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RESUMO
SASAHARA, T. H. C. Efeitos da obstrucao parcial da uretra na musculatura da bexiga
urinaria de coelhos: estudo morfométrico e estereologico. [Effects of the partial urethral
obstruction on the rabbit’s urinary bladder’s musculature: a stereological and morphometric

study]. 2006. 57 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias)- Faculdade de Medicina Veterindria e
Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2006.

Os efeitos da obstrucdo uretral parcial na musculatura da bexiga urinaria de coelhos foram
investigadas usando as ferramentas estereoldgicas. Foram utilizadas 12 fémeas de coelhos da
raca Norfolk, com trés meses de idade e peso corporal variando de 2,5-3,0 kg. O
procedimento cirargico consistiu de celiotomia mediana retro-umbilical para exposi¢do da
bexiga urinaria. A parede dorsal da uretra foi divulsionada de sua intima associagdo com o
utero e vagina, o suficiente para a passagem de fio nylon 2-0. Um pino de Steinmann (3 mm
de diametro) foi interposto temporariamente entre a uretra ¢ o fio para determinar
indiretamente o grau de obstrugdo uretral. Apds trés, sete e doze semanas os animais foram
ortotanasiados e comparados com o grupo de animais controle (ndo obstruidos). Os
fragmentos da bexiga foram preparados para microscopia de luz. Cortes seriados foram
realizados para o estudo morfométrico e estereologico. Os trés eixos: cranio-caudal (CC),
dorso-ventral (DV) e latero-lateral (LL) aumentaram em todos os grupos analisados: controle,
3, 7 e 12 semanas. Os valores para CC foram estatisticamente similares para 3, 7 e 12
semanas. O mesmo foi observado no eixo DV. Os valores para o eixo LL foram similares para
os grupos de 7 e 12 semanas. O estudo morfométrico baseou-se em determinar o tamanho da
fibra (area seccional) e comprimento da fibra muscular. Nos animais do grupo de 3, 7 e 12
semanas foi observado um aumento de 4,63x, 4,32x e 7,10x no tamanho celular e um
decréscimo de 2,55x, 1,94x e 4,04x no comprimento da fibra muscular quando comparados ao

grupo controle. O estudo estereoldgico baseou-se em estimar o volume referéncia (Vref), a



densidade numérica (Nv), o nimero total de fibras musculares (N), a densidade de volume
(Vv) e o volume da fibra muscular (Vn). O Vref apresentou um aumento de 11,07x, 7,98x e
31,7x quando comparado com o grupo controle. A densidade numérica (Nv) aumentou 0,06x
e 0,05x para os grupos de 3 e 7 semanas, respectivamente, em relagdo ao grupo controle. O
grupo de 12 semanas, no entanto, apresentou um decréscimo de 0,01x em comparagdo com o
grupo controle. Os grupos de 3, 7 e 12 semanas apresentaram, respectivamente, um aumento
de 0,81x, 12,56x e 38,43x em numero total de células. A densidade de volume (Vv) para os
grupos de 3, 7 e 12 semanas apresentou um aumento de 0,97x, 0,56x e 0,86x em relagdo ao
grupo controle. E finalmente, o volume médio da fibra muscular apresentou um aumento de
0,62x, 0,81x e 0,82x, respectivamente para os animais de 3, 7 e 12 semanas. Os dois
mecanismos: hipertrofia e hiperplasia ocorrem na bexiga urinaria de coelhos, porém nao
sabemos a seqiiéncia exata em que aparecem.

Palavras-chave: Bexiga. Células musculares lisas. Obstrucao uretral. Estereologia. Coelho.



ABSTRACT
SASAHARA, T. H. C. Effects of the partial urethral obstruction on the rabbit’s urinary
bladder’s musculature: a stereological and morphometric study. [Efeitos da obstrug¢ao
parcial da uretra na musculatura da bexiga urindria de coelhos: estudo morfométrico e

estereoldgico]. 2006. 57 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias)- Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2006.

