes concentrado (Tris-HCI 150
mM, pH 6,8, contendo: B-mercaptoetanol 15%, SDS 6%, azul de
bromofenol 0,3%) e fervidas por 5 minutos. Quantidades de 50
ug/proteina foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida e
SDS (10 %). A transferéncia foi efetuada em membrana de difluoreto
de polivinilideno (PVDF) por 2 horas em tampéo Tris-base 48 mM (pH
8,4), glicina 39 mM, SDS 0,037% e metanol 20%.

Apos a transferéncia, a membrana foi bloqueada por solucédo de
leite desnatado (5%) e gelatina 1,5% e, posteriormente incubada com
um dos anticorpos para as proteinas de interesse: B; (sc 15048, 1:500)
ou B, (sc 25671, 1:500) (Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA). A
visualizacdo das proteinas foi realizada usando anticorpo secundario
especifico conjugado a peroxidase e as bandas imunoreativas foram
visualizadas usando kit de aumento de quimioluminescéncia (ECL,
Amersham Pharmacia Biotech., PA, EUA) e filme radiografico, segundo
as recomendac0es do fabricante.

3.9 Preparac0es de bexiga urinaria isolada de rato

Os animais foram submetidos a eutanasia por superdosagem de
pentobarbital de sodio (100 mg/kg, i.p.) e apds a laparotomia, a bexiga
urindria foi rapidamente removida e transferida para uma placa de Petri
contendo solucdo nutritiva de Krebs-Henseleit (composicdo mmol/l:
NaCl 119,0; KCI 4,7; MgS0O, 1,5; CaCl, 2,5; NaHCO;25,0; KHPO, 1,2
e glicose 11,0; pH 7,4). A bexiga urinaria foi seccionada
longitudinalmente em quatro partes de aproximadamente 10 mm de
comprimento, e 3 mm de largur, e das quais se removeu o tecido
conectivo e gordura aderentes, sem danificar a camada de células
uroteliais. Em seguida, cada preparacao foi transferida para uma cuba de
vidro contendo 5 ml de solucéo de Krebs-Henseleit, aquecida a 37 °C e
aerada com uma mistura de 95% de O, e 5% de CO,, onde foi suspensa
através de dois fios de algoddo, um em cada extremidade do tecido,
sendo que um dos fios foi conectado a um transdutor de forca (TRI-201-
Letica Scientific Instruments, Barcelona, Espanha). A preparacdo foi
submetida a uma tensdo basal de 1g e as mudancas de tensdo isométrica
foram registradas em poligrafo (TRI-201-Letica Scientific Instruments).
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3.10 Avaliacdo da resposta contratil da bexiga urinaria isolada a
agonistas de receptores B; e B, para as cininas

Apb6s o periodo de estabilizacdo das preparagdes por 60
minutos, durante o qual a solucdo de Krebs-Henseleit foi renovada a
cada 15 minutos, as preparacfes de bexiga de animais ndo-operados,
falso-operados e lesionados coletadas nos periodos de 2, 7, 14 e 28 dias
ap6s o procedimento cirirgico foram expostas a concentragfes
crescentes e cumulativas de des-Arg®-BK (0,001 - 10 uM), um agonista
do receptor B; ou BK (0,001 - 10 uM), um agonista seletivo de receptor
B,.

Em outro grupo experimental, apds o periodo de estabilizagdo,
as preparacOes de bexiga urindria de animais ndo-operados, falso-
operados ou lesionados, coletadas 28 dias apds o procedimento
cirargico, foram incubadas com captopril (3uM) e em seguida incubadas
durante 20 min com o antagonista seletivo de receptores B;, a des-Arg’-
[Leu®]-BK (30 uM) ou com antagonista seletivo de receptores B,, 0 Hoe
140 (30 nM). Apos este periodo, as preparacBes foram expostas a
concentragbes crescentes e cumulativas de des-Arg®-BK (0,001 - 10
KUM) ou a BK (0,001 - 10 uM), respectivamente.

As respostas contrateis obtidas em todos 0s experimentos foram
expressas como g de tens&o.

3.11 Avaliagdo in vivo dos pardmetros urodindmicos através da
anélise cistométrica

Para obtencdo dos dados funcionais relativos a participacdo dos
receptores B; e B, para as cininas na hiperatividade da bexiga urinaria
apos a lesdo medular, foi avaliado o processo de mic¢do de animais
falso-operados ou lesionados através da analise de parametros
urodindmicos pela técnica de cistometria. O protocolo experimental foi
realizado no 28° dia apds o procedimento cirurgico, periodo este em que
se observou um restabelecimento parcial do processo miccional.

Para tal, os animais foram anestesiados com uretano (0,9 g/kg
para animais lesionados e 1,2 g/kg para animais falso-operados) e,
entdo, a bexiga urinaria foi exposta através de uma pequena incisao
realizada no abdémen do animal. Em seguida, foi realizado um pequeno
corte em seu corpo, 0 qual permitiu a inser¢do de um cateter de
polietileno (PE-60; Clay Adams, Parsippany, NJ, EUA) na luz do 6rgéo.
O cateter intravesical, foi conectado por meio de uma torneira de trés
vias a um transdutor de pressao (ADInstruments, Castle Hill, Austrélia)
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para registrar a pressdo intravesical e a uma bomba de infusdo (Insight
Equipamentos Cientificos, Sdo Paulo, SP, Brasil), para permitir a
infusdo continua de salina para o interior da bexiga urinaria. A pressdo
intravesical, foi registrada continuamente através de um sistema de
aquisicao de dados (PowerLab 8/30; ADInstruments).

Uma vez implantado o cateter no corpo da bexiga, os animais
foram mantidos aquecidos e em repouso durante 60 minutos para a
estabilizacdo da pressdo da bexiga urinéria. Apés esse periodo, iniciou-
se a infusdo continua de salina (NaCl, 37 ° C) para o interior da bexiga
urinaria dos animais, a uma taxa de 0,1 ml/minuto. Em seguida, foram
avaliados os seguintes pardmetros urodinamicos: pressdo de miccdo
(PM, pressdo intravesical méxima durante a mic¢do), pressao basal (PB,
menor pressdo intravesical entre as micgdes), pressdo limiar (PL,
pressdo intravesical imediatamente antes da micgdo), intervalo entre as
contragdes (IC), amplitude e ndmero de contragdes ndo associadas a
mic¢do (CNMs). As CNMs foram definidas como a pressdo intravesical
ritmica maior que 5 mmHg em relacdo a pressao basal sem a liberagéo
de salina da uretra, de acordo com os cirtérios estabelecidos por Ogawa
e colaboradores (2008).

O volume da solugdo salina eliminado pela uretra (VE) foi
coletado e medido. Com o intuito de determinar o volume residual (VR),
interrompeu-se a infusdo de salina no inicio de uma contracdo de mic¢do
e 0 VR foi medido através da retirada de salina do cateter intravesical e
pelo esvaziamento do contelido intravesical através de pressdo manual
sobre a bexiga urinaria. A capacidade da bexiga urinaria (CBU) foi
calculada pela soma de VE e VR. A eficiéncia de esvaziamento vesical
(EEV) foi estimada em porcentagem, através da equacdo: EE =
[(VE/CBU) x 100].

Os pardmetros urodindmicos avaliados foram calculados a partir
dos ciclos de miccdo obtidos durante 45 minutos. Inicialmente, foram
avaliados os ciclos de mic¢do de animais falso-operados e lesionados.
Posteriormente foram investigados os ciclos de miccao registrados antes
(usados como valores basais) e depois da administracdo sistémica do
antagonista de receptores B;, des-Arg’-[Leu’]-BK (300 nmol/kg,
intravenoso (i.v) caudal); do antagonista de receptores B,, Hoe 140
(100 pmol/kg, i.v., caudal); ainda do veiculo (salina, i.v., caudal) em
animais falso-operados ou lesionados.
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3.12 Analise estatistica

Os resultados sdo apresentados como a média * erro padrdo da
média (e.p.m). As porcentagens de inibicdo ou de aumento de contracdo
e/ou expressao sdo expressos como a média + erro padrdo da média
(e.p.m) das inibicdes ou dos aumentos maximos individuais obtidos em
cada experimento. A significancia estatistica entre os grupos foi avaliada
através da andlise de variancia (ANOVA de uma via) seguido do teste
post hoc de Bonferroni ou teste t de Student pareado ou ndo pareado ou
apenas pelo teste U de Mann-Whitney, conforme as caracteristicas de
cada situacdo. Os wvalores de P<0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. Todas as comparagdes estatisticas foram
efetuadas utilizando o programa estatistico GraphPad 4 (GraphPad
Software, San Diego, CA, EUA).