The effects of partial urethral obstruction on rabbit’s urinary bladder musculature were
investigated using stereological designed methods. A total of 12 female Norfolk rabbits
weighing from 2.5 to 3 kg were used. A retro-umbilical celiotomy was made to expose the
urinary bladder. The urethra’s dorsal wall was isolated from its association with the uterus. A
3mm-Steinmann-pin was positioned on the urethra to produce a standard degree of
obstruction and a ligature was tied up around it, using a 2-0 nylon silk. Three, seven and
twelve weeks after the surgery procedures the rabbits were euthanised. Bladder fragments
were prepared for light microscopy. Serial sections were performed to morphometric and
stereological study. In relation to the bladder axis: cranio-caudal (CC), dorso-ventral (DV)
and latero-lateral (LL) increased in all groups analysed: control, 3, 7 and 12 week-obstructed
animals. Values for CC were statistically similar for 3, 7 and 12-week-obstructed groups. The
same was observed for DV axis. The LL axis showed values statistically similar for 7 and 12-
week-obstructed groups. The morphometric study was based on the muscle fibre size
(sectional area) and the muscle fibre length. In 3, 7 and 12-week-obstructed animals, it was
observed a 4.63, 4.32 and 7.10-fold cell size increase and a 2.55, 1.94 and 4.04-fold decrease
in length, respectively, when compared to control group. As for the stereological study. Vref
presented a 11.07, 7.98 and 31.7-fold increase when compared to control subjects. Numerical
density (Nv) increased by 0.06 and 0.05 in 3 and 7-week-obstructed groups, respectively, in

relation to control group. Twelve week-obstructed group. Presented however a 0.01x-decrease



compared to control animals. Three, seven and twelve-week-obstructed groups presented,
respectively, 0.81, 12.56 and 38.43-fold increase in total number of cells (N). Volume density
presented a 0.97, 0.56 and 0.86-fold increase in 3, 7 and 12-week-obstructed groups,
respectively. And finally, mean muscle cell volume (Vn) presented a 0.62, 0.81 and 0.82-fold
in 3, 7 and 12-week obstructed groups, respectively. Both mechanisms: hypertrophy and
hyperplasia happened to occur on rabbit’s urinary bladder, thought we do not know the exact

sequence in which they appear altogether.

Key words: Bladder. Smooth muscle cells. Urethral Obstruction. Stereology. Rabbit.
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Introducao

1 INTRODUCAO

Distarbios morfo-funcionais da bexiga urindria t€ém despertado o interesse de
urologistas que procuram correlaciond-los com as doengas que acometem o aparelho
urogenital de mamiferos. Portanto, muitos estudos tém avaliado o rapido remodelamento da
parede da bexiga, incluindo a sua hipertrofia, neovascularizagdo, reorganizacdo da sua
musculatura lisa e do tecido conjuntivo, bem como a plasticidade da inervagdo vesical
extrinseca e intrinseca apds a obstrugdo parcial da uretra (CHICHESTER et al., 2001;
GABELLA; UVELIUS, 1993; GABELLA; UVELIUS, 1994, UVELIUS; MATTIASSON,
1984; SCHRODER et al., 2001).

Essa obstrucdo pode ser resultante, por exemplo, da hipertrofia e da hiperplasia
benigna da prostata, muito comum no homem e nos caes senis, € que conseqlientemente
promove reten¢do urindria, distensdo da bexiga e hipertrofia da sua musculatura (COFFEY;
WALSH, 1990, KRAWIEC, 1989, OURAD et al., 2003; SPIGT et al., 2004). O tumor de
prostata, em animais € em humanos e a doeng¢a do trato urindrio inferior dos felinos também
sdo exemplos de doencas associadas a reducdo do lumen uretral (COLOMBEL et al., 1997,
HOUSTON et al., 2003, O’ LEARY, 2003, REZNICEK, 2000, SWINNEY, 1998).

Diante do ntimero expressivo de causas da obstrugdo uretral, muitos pesquisadores
vém promovendo a sua obstrucdo experimental para avaliar as alteragdes decorrentes na
musculatura da bexiga urindria.