3.13 Drogas e reagentes

As seguintes drogas foram utilizadas: gentobarbital sodico e
uretano (Sigma, St. Louis, MO, EUA), des-Arg®-[Leu’]-BK, des-Arg®-
BK e bradicinina (Bachem, Bubendorf, Suica), cloridrato de
oxitetraciclina (Terramicina® Pfizer, Sdo Paulo, SP, Brasil), quetamina e
xilazina (Virbac, Sdo Paulo, SP, Brasil), Xylestesin® (Cristalia, Itapira,
Sdo Paulo, SP, Brasil), Hoe 140 (Aventis Pharma Deutschland,
Frankfurt Main, Alemanha). As solucdes estoque de des-Arg®-BK, Hoe
140, des-Arg®-[Leu®]-BK e bradicinina utilizadas nos experimentos in
vitro e in vivo foram preparadas em agua e salina (NaCl, 0,9%),
respectivamente, e entdo armazenados em tubos plasticos siliconizados e
mantidos a -20 °C em uma concentracéo de 10°M. O veiculo utilizado
ndo teve nenhum efeito farmacolégico tanto no ténus das preparacdes
guanto nas contragcBes induzidas por agonistas ou nos parametros
urodindmicos avaliados pela cistometria.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise da atividade locomotora dos animais ap0s a lesao
medular

Visando a reprodutibilidade do modelo experimental, no que
concerne o estabelecimento da hiperatividade da bexiga urinaria de
origem neurogénica, avaliamos inicialmente a performance locomotora
dos animais através da escala de atividade locomotora desenvolvida por
Basso e colaboradores (1995), denominada escala BBB. Conforme
ilustrado na Figura 1, os animais falso-operados apresentaram atividade
locomotora normal (escore 21) durante o periodo de avaliacdo de 28
dias. Os animais falso-operados apresentaram passadas plantares
consistentes, marcha coordenada, liberacdo dos dedos, estabilidade
consistente do tronco e cauda elevada. Por outro lado, a lesdo da medula
espinhal induziu nos animais um déficit locomotor acentuado,
caracterizado por auséncia de movimento do membro posterior no
segundo dia ap6s a cirurgia, seguido de recuperagdo funcional sutil,
sendo possivel observar somente o movimento discreto de duas
articulacdes. No dia 28 o escore BBB destes animais foi de 3,0 £ 0,3 até
o final do periodo de observacdo. Esses escores estdo em conformidade
com os obtidos por Vanicky e colaboradores (2001) e que caracterizam
uma paraplegia severa, sendo que 100 % dos animais submetidos ao
trauma desenvolveram hiperatividade da bexiga urinaria. Todos o0s
animais cujos escores ultrapassaram o valor médio de 3 foram excluidos
dos experimentos subsequentes.
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Figura 1. Avaliacdo da atividade locomotora de animais submetidos a lesdo da medula
espinhal, através da escala BBB. Triangulos fechados representam o grupo de animais falso-
operados. Circulos fechados representam o grupo de animais lesionados. Cada grupo
representa a média + e.p.m. de 6 animais. Os asteriscos indicam o nivel de significancia em
comparagéo ao grupo falso-operado. *P<0,05 (Mann-Whitney U test).

4.2 Alterac0es histopatoldgicas decorrentes da lesdo medular

Para detectar possiveis alteracfes histopatologicas da bexiga
urinaria decorrentes da lesdo medular, realizamos uma andlise
histologica qualitativa do tecido. Comparada a bexiga urinaria de
animais ndo-operados e falso-operados, a bexiga urindria de animais
lesionados apresentou  migracdo de células inflamatdrias, edema,
alteragdes vasculares, redugdo no numero de camadas de células
uroteliais. Em tecidos de animais lesionados, nos periodos de 14 e 28
dias apds a cirurgia, foi observada a presenca de formagéo de ninhos de
Von Brunn, caracterizados como proliferagdo focal da camada basal do
epitélio transicional, localizados na lamina prépria (ROSAI, 2004)
(Figura 2E e F). O dano na estratificacdo do urotélio foi severo e
generalizado no 2° dia ap6s a lesdo medular (Figura 2C). Esses
resultados mostram que a lesdo medular induziu processo inflamatorio
agudo e que ha mudancas estruturais, também, em periodos cronicos na
bexiga urinéria.
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Figura 2. Alteragdes histopatoldgicas da bexiga urinaria ap6s a lesdo medular. Anélise
histologica realizada em bexigas urinarias de animais nao-operados (painel A), falso-operados
(painel B) e lesionados 2 (painel C), 7 (painel D), 14 (painel E) e 28 dias (painel F) apés a
cirurgia. Sdo destacados dano no urotélio (seta vermelha), congestdo e dilatagcdo de vasos
sanguineos (seta preta), edema (*) e ninhos de Von Brun () (coloragio H&E: aumento de
40x, escala 100 pm).

4.3 Niveis de citocinas pro-inflamatérias IL-1p, IL-6 ¢ TNF-0. na
bexiga urinéria de ratos submetidos a lesdo medular

Com o objetivo de investigar o estabelecimento de processo
inflamatdrio no trato urinario inferior em resposta a lesdo da medula
espinhal, foram avaliados os niveis de citocinas pré-inflamatorias na
bexiga urinaria. Na figura 3 é possivel observar um aumento
significativo nos niveis de IL-1p e IL-6 (60 e 14 vezes, respectivamente)
em bexigas urindrias de animais lesionados, quando comparado as
bexigas urinarias de animais falso-operados. No entanto, este aumento
foi evidente somente no segundo dia ap6s a lesdo medular, e ndo nos
demais periodos analisados, caracterizando assim, uma resposta
inflamatdria aguda. Por outro lado, ndo houve alteragdo significativa nos
niveis de TNF-o, nas amostras de bexiga urinaria de animais lesionados,
em comparagdo aos grupos falso-operado e ndo-operado nos diferentes
periodos avaliados (Figura 3C).
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Figura 3. Niveis teciduais de citocinas pro-inflamatdrias IL-18, IL-6 e TNF-a na bexiga
urinéria ap6s lesdo medular. Quantificacdo dos niveis de IL-1pB (A), IL-6 (B) e TNF-a (C) na
bexiga urinaria de animais ndo-operados, falso-operados ou lesionados nos periodos de 2, 7, 14
e 28 dias ap0s a cirurgia. Cada grupo representa a média + e.p.m. de 4 animais. Os asteriscos
indicam o nivel de significancia em comparacéo ao grupo falso-operado. *P<0,05 (ANOVA de
uma via seguida pelo teste de Bonferroni).
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4.4 Efeito da lesdo medular sobre os niveis de RNAm para o0s
receptores B; e B

Visando avaliar a participacdo das cininas e seus receptores na
hiperatividade da bexiga urinéria ap6s a lesdo medular traumatica, foi
realizada uma andlise dos niveis de RNAm para os receptores B; e B,
para as cininas na bexiga urinaria, neurdnios do ganglio da raiz dorsal
(GRD; segmentos medulares Lg-S;) e na porgdo correspondente da
medula espinhal de animais nao-operados, falso-operados e lesionados,
coletadas 2, 7 e 14 dias apds o procedimento cirdrgico.

Na figura 4, pode-se observar um aumento significativo nos
niveis de RNAm codificador dos receptores B; no segundo e sétimo dia
apos a lesdo medular tanto na bexiga (Figura 4A, 12 e 5 vezes,
respectivamente) quanto nos neurénios do GRD (Figura 4C, 6 vezes),
guando comparado as amostras teciduais provenientes de animais falso-
operados. Ja na medula espinhal (Figura 4E), os niveis do RNAm dos os
receptores B; aumentaram no segundo e no sétimo dia apds a lesdo
medular (3 e 7 vezes, respectivamente). Em contraste, a lesdo da medula
espinhal ndo alterou os niveis de RNAm dos receptores B, houve uma
diminuicdo dos niveis de RNAm no 14 dia nos neurbnios do GRD
(Figura 4D 14%), no entanto nos demais tecidos avaliados ndo houve
alteragdes significativas quando comparados aos animais falso-operados
(Figura 4B e F).
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Figura 4. Efeito da lesdo medular sobre os niveis de RNAm para receptores B; e B, na
bexiga urinaria, ganglio da raiz dorsal e medula espinhal apés a lesdo medular. Niveis de
RNAm para receptores B, (A, C e E) e B, (B, D e F) na bexiga urinaria, ganglio da raiz dorsal
e na medula espinhal coletados 2, 7 e 14 dias apds o procedimento cirGrgico. Cada grupo
representa a média + e.p.m. de 3 animais. Os asteriscos indicam o nivel de significancia em
comparagdo ao grupo falso-operado, *P < 0,05 (test t ndo paramétrico).
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4.5 Analise da expressdo dos receptores B; e B, na bexiga urinaria
apos a leséo medular

A sequir foram investigadas as possiveis alteracbes na
expressdo protéica dos receptores B; e B, para as cininas na bexiga
urinaria de ratos submetidos a lesdo medular traumatica. Corroborando
com estudos prévios, os resultados apresentados na figura 5 mostram
expressdo constitutiva tanto de receptores B; quanto B, na bexiga
urinaria de- animais nao-operados ou falso-operados (BELICHARD et |
al, 1999; MA Q.P. et al, 2001). Apo6s a lesdo da medula espinhal, a
expressdo de receptores B; aumentou em aproximadamente 109% nas
bexigas urinarias coletadas 7 dias ap6s o procedimento cirlrgico e 59%
no 14° dia apds a lesdo medular (Figura 5A). Ndo houve alteracdo
significativa na expressdo deste receptor nos demais tempos observados.
De forma interessante, embora a lesdo medular ndo tenha induzido
alteracdo significativa nos niveis de RNAm para receptores B, a mesma
induziu aumento significativo da expressdo de receptores B, em bexigas
urinarias coletadas 14 e 28 dias ap6s a lesdo medular(aproximadamente
205% e 55%, respectivamente), quando comparadas a bexigas de
animais falso-operados (Figura 5B).
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Figura 5. Efeito da lesdo medular sobre a expressdo dos receptores B; e B, na bexiga
urinaria apos a lesdo medular. O gréafico indica a quantificacdo por densitometria Optica
(D.O.) da expressao dos receptores B; e B, (A e B, respectivamente) para as cininas na bexiga
urinaria de animais nao-operados, falso-operados e lesionados nos periodos de 2, 7 14 e 28 dias
apos o procedimento cirtrgico. Cada grupo representa a média + e.p.m. de 3 animais e 0s
valores estdo expressos em unidades arbitrarias. Os asteriscos indicam o nivel de significancia
em comparacéo ao grupo falso-operado. *P < 0,05 (ANOVA de uma via seguido do teste de
Bonferroni).
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4.6 Efeito do agonista de receptores B; sobre a reatividade da bexiga
isolada de rato ap6s a lesdo medular

Uma vez detectado aumento na expressao dos receptores B; e
B, na bexiga urinaria de animais submetidos a lesdo medular traumatica,
foi avaliada a reatividade das preparacBes de bexiga urindria aos
agonistas seletivos destes receptores. Desse modo, comparada com as
preparacdes de bexiga urinaria de animais nao-operados, a adi¢do do
agonista de receptores B;, DABK (0,0001-10 uM) em preparacdes de
bexiga de animais falso-operados, resultou em uma curva-concentracéo
resposta (CCRs) moderada quando avaliada no 2° dia ap6s o
procedimento cirlrgico e discreta nos periodos subsequentes. No
entanto, ao considerarmos as areas sob a curva (AUC), estas contracfes
ndo foram estatisticamente significantes. Por outro lado, em preparagdes
de bexiga de animais lesionados, 0 agonista de receptores B; foi capaz
de induzir resposta contrétil sustentada e significante no 2°, 14° e 28°,
mas ndo no 7° dia ap6s a lesdo medular. (Figura 6).
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Figura 6. Efeito contratil do agonista de receptores B, para as cininas, a des-Arg®-BK, na
bexiga urinaria isolada de ratos submetidos a lesdo medular. Os painéis A, B, C e D
representam as curvas concentragio-resposta cumulativas obtidas para a des-Arg®-BK (DABK,
0,001 - 10 uM) em bexiga urinaria de ratos ndo-operados, falso-operados ou lesionados 2, 7, 14
e 28 dias ap6s o procedimento cirdrgico, respectivamente, enquanto os painéis E, F, G e H
representam as respectivas areas sobre a curva (AUC) das curvas-concentracéo resposta. Os
valores sdo expressos em gramas (g) de tensdo e representados como a média + e.p.m. de 6
experimentos independentes. *P<0,05 comparado ao grupo falso-operado (ANOVA de duas
vias com post hoc Bonferroni).
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4.7 Efeito do agonista de receptores B, sobre a reatividade da bexiga
urindria isolada de rato ap6s a lesdo medular

Foram avaliados ainda as respostas contrateis induzidas pelo
agonista preferencial dos receptores B,, a bradicinina (BK), na bexiga
urinaria de animais ndo-operados, falso-operados e lesionados. A figura
6 mostra que em preparacdes de bexiga urinaria de animais falso-
operados, a adicdo de concentracBes crescentes e cumulativas de BK
(0,001-10 M) induziu respostas contrateis dependentes da
concentracdo, similares aquelas observadas em animais nao-operados,
independente do periodo apds a cirurgia. De forma interessante, a leséo
da medula espinhal resultou em potencializacdo da resposta contratil
induzida pelo agonista B, a qual foi dependente do tempo p6s-leséo.
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Figura 7. Efeito contratil do agonista do receptor B, para as cininas, a bradicinina, na
bexiga urinaria de ratos submetidos a lesdo medular. Os painéis A, B, C e D representam as
curvas concentragdo-resposta cumulativas obtidas para a bradicinina (BK, 0,001 - 10 uM) em
bexiga urinaria de ratos nao-operados, falso-operados ou lesionados 2, 7, 14 e 28 dias ap6s o
procedimento cirlrgico, respectivamente. Os painéis E, F, G e H representam as respectivas
dreas sob a curva (AUC) das curvas-concentragdo resposta dos painéis A, B, C, D e E,
respectivamente. Os valores sdo expressos em gramas (g) de tensdo e representados como a
média * e.p.m. de 6 experimentos independentes. *P<0,05 comparado ao grupo falso-operado
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4.8 Efeito dos antagonistas seletivos de receptores B; e B, sobre a
resposta contratil induzida pelos agonistas destes receptores em
bexigas urinarias de ratos submetidos a lesdo medular traumaética

No intuito de verificar a seletividade de acdo dos agonistas B; e
B,, avaliamos o efeito de antagonistas dos receptores B; e B, em
bexigas urinarias coletadas 28 dias apds o procedimento cirdrgico. A
incubacdo prévia de preparagdes coletadas 28 dias apds a lesdo com o
antagonista seletivo de receptores B;, a des-Arg’-[Leu’]-BK (30 uM)
reduziu em 28,6 + 12,5% a resposta contratil induzida por concentragdes
baixas do agonista de receptores B, Por outro lado, em concentra¢fes
mais elevadas do mesmo houve uma reversibilidade do efeito
antagonico (Figura 6A). No entanto, quando as preparacdes de bexigas
urinarias foram pré-incubadas com o antagonista seletivo de receptores
B,, Hoe 140 (30nM), houve uma reducdo de 89,9+ 2,5% na curva
concentracdo-resposta desencadeada pelo agonista de receptores B,, BK
(Figura 8B).
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Figura 8. Antagonistas de receptores B, (des-Arg®-[Leu’]-BK) e B, (Hoe 140) inibem a
resposta contratil induzida por agonistas destes receptores em preparagdes de bexiga
urinaria de ratos submetidos a lesdo medular. O painel A representa a curva concentragdo-
resposta cumulativa obtida para des-Arg®BK (0,001 - 10 uM) na auséncia ou na presenca de
des-Arg®-[Leu®]-BK (DALBK, 30 uM) e no painel B a curva concentragio-resposta cumulativa
obtida para a bradicinina (BK 0,001 - 10 uM) na auséncia ou na presenca de Hoe 140 (30 nM) .
As preparacdes de bexiga urinaria foram coletadas 28 dias ap6s a indugéo da lesdo medular. Os
valores sdo expressos em gramas (g) de tensdo e representados como a média + e.p.m de 6
experimentos independentes *P<0,05 comparado ao grupo controle (ANOVA de duas vias
seguido do teste de Bonferroni).
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4.9 Alterac6es dos parametros urodinamicos apds lesdo medular