Neste contexto, Gabella e Uvelius (1993) demonstraram que a hipertrofia da
musculatura da bexiga de ratos ¢ acompanhada pelo aumento do tamanho (volume) dos

neurdnios do ganglio pélvico, que € responsavel pela inervagdo extrinseca da bexiga urinaria.
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Introducao

Coelhos tém sido muito utilizados como modelo experimental para avaliar as
disfungdes obstrutivas da bexiga, devido as semelhangas deste 6rgdo com a bexiga urinaria
humana (KATO et al.,1990; LEVIN et al., 1994; LIEB et al., 2000). Como no homem, o
esvaziamento da bexiga urinaria de coelhos ocorre durante a fase sustentada da resposta do
orgdo a contracdo bifasica. A curva cistométrica também ¢ similiar & humana na forma
(SCHRODER et al., 2001). A importancia da utilizacdo de modelos experimentais baseia-se
na possibilidade de produzir a obstrugdo parcial da uretra, entender os mecanismos envolvidos
na resposta da bexiga urinaria e aplicar estes conhecimentos no tratamento clinico e cirargico
de animais e de humanos acometidos por processos obstrutivos uretrais similares.

O estudo do comportamento da sua musculatura vesical, sob o aspecto quantitativo
(morfométrico e estereoldgico) sera util para estabelecer comparacdes entre as diferentes
espécies com a possibilidade de se obter resultados que poderdo oferecer suporte para estudos
urodinamicos e de alteracdo da motilidade vesical decorrentes de processos obstrutivos com a
expectativa de gerar conhecimento basico para seu tratamento clinico e/ou clinico-cirargico.
Assim, foram estudados os efeitos da obstrugdo parcial da uretra (ap6s periodos distintos) na
musculatura da bexiga urinaria de coelhos. Desta forma, os seguintes aspectos foram
investigados para avaliar a hipertrofia e a hiperplasia da musculatura lisa: tamanho celular
(area seccional), comprimento médio da fibra muscular, volume total da musculatura na
bexiga urindria, densidade numérica de fibras musculares, numero total de fibras musculares,

densidade de volume das fibras musculares e volume médio da fibra muscular.
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Revisio da literatura

2 REVISAO DA LITERATURA

A presente revisdo da literatura sera dividida em: bexiga e epitélio urinario,
conseqiiéncias da obstrug¢do parcial uretral na bexiga urindria, hipertrofia e hiperplasia da

musculatura da bexiga urindria e proliferagao celular.

2.1 BEXIGA URINARIA E UROTELIO

A bexiga ¢ um o6rgdo oco constituido por musculo liso, por uma mucosa e revestido
externamente por serosa peritoneal e por uma fascia. A parede muscular ¢ constituida por
cé¢lulas musculares lisas, formando o musculo detrusor. A parede da bexiga consiste de trés
camadas frouxamente dispostas de musculo liso: longitudinal interna, circular externa e
longitudinal mais externa.

O epitélio urinario ou urotélio é encontrado apenas dentro das vias de condugdo do
sistema urinario. O epitélio ¢ estratificado. As células da lamina basal sdo compactas e
cubicas ou cilindricas, as da camada intermediaria sao poligonais e as células superficiais sao

cilindricas altas com grandes nticleos redondos (BURKITT, 1993; ANDERSSON, 2003)

2.2 CONSEQUENCIAS DA OBSTRUCAO PARCIAL URETRAL NA BEXIGA

URINARIA
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Revisio da literatura

Estudos experimentais foram conduzidos em diferentes espécies para avaliar os efeitos
da obstrugdo parcial da uretra na bexiga urinaria. Um aumento significativo no peso da bexiga
de coelhos foi observado apds a obstrug¢ao parcial da uretra. O peso médio da bexiga de um
animal do grupo controle foi de 2.39 + 0,15g. Apds duas semanas de obstrucdo, o peso médio
da bexiga foi de 7.96+ 0,90 g. Em ratos, o peso aumentou cerca de sete a dez vezes em um
periodo de seis a oito semanas pds-obstrugdo parcial.