Por fim, foram avaliados as modificacbes nos parametros
urodinamicos decorrentes da lesdo da medula espinhal no 28° dia apds o
procedimento cirdrgico, pois nesse periodo os animais com lesdo
medular ja apresentam alguma recuperacdo parcial do processo de
mic¢do. Foram avaliados também os efeitos de antagonistas de
receptores B; e B, sobre estas alteragdes. Primeiramente, é importante
salientar que ndo houve diferenca entre os registros cistométricos de
animais ndo-operados ou falso-operados. Por outro lado, os registros
cistométricos feitos no 28° dia ap6s a lesdo da medula espinhal
apresentaram  diversas alteracGes urodindmicas em comparacdo aos
registros de animais falso-operados. Essas alteracBes foram: maior
nimero de contracBes ndo associadas a miccdo (CNMs) (10,0 + 2,6),
reducdo do intervalo entre as contragdes (IC) (49,0 £ 7,1%), do volume
eliminado (VE) (18,9 + 1,5%) e da eficiéncia de esvaziamento vesical
(EEV) (2,4 £ 0,3%), aumento na pressao limiar (PL) (212,7 + 30,6%) e
capacidade da bexiga urinaria (CBU) (655,2 + 72,4%) (Tabela 1). No
entanto, ndo houve alteracdo significativa na pressdo basal (PL) e na
amplitude de pressdo de miccdo (PM) entre 0s grupos experimentais
(Tabela 1; Figura 9A, B).



46

Tabela 2. Alteragdes dos parametros urodinamicos ap6s lesdo medular. Os resultados s&o
expressos como a média + e.p.m de 6 animais. *P<0,05 comparado com o grupo falso-operado

(Teste t de Student ndo-pareado).

Parametros urodindmicos

Amplitude de CNMs (mmHg)

Ndmero de CNMs

Pressao basal (mmHg)

Presséo limiar (mmHg)

Pressdo maximo de esvaziamento (mmHg)
Intervalo entre as contraces (min)
Volume de esvaziamento (ml)

Capacidade da bexiga (ml)

Eficiéncia de Esvaziamento (%)

Falso-operado

8,2+53
05+0,3
72+33
8324
28,7+6,1
14+£0.2
0,2+0,02
0,4+ 0,076
63,7+10,9

Lesionado

226+19*
10,0+ 2,6*
15727
17,7 £ 2,5*
30,4+57
0,6+0,1*
0,04 +0,003*
2,6+ 0,3*
15+0,2*
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Figura 9. Registros cistométricos tipicos de ratos falso-operados ou lesionados obtidos no
28° dia apds o procedimento cirdrgico. Em A, registro tipico dos parametros urodinamicos de
animal falso-operado e em B registro tipico mostrando altera¢des dos pardmetros urodindmicos
no animal com lesdo da medula espinhal. As setas indicam a pressdo basal (PB; seta verde),
presséo limiar (PL; seta azul) e intervalo entre as contracdes (IC; seta marrom).

De forma importante, o tratamento sisttémico dos animais
lesionados com o antagonista dos receptores B, a des-Arg’-[Leu’]-BK
(DALBK, 300 nmol/kg, i.v.) aumentou o intervalo entre as CNMs,
reduziu seu numero em 550 + 190% em comparag
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do aos valores basais. J& a amplitude das CNMs ndo foi modificada
significativamente pelo tratamento com DALBK (300 nmol/kg i.v)
(Tabela 2 e Figura 9). De forma similar, a administracdo do antagonista
dos receptores B,, Hoe 140 (100pumol/Kkg, i.v.) retardou o aparecimento
das CNMs, reduziu significativamente o nimero (59,0 + 5,8%) e
também a amplitude das CNMs (21,0 = 9,2%) (Tabela 2 e Figura 10).
No entanto, os demais parametros urodinamicos avaliados, quais sejam
PB, PL, PM, VE, CBU, EEV e IC ndo foram restabelecidos pelo
tratamento sistémico com antagonistas do receptor B; ou do receptor B,
(Tabela 2).
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Figura 10. Efeito do tratamento sistdmico com des-Arg®’-[Leu®]-BK (DALBK, 300 nmol/kg
i.v.) ou veiculo (salina) sobre as contracdes nédo associadas a miccdo (CNMs). O gréfico A
representa 0 nimero, enquanto o B representa a amplitude das CNMs antes e ap6s o tratamento
dos animais no 28° dia ap6s a inducéo da lesdo medular com veiculo ou DALBK. Os painéis a
direita mostram os registros cistométricos tipicos relativos aos graficos A e B, antes (C) e ap6s
(D) a administracdo de DALBK, respectivamente. As setas vermelhas representando as CNMs
e as setas pretas a amplitude dessas contragdes. Os resultados séo expressos como a média e o
e.p.m de 8 animais. *P<0,05 comparado ao grupo veiculo (Teste t de Student pareado).
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Figura 10. Efeito do tratamento sistémico com o antagonista de receptores B,, Hoe 140 (100
pumol/kg i.v.) ou veiculo (salina) sobre as contragdes ndo associadas a micgdo (CNMs). O
gréfico A representa o nimero, enquanto o B representa a amplitude das CNMs antes e ap6s o
tratamento dos animais no 28° dia apds a inducéo de lesdo medular com veiculo ou Hoe 140. O
painel a direita mostra os registros cistométricos tipicos representativos dos graficos A e B
antes (C) e ap6s (D) a administragdo de Hoe 140. Sendo as setas vermelhas representando as
CNMs e as setas pretas a amplitude dessas contracdes. Os resultados sdo expressos como a
média + e.p.m. de 8 animais. *P<0,05 comparado ao grupo veiculo (Teste t de Student
pareado).
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Tabela 3. Efeito do tratamento sistémico com Hoe 140 (100 pmol/kg), des-Arg®-[Leu®]-BK
(300 nmol/kg) ou veiculo (salina) sobre os parametros urodindmicos avaliados 28 dias apds
a les@o medular. Os resultados sdo expressos como a média e o e.p.m de 6-8 animais. *P<0,05

comparado com o grupo tratado com veiculo (Teste t de Student ndo-pareado).
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5 DISCUSSAO

A lesdo medular traumatica, afeta cerca de 2.5 milhGes de
pessoas mundialmente e causa grande impacto tanto na qualidade
guanto na expectativa de vida das pessoas, representando também um
desafio socioeconémico (THURET, 2006). Frequentemente interrompe
o fluxo de impulsos supra e intraespinhais decorrentes da lesdo medular
causa danos severos ao trato urinario inferior. Consequentemente, 0s
individuos com lesdo medular desenvolvem hiperatividade da bexiga
urinaria, perda do controle voluntario da miccdo e dissinergia
vesicoesfincteriana. O tratamento clinico da hiperatividade urinéria,
atualmente, restringe-se a utilizacdo de farmacos antimuscarinicos,
agonistas dos receptores adrenérgicos B3 e/ou intervencdo cirdrgica. No
entanto, essas intervencdes ndo sdo totalmente eficazes na reducdo dos
sintomas desta patologia.

Utilizando um modelo experimental de lesdo medular
traumatica em ratos o presente estudo mostrou alteragbes moleculares e
funcionais da bexiga urinaria associadas a condicdo e, de forma inédita,
0 envolvimento dos receptores B; e B, para as cininas na patogénese da
hiperatividade da bexiga urindriar. As cininas representam um grupo de
peptideos enddgenos que agem localmente e sdo produzidos no plasma
ou em tecidos periféricos em resposta a estimulos fisiolégicos ou
traumaticos. Esses peptideos exercem multiplas agdes fisiologicas em
diferentes tecidos, tais como contracdo e relaxamento da musculatura
lisa e controle da pressdo sanguinea nos processos inflamatorios e na
dor (MARCEAU E REGOLLI, 2004).

As acdes exercidas pelas cininas sdo mediadas pela ativagdo dos
receptores B; e B,. Os receptores do tipo B, sdo expressos
constitutivamente em Vvéarios tipos celulares e estdo amplamente
distribuidos no SNC e no SNP. Os receptores do tipo B; ndo sdo
constitutivos e necessitam de inducdo por mediadores inflamatorios ou
estimulos externos estressores (MARCEAU E BACHVAROV, 1998;
MARCEAU E REGOLI, 2004). Estudos prévios tém demonstrado o
envolvimento da bradicinina na fisiologia da bexiga urinaria sadia ou em
disfuncgdes de origem inflamatdria, tais como cistite (LECCI et al., 1995;
MAGGI et al., 1993; CHOPRA et al., 2005). Por outro lado, a
participacdo da bradicinina na hiperatividade da bexiga urinaria
decorrente de trauma medular, ou seja, aquela de origem neurogénica, é
uma area pouco estudada pela comunidade cientifica, provavelmente
devido a grande dificuldade em padronizar o modelo experimental, uma
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vez que o estabelecimento dessa patologia é dependente da intensidade
da lesdo. Desse modo, o modelo de hiperatividade da bexiga urinaria
induzido por trauma da medula espinhal utilizado neste estudo estd
relacionado a uma lesdo traumética de intensidade severa. Tal fato foi
confirmado pela avaliacdo da atividade locomotora através da escala
BBB cujo escore ndo ultrapassou o valor trés durante os 28 dias de
observagdo que se seguiram a cirurgia. Ao longo deste periodo,
observou-se que 0s animais com trauma medular apresentavam perda da
funcdo motora nos membros posteriores, recuperando apenas
parcialmente os movimentos e finalizando o periodo de observacdo com
escore 3, 0 qual é caracterizado por movimento extenso de duas
articulagoes.

Concomitante as alteragdes locomotoras, a analise histoldgica
da bexiga urinaria permitiu visualizar as alteragdes fisiopatologicas que
acometem a bexiga urinaria apds a lesdo medular. Foi detectada a
presenga de um processo inflamatério nos primeiros dias apds a leséo
medular,caracterizado por edema, infiltracdo de neutrdfilos e
estratificacdo do urotélio. J& nos periodos mais tardios, observou-se a
formacdo de ninhos de Von Brunn na bexiga urinéria. Estas estruturas
originadas da proliferacdo focal da camada basal do epitélio transicional,
levando a formacdo de aglomerados celulares que se transformam em
nodulos sdlidos localizados na lamina prépria e que estdo presentes em
processos patoldgicos cronicos da bexiga urinaria (ROSAI, 2004).

Apodaca e colaboradores (2003) demonstraram alteragcdes nas
fungdes e na morfologia do urotélio nos primeiros dias apds a lesdo
medular traumatica tais como regides de rompimento urotelial e
aumento da permeabilidade a uréia e a dgua. No entanto, diferentemente
do nosso estudo, os autores observaram um retorno a normalidade das
fungdes do urotélio em, aproximadamente, quatro semanas apés a lesdo
medular traumatica, 0 que se deve provavelmente aos diferentes
modelos experimentais utilizados em cada estudo.

Além das alteracBes uroteliais, foram também observadas
alteracdes no musculo detrusor, apesar da reducdo do esforco mecanico
sobre a bexiga urinaria proporcionado pelo esvaziamento manual diario
do 6rgdo durante todo o periodo analisado. Dados ainda ndo publicados
pelo nosso grupo de pesquisa mostram hipertrofia da bexiga urinaria
decorrente do alargamento e alongamento dos feixes musculares do
musculo detrusor, da formag&do de edema e do aumento da quantidade de
elastina e colageno decorrente do processo inflamatério (ANDRADE et
al, 2011).
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O mausculo detrusor hipertréfico apresenta alteragdes tanto na
resposta contratil quanto na funcionalidade de receptores. As
modificacBes nas células do mdsculo detrusor e na parede da bexiga
urinaria, que incluem degeneragdo das células musculares e nervosas,
resultam em alteragdes nas acdes das fibras aferentes. Como
consequéncia, ocorre uma mudanca morfolégica do 6&rgdo e,
possivelmente, alteracdes também nas vias eferentes (SJUVE et al, 2000
apud MALMAGREN et al, 1987; SJUVE et al 2000, apud EKSTROM
et al, 1986; SJUVE et al, 2000 apud ELBADAWI, 1993, GABELLA et
al, 1984). Em conjunto, esses resultados sugerem a indugdo de um
processo inflamat6ério agudo associado com mudancas estruturais
cronicas na bexiga urinaria decorrentes da lesdo medular traumatica.

No presente estudo, observamos ainda a presencga de sangue na
urina dos animais lesionados nos primeiros dias ap6s 0 procedimento
cirirgico indicativo de cistite hemorragica. O quadro de cistite
provavelmente se deve ao rompimento do urotélio e dos vasos
sanguineos gerados pela distensdo da bexiga urinaria, levando a
infiltracdo de urina para tecidos subjacentes. E importante ressaltar que
¢ comum pacientes com lesdo medular traumatica desenvolverem
alteragdes no urotélio por ulceracdes na bexiga urinaria e, também,
infeccBes bacterianas advindas de cistites (APODACA et al, 2003;
HERRERA et al, 2010).

Corroborando os achados histopatoldgicos, nossos resultados
demonstram ainda niveis elevados das citocinas pro-inflamatérias I1L-18
e IL-6 na bexiga urinaria, nos primeiros dias ap0s a lesdo medular, ainda
na fase aguda que segue o trauma. De fato, ap0s a lesdo tecidual, células
inflamatdrias como macroéfagos, mastocitos, neutrofilos e plaguetas
expressam e liberam uma grande variedade de mediadores e proteinas,
sendo que as citocinas pro- inflamatorias sdo transitoriamente
produzidas (GRUTKOSKI et al., 1999). Atuando através da associa¢do
com receptores especificos, as citocinas compdem um grupo de
proteinas presentes em diversas células e sdo responséveis por iniciar a
complexa resposta inflamatéria, por promover aumento da
permeabilidade vascular e infiltracdo leucocitaria. As citocinas pro-
inflamatdrias IL-1pB, IL-6 e o fator de necrose tumoral o (TNF-0) sdo os
responsaveis pelo inicio desta resposta inflamatdria aguda (SOMMER E
KRESS, 2004; BRENNAN E McINNES, 2008).

A bexiga urinéria de animais lesionados apresenta, além de
mudangas estruturais, alteragGes funcionais relacionadas & resposta a
estimulos exdgenos. Nossos resultados mostram uma resposta contratil
proeminente de preparacbes de bexiga urinéria de animais lesionados
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expostas ao agonista de receptor B; (des-Arg®-BK). Curiosamente, a
des-Arg>-BK induziu efeito contratil na bexiga urinéria de animais
falso-operados no segundo dia apds o procedimento cirdrgico, sugerindo
gue nos primeiros dias apds o procedimento o estresse cirlrgico poderia
levar a inducdo do receptor B;. Ja nos demais periodos avaliados (7, 14
e 28 dias) a resposta contratil da bexiga urinaria de animais falso-
operados ao agonista B; ndo diferiu dos resultados observados nos
animais controle. Diferentemente das bexigas urinarias dos animais
falso-operados, as de animais com lesdo medular. Apresentaram
respostas contrateis & des-Arg’-BK dependentes da concentracdo em
todos os periodos analisados, embora a magnitude dessas respostas
contréateis fosse mais discreta em periodos mais tardios ao trauma. Essa
diminuicdo da resposta contrétil pode estar correlacionada a resolucéo
do processo inflamatério. Especialmente em vista que coincide com o
decurso temporal dos niveis de citocinas e os dados histolégicos. Por
outro lado, o surgimento da resposta ao agonista B; coincide com a
presenca de um processo inflamat6rio nos primeiros dias apés o trauma,
0 que se enquadra bem no tipo de com o tipo de condicdo que promove
a expressao do receptor Bj.

Diversos estudos demonstram que 0S receptores para
bradicinina podem ter suas acGes potencializadas pelas citocinas pro-
inflamatoérias. Estimulos mediados por citocinas pré-inflamatorias
induzem a fosforilagdo do inibidor enddgeno IkB e, assim, promovem a
ativagdo do fator de transcri¢do nuclear kB (NF-kB) que é responsavel
pela transcricdo de varios genes, como aqueles que realizam a
transcricdo de citocinas, quimiocinas, moléculas de adesdo e fatores de
crescimento tanto em estados fisiol6gicos quanto patol6gicos, tendo
papel fundamental na indugdo e na sintese de novo do receptor B; (NI et
al., 1998; MEDEIROS et al., 2004; PASSOS et al., 2004).

Campos e colaboradores (1999) demonstraram que apesar das
diversas vias de sinalizacdo responséaveis pela indugdo dos receptores
B;, a indugdo pela IL-1p ¢ muito rapida. Ademais, a inducdo do
receptor B; envolve a ativacdo da PKC, a qual esta relacionada ao
aumento da resposta do receptor B; em diferentes preparacfes isoladas
de tecidos ( MEDEIROS et al, 2001; UENO et al, 2002).

Ja a citocina pré-inflamatoria IL-6 exerce seus efeitos através da
ativacdo da via de sinalizacdo JAK/STATS3 dos receptores de citocinas
(Heinrich et al., 2003). Estudos recentes demonstraram que IL- 6 ativa
PI3K/Akt (Ohbayashi et al., 2007) e NF- kB (LEE et al., 2007), um
processo que pode ocorrer de forma concomitante ou independente da
via de sinalizacdo JAK/STAT3. Em relacéo ao envolvimento da IL- 6
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nos mecanismos inflamatorios, ela é essencial na amplificacdo da fase
aguda da inflamacdo. A IL-6 estimula a producdo de proteinas da fase
aguda da inflamacdo, especialmente Proteina C Reativa, um dos
principais marcadores da resposta inflamatéria (GABAY, 1995).
Ademais, a IL-6 contribui na transi¢do para a fase cronica da inflamacao
pelo acimulo de células mononucleares no local da lesdo (FONSECA et
al., 2009).

Apesar da ocorréncia de um aumento significativo nos niveis
de IL-1B e IL-6 na bexiga urinaria de ratos com lesdo medular, ndo ha
quaisquer alterages nos niveis de TNF-a nos periodos avaliados neste
trabalho. Sabe-se que esta citocina possui um aumento significativo de
sua produgdo em poucas horas ap6s o dano tecidual e, considerando a
avaliacdo por esse trabalho em periodos referentes a dias, independente
do nimero de dias, ndo foi possivel verificar modificagdes nos niveis de
TNF- a na bexiga urindria de animais apos a lesdo medular, uma vez
gue o primeiro periodo avaliado no trabalho foi de 2 dias.

Através da técnica de Western blot, demonstramos aumento na
expressao do receptor B; na bexiga urinaria de animais com lesdo
medular no 7° dia ap6s o procedimento cirdrgico. Esse aumento poderia
ser explicado pela elevagdo prévia das citocinas prd-inflamatérias que,
por sua vez, atuariam regulando a translocacdo do NF-kB. De fato,
estudos anteriores demonstraram que 0 aumento da expressdo dos
receptores B; pode ser induzido por IL-1f através da ativa¢ao de NF-kB
(SCHANSTRA et al., 1998).

A reacdo em cadeia de polimerase em tempo real (PCR real
time) apresentou uma elevagdo dos niveis de RNAm dos receptores B,
na bexiga urindria de animais com lesdo medular nos primeiros dias
ap6s o procedimento cirargico. Chopra e colaboradores (2005)
demonstraram que h& aumento dos niveis de RNAmM dos receptores B;
tanto no masculo detrusor quanto no urotélio de animais com cistite.
Nesse sentido, nossos resultados também demonstram um aumento nos
niveis de RNAm dos receptores B; no ganglio da raiz dorsal (Lg-S;) e
nos segmentos correspondentes da medula espinhal nos dias 2 e 7 apds a
lesdo medular, respectivamente. Estudos demonstram ainda que ha
niveis constitutivos de RNAmM para os receptores B; tanto na bexiga
urinaria quanto na medula espinhal (BELICHARD et al, 1999; MA Q.P.
et al, 2001). Alinham-se a esses achados, uma vez que ha niveis de
RNAm do receptor B; tanto na bexiga urindria quanto na medula
espinhal de animais controle, falso-operados e lesionados. Dessa forma,
nossos achados, em conjunto com dados da literatura, permitem sugerir
uma possivel regulagdo da expressdo do receptor B; mediado pelas
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citocinas proé-inflamatorias, que permite induzir aumento da contracao
da bexiga urinaria durante o processo inflamatorio observado nos
primeiros dias apos a lesdo medular.

Este estudo também examinou, em ensaios in vitro, a resposta
contréatil da bexiga urinaria de animais lesionados a agonista do receptor
B,, a bradicinina. Estudos prévios tém demonstrado o envolvimento
fisiopatoldgico da bradicinina na bexiga urinaria (LECCI et al, 1995;
MAGGI, 1997; SJUVE et al, 2000). Os resultados do presente estudo
mostraram  aumento significativo da resposta contratil da bexiga
urinaria em animais lesionados ao agonista B, em relagdo ao grupo
falso-operado em todos os periodos avaliados, com aumento mais
pronunciado nos periodos mais tardios apds o trauma medular.
Interessantemente, apesar dos niveis de expressdao do receptor B, em
bexigas urinarias de animais com lesdo medular estarem
significativamente aumentados no 14° e 28 ° dia apds o procedimento
cirdrgico, esse aumento ndo parece decorrer de elevagdo na taxa de
transcricdo de  RNAm dos receptores B,, uma vez que ndo houve
alteragdes nos niveis de RNAm para esse receptor na bexiga urinaria de
animais com lesdo medular em quaisquer dos periodos avaliados. Estes
dados nos permitem sugerir que 0s niveis constitutivos de RNAm do
receptor B, parecem ser suficientes para a sintese de novo de receptores
B, na bexiga urinaria de animais com lesdo medular traumatica.
Alternativamente, é possivel que a lesdo medular possa ter reduzido taxa
de renovagdo desses receptores no tecido. Assim sendo, a resposta
contratil exacerbada da bexiga urindria ao agonista B, parece nao
decorrer do aumento da expressao de RNAm para os receptores B,, mas
sim de mecanismos adicionais tais como sensibilizacdo dos receptores
e/ou sua exposicdo na membrana celular apés dano e inflamagéo
tecidual. A expressdo aumentada dos receptores B; e B,, na bexiga
urinaria de animais com lesdo medular, poderia contribuir para o
desenvolvimento de hiperatividade da bexiga urinaria se ocorresse em
terminacOes de fibras aferentes e/ou em células uroteliais do drgéo.
Estudos recentes demonstram a expressdo de receptores da bradicinina
no urotélio, em terminacdes de fibras aferentes e no masculo detrusor da
bexiga urinéria (BIRDER, 2005; CHOPRA et al, 2005;).

Dando continuidade aos estudos in vitro, nos ativemos a
seletividade de acdo dos agonistas dos receptores B; e B, em
preparagdes de bexiga urinaria coletadas 28 dias apds o trauma medular
pré-incubadas com o antagonista do receptor By, des-Arg®-[Leu’] - BK
(DALBK) ou o antagonista do receptor B,, o Icatibante (Hoe 140). O
Hoe 140 é um potente antagonista seletivo do receptor B, que possui
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acdo antiinflamatéria (LEMBECK et al, 1991; HOCK et al, 1991) e foi
capaz de reduzir o extravasamento protéico e a hiperatividade da bexiga
urinaria em modelos experimentais de cistite (GIULIANI et al., 1993;
MAGGI et al., 1993; AHLUWALIA et al., 1994; GRIESBACHER,
1997). Por outro lado, o antagonista seletivo do receptor B;, DALBK,
apresenta cinética de acdo tdo rapida quanto a sua reversibilidade e tem
demonstrado ter boa afinidade pelo seu alvo em bexiga urinaria de
coelhos (HALL, 1997; REGOLI et al, 1998). Assim sendo, nossos
resultados demonstram que a incubacdo prévia de preparacGes de bexiga
urinaria de animais lesionados com Hoe 140 (30 nM) aboliu a resposta
contratil induzida pela adi¢do cumulativa de concentragdes crescentes de
bradicinina, sugerindo que a exacerbacdo da resposta contrétil da bexiga
urinaria apds a lesdo medular decorre da ativacdo direta de receptores
B,. No entanto, a concentracdo do antagonista seletivo de receptores B,
ndo foi suficiente para bloguear a resposta contratil desencadeada por
concentragdes crescentes de des-Arg>-BK. Isto provavelmente se deve
ao perfil do antagonista utilizado neste estudo, ou seja, um antagonista
competitivo reversivel, passivel de ser deslocado do seu sitio de ligacdo
quando diante de altas concentracdes do agonista, des-Arg®-BK.

Por fim, visando uma proximidade a condicdo clinica,
avaliamos se receptores B; e B, contribuem as alteracdes urodinamicas
resultantes do trauma medular. Segundo Takahara e colaboradores
(2007), nos primeiros dias ap6s a lesdo medular a bexiga urinaria torna-
se arreflexa e que a partir do quinto dia comegam a surgir as contra¢fes
ndo-associadas & micgdo (CNMs). De fato, a andlise dos registros
cistométricos obtidos da bexiga urinaria de animais lesionados, 28 dias
ap6s o procedimento cirdrgico, mostrou aumento significativo no
nimero de CNMs durante a fase de enchimento do érgdo. Ademais, e
em conformidade com os dados de Takahara e colaboradores (2007),
nossos achados também mostraram que os animais avaliados no 28° dia
apos o trauma medular, apresentaram aumento no volume de urina
eliminado sem, no entanto, alterar o volume residual. Observamos ainda
reducdo do intervalo entre as CNMs da bexiga urinaria de animais
lesionados em comparacdo aos animais controle e falso-operados,
indicando que, nesta condicdo, a bexiga urindria contrai
exageradamente. Essa contracdo exacerbada da bexiga urinaria poderia
facilitar a miccdo e, consequentemente, favorecer um quadro de
incontinéncia urindria. Contudo devido a contracdo simultanea do
esfincter uretral externo (dissinergia vesicoesfincteriana) isso nao
ocorre. Esse fendmeno é evidenciado através das alteracOes
urodinamicas representadas pela reducéo do volume eliminado, aumento
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no volume residual e a diminuicdo drastica da eficiéncia no
esvaziamento vesical, provocando consequentemente o aumento da
pressdo basal e da pressdo limiar. O desenvolvimento da dissinergia
vesicoesfincteriana decorrente da lesdo medular traumatica poderia ser
explicado, em parte, pela transmissdo de impulsos pelas fibras aferentes
do tipo C, da bexiga urinaria para a medula espinhal sacral intacta,
situada abaixo do sitio da lesdo traumatica, onde as mesmas estimula
neurbnios motores parassimpaticos que controlam o esfincter uretral
externo, através de novas conexdes sinapticas estabelecidas apos a lesao
medular (KARSENTY et al., 2005).

A hiperatividade da bexiga urinaria decorrente da lesdo medular
traumatica tem sido tratada, majoritariamente, com farmacos
antimuscarinicos. No entanto, como Kim e colaboradores (2005)
demonstraram em um modelo de cistite, apesar desta classe de
medicamentos melhorar pardmetros urodinamicos, tais como diminuicdo
do intervalo entre as contragbes, aumento da capacidade de
armazenamento da bexiga urinaria e da pressdo limiar do 6rgdo, eles
promovem  também diversos efeitos colaterais indesejaveis aos
pacientes, tais como boca seca, visao alterada entre outros (ABRAMS E
ANDERSSON, 2007; ABRAMS et al., 2006).

Visando avaliar a capacidade dos receptores B; e B, em
modular as alteragBes urodindmicas consequentes ao trauma medular,
nosso estudo avaliou o efeito da administracdo sistémica de antagonistas
dos receptores B; (DALBK) ou B, (Hoe 140) em animais falso-operados
ou lesionados 28 dias apds o procedimento cirtrgico, sendo que o Hoe
140 reduziu tanto a amplitude (21%) quanto o nimero de CNMs (59%).
Por outro lado, a administracdo de DALBK reduziu somente o nimero
de CNMs (54%). A diferenca da eficdcia dos tratamentos poderia ser
explicada, em parte, pela distribuicdo tecidual dos receptores para
bradicinina e pela extensdo da area atingida, ou seja, a administracdo
sisttmica de Hoe 140 poderia estar atuando preferencialmente no
musculo detrusor, produzindo alteracfes motoras na regulagdo do
reflexo de miccéo.

Conforme demonstrado por Chopra e colaboradores (2005), o
RNAmM para o receptor B, estd presente tanto no musculo detrusor
quanto no urotélio, enquanto o RNAm para o receptor B; estd presente
apenas no urotélio em periodos ainda menores do que aqueles avaliados
neste estudo. Estes dados permitem sugerir que, enquanto os receptores
B, estdo atuando majoritariamente no masculo detrusor e no urotélio, o
antagonista do receptor B; DALBK parece alterar principalmente o
tonus muscular do detrusor através da regulagdo da liberacdo de
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mediadores presentes nas células uroteliais, como foi descrito em um
modelo de cistite por Chopra e colaboradores (2005).

Por outro lado, apesar do tratamento com o antagonista dos
receptores B; ou B, terem reduzido o nimero de CNMs, ndo houve
melhora na eficiéncia de esvaziamento, o qual é um pardmetro
urodindmico fortemente associado a lesdo medular. Desse modo, sugere-
se que 0 bloqueio dos receptores cininérgicos é inefetivo em reverter,
adequadamente, a dissinergia vesicoesfincteriana presente apos a lesao
medular, embora possa atenuar a sensibilizacdo de vias neurais
envolvidas no desencadeamento e manutengdo da hiperatividade da
bexiga urinaria.

Desse modo, apesar do sistema calicreina-cininas estar sendo
estudado desde o inicio do século XX, pesquisas relacionadas a esses
peptideos sdo ainda de grande interesse, pois as cininas exercem fungdes
fundamentais em processos fisiopatoldgicos. Trabalhos recentes tém
descrito a expressdo dos receptores B; e B, na bexiga urindria em
processos patoldgicos. Por outro lado, at¢ o momento, ndo existem
trabalhos que propdem investigar o papel das cininas na hiperatividade
da bexiga urinaria induzida por lesdo medular. Em resumo, nosso estudo
apresenta evidéncias da expressdo constitutiva de ambos os receptores
cininérgicos B; e B, na bexiga urinaria e sugere que a bradicinina possa
estar envolvida na fungdo fisiologica do 6rgdo. Ademais, 0 aumento da
expressdo dos receptores B; e B, para as cininas ap6s a lesdo medular
parece contribuir para as alteracdes nas vias reflexas da bexiga urinaria
observadas na hiperatividade do 6rgdo apés a lesdo medular traumatica.
Sendo assim, a utilizacdo de antagonistas dos receptores B; e B, foi
capaz de reduzir a exacerbacdo da resposta contratil observada in vitro e
as contracdes de ndo miccdo observadas in vivo. A utilizacdo de
antagonistas de receptores B; e B, para as cininas poderia constituir uma
nova alternativa terapéutica para o tratamento da hiperatividade da
bexiga urinaria apos lesdo medular traumatica.
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6. ESQUEMA FINAL
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Figura 11. Mecanismos propostos para a participacdo dos receptores B; e B;na
hiperatividade da bexiga urinaria decorrente da lesdo medular. A lesdo medular interompe o
controle motor do esfincter uretral externo, induzindo dissinergia vésico-esfincteriana. Desta
forma, a obstrugéo funcional do esfincter uretral externo causa retengéo urinaria e prejuizo no
esvaziamento vesical. A distenséo excessiva da bexiga urinaria pelo grande volume residual de
urina induz hipertrofia do 6rgédo, resultando em aumento na producdo de citocinas pro-
inflamatérias IL-1f e IL-6, bem como na expressdo dos receptores B; e B, em células uroteliais
e fibras aferentes que inervam a bexiga urinéria. A expressdo do receptor B1 também esta
aumentada na medula espinhal e nos neurdnios do GRD indicando uma possivel participacéo
deste receptor nas alterac6es dos reflexos centrais do processo de micgéo apos a lesdo medular.
Ocorrendo um transporte retrogrado pelas vias aferentes até os corpos celulares dos neurénios
do GRD, onde promovem entre outras agfes, aumento na sintese protéica, em especial no
contexto deste estudo, de receptores B;. O aumento da expressdo dos receptores B; e B, na
bexiga urinria, assim contribuem para o desenvolvimento e manutencéo da hiperatividade da
bexiga urindria. GRD: géanglio da raiz dorsal; GPM: géanglio pélvico maior; EUE: esfincter
uretral externo;
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8 ANEXO A

Escala de atividade locomotora BBB
(BASSO et al., 1995)

Movimento do Membro Posicio
: vimento . Pisada ] ¢
Postasior Movimento da Pata : Predominmte da
Dianteira N
Liberacho Pata

Posigia do
Tronco

Joelho | Tornozelo
Comate
Inicial

Elevagio Cauda

Abdome Apoio da Para

Sem | Com
Suporte | Suporte
de Peso | de Peso

Para Cimnn
televada)

Paralelo tE Para
Baixo
(abasada)

Central

Rato: Data /[ / 200 Dias Pds- Pontuagio Esquerdo: Direito
Operatorio

Movimento +  Pisada Dorsal = 4 passos da pata 0 Nunca (0%) T Rotagao Interna
posterior
o Nenhum *  Liberagdo < 30% 0 Ocasional (= E Retagiio Externa
50%)
5 Suave **  Dedos Armastando > 4 passos da pata F  Fregicate (31- [P Panalelo
(discreta) posterior 94%)
E Extense € Consistente (95-
100%)
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Pontuacdo Defini¢Ges operacionais de categorias e atributos

0
1

2

~w

10

11

12

13

14

Nenhum movimento observavel do membro posterior.
Movimento discreto (<50% da amplitude) de uma ou das
duas articulages, geralmente, do quadril e/ou joelho.
Movimento extenso (>50% da amplitude) de uma
articulagdo ou movimento extenso de uma articulagdo e
discreto de uma outra.

Movimento extenso de duas articulagdes.

Movimento discreto de todas as trés articulagbes do
membro posterior.

Movimento discreto de duas articulagdes e extenso da
terceira.

Movimento extenso de duas articulagdes e discreto da
terceira.

Movimento extenso das trés articulagdes do membro
posterior.

Pedalada (movimento ritmico do membro posterior) sem
suporte de peso ou apoio plantar da pata sem suporte de
peso.

Apoio plantar da pata com suporte de peso somente em
fase de apoio (i.e., quando estdtico) ou passada dorsal
ocasional (0 — 50% do tempo), freqiente (50 — 94% do
tempo) ou consistente (95 — 100% do tempo) com suporte
de peso e nenhuma passada plantar.

Passo plantar com suporte de peso ocasional e nenhuma
coordenacdo dos membros anterior e posterior.

Passo plantar com suporte de peso frequiente a consistente
e nenhuma coordenacéo dos membros anterior e posterior.
Passo plantar com suporte de peso frequiente a consistente
e coordenacdo ocasional dos membros anterior e
posterior.

Passo plantar com suporte de peso frequiente a consistente
e coordenacdo freqliente dos membros anterior e
posterior.

Passo plantar com suporte de peso consistente,
coordenacdo consistente dos membros anterior e posterior
e posicdo predominante da pata rodada (interna ou
externamente) durante a locomogdo, no instante do
contato inicial com a superficie bem como antes de liberar
os dedos no final da fase de apoio ou passada plantar




76

15

16

17

18

19

20

frequiente, coordenacgédo consistente dos membros anterior
e posterior e passada dorsal ocasional.

Passada plantar consistente e coordenagédo consistente dos
membros anterior e posterior e nenhuma liberacdo dos
dedos ou liberacdo ocasional durante o movimento do
membro para frente, posicdo predominante da pata
paralela ao corpo no instante do contato inicial.

Passada plantar consistente e coordenacdo dos membros
anterior e posterior durante a marcha e a liberagdo dos
dedos ocorre frequentemente durante o movimento do
membro para a frente, a posi¢do predominante da pata €
paralela ao corpo no instante do contato inicial e rodada
no instante da liberacéo.

Passada plantar consistente e coordenacdo dos membros
anterior e posterior durante a marcha e a liberagdo dos
dedos ocorre frequentemente durante o movimento do
membro para a frente, a posicdo predominante da pata €
paralela ao corpo no instante do contato inicial e da
liberagdo dos dedos.

Passada plantar consistente e coordenagdo dos membros
anterior e posterior durante a marcha e a liberagdo dos
dedos ocorre consistentemente durante 0 movimento do
membro para a frente, a posicdo é paralela ao corpo no
instante do contato inicial e rodada na liberacdo dos
dedos.

Passada plantar consistente e coordenacdo dos membros
anterior e posterior durante a marcha e a liberacdo dos
dedos ocorre consistentemente durante o movimento do
membro para a frente, a posicdo predominante da pata é
paralela ao corpo no instante do contato inicial e da
liberagdo dos dedos e apresenta a cauda para baixo parte
do tempo ou por todo o tempo.

Passada plantar consistente e coordenacdo dos membros
anterior e posterior durante a marcha e a liberagdo dos
dedos ocorre consistentemente durante 0 movimento do
membro para a frente, a posicdo predominante da pata é
paralela ao corpo no instante do contato inicial e da
liberagdo dos dedos e apresenta a cauda consistentemente
elevada e instabilidade do tronco.
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21

Passada plantar consistente e marcha coordenada,
liberacdo consistente dos dedos, a posicdo predominante
da pata é paralela ao corpo durante toda a fase de apoio,
estabilidade  consistente do tronco, a cauda
consistentemente elevada.

Discreta

Extensa

Pedalada

DEFINICOES

Movimento parcial da articulacéo,
inferior & metade da amplitude de
movimento da articulacao.
Movimento parcial da articulagéo,
superior a metade da amplitude de
movimento da articulacéo.
Movimento ritmico do membro
posterior no qual suas trés
articulagfes estdo estendidas, em
seguida completamente
flexionadas e novamente
estendidas, o animal geralmente
inclina-se lateralmente, a
superficie plantar da pata pode ou
nao tocar o solo, nenhum suporte
de peso corpdreo é evidente por
toda a pata posterior.

Sem suporte de peso Nenhuma contragdo dos muasculos

extensores do membro posterior
durante pisada plantar da pata ou
nenhuma elevacao da coxa.

Com suporte de peso Contracdo dos musculos

extensores do membro posterior
durante a pisada plantar da pata
ou nenhuma elevagdo da coxa.

Passada plantar A pata estd em contato plantar

com suporte de peso, em seguida
ocorre 0 movimento do membro
para frente até ser restabelecido o
contato plantar com suporte de
peso.
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Passada dorsal

Coordenacdo dos membros
anterior e posterior
Ocasional

Frequente

Consistente

Instabilidade do tronco

O peso é suportado pela
superficie dorsal da pata em
qualquer ponto do ciclo do passo.
Para todo o passo do membro
anterior ocorre um passo do
membro posterior e 0s membros
posteriores se alternam.

Menos do que ou igual a metade
das vezes, < ou igual a 50%.
Mais do que a metade, mas ndo
sempre, 51 — 94%.

Quase sempre ou sempre, 95 —
100%.

Lateralizagdo do peso que causa
oscilacdo de um lado a outro ou
colapso parcial do tronco