A obstrugao parcial também resultou na elevagdo dos niveis de prostaglandina tanto
na musculatura lisa quanto na mucosa da bexiga urinaria de coelhos. Nas bexigas de ratos,
notou-se uma decrescente habilidade em produzir pressdo para pequenos volumes, indicando
um dramatico remodelamento da musculatura lisa vesical. Durante este processo, os
neurdnios do ganglio pélvico também sofreram hipertrofia. Os neurdnios menores tornaram-
s€ menos numerosos, enquanto os maiores, tornaram-se mais numerosos quando comparado
com o mesmo ganglio de animais controle (GABELLA et al., 1992, MATTIASSON;
UVELIUS, 1982, MASICK et al., 2001).

O fluxo sanguineo diminui significativamente em bexigas de coelhos e suinos apds um
periodo de duas a quatro semanas de obstrugdo uretral parcial, causando uma reducdo na
contratilidade e no metabolismo do musculo detrusor. Esta redugdo, porém, nao foi observada
na mucosa. A mucosa requer uma maior vascularizacdo do que o musculo. Estudos in vitro
mostraram que a mucosa possuia uma sensibilidade maior a isquemia do que o musculo liso.
Microvasos foram vistos na regido de transi¢do entre o musculo liso detrusor e a serosa. Apos
duas semanas toda a serosa estava vascularizada. Neste periodo, verificou-se também que a
concentragdo de fosfato de alta energia do musculo detrusor estava normal bem como as

fungdes mitocondriais e do reticulo sarcoplasmatico (CHICHESTER et al., 2001,
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GREENLAND et al., 1997, LIN et al., 1995; SCHRODER et al., 2001; TONG-LONG LIN et
al., 1998).

O aumento da sintese de prostaglandina foi verificado no cdo (GILMORE; VANE,
1971), no rato (JEREMY et al., 1984), no homem (JEREMY et al.,, 1987) e no coelho
(MASICK et al., 2001). A prostaglandina esta relacionada ao funcionamento normal e as
alteracdes de varios orgdos, incluindo a bexiga urinaria. Estd também envolvida na
homeostase hemodinamica visceral.

Mauroy (1997) verificou em humanos com hiperplasia benigna de prostata, que o
musculo detrusor teve a sua capacidade de complacéncia reduzida apds a compressdo da
uretra, indicando um inadequado balango entre a contratilidade vesical e a resisténcia uretral.
Esta compressdo ocorreu devido a hiperplasia da prostata. O aumento do lobo mediano da
prostata também pode causar irritagdo do trigono vesical, dificultando a eliminagdo da urina.

A hiperplasia benigna de prostata (HBP) também foi estudada por Yokota et al.
(2004). A HBP produz mudangas nos padrdes urodinamicos e esta freqiientemente associada
ao aumento da pressdo do musculo detrusor durante a eliminagdo da urina e a baixa taxa de
sua eliminagdo. Para estudar este fendomeno, a hipertrofia da préstata foi induzida em caes da
raca Beagle pelo uso dos hormonios 5-alfa-dihidrotestosterona (DHT) e 17-beta-estradiol (E).
O estudo mostrou que houve obstrucdo, caracterizada pelo aumento da pressdao do musculo

detrusor de 33.3 £10.5 para 50.8 £ 10.7 cm H,O e pela diminui¢do do fluxo de urina de 8.6

2.1 para 6.9 + 0.9 mL/seg.

2.3 HIPERTROFIA E HIPERPLASIA DA MUSCULATURA DA BEXIGA URINARIA
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O efeito da idade na fungdo e estrutura da bexiga de coelhos apds obstrugdo uretral
parcial foi verificado por Agartan et al. (2005). Dois grupos foram avaliados: oito jovens (7
semanas de idade) e oito idosos (2 anos de idade). Quatro animais de cada grupo foram
submetidos a cirurgia. A resposta a contratilidade foi similar entre jovens e idosos do grupo
controle. No grupo operado, a resposta a contratilidade também foi similar entre jovens e
idosos, porém foi menor quando comparada ao grupo controle. Tanto os coelhos jovens
quanto os idosos operados apresentaram hipertrofia da musculatura lisa, os idosos, no entanto,
apresentaram um aumento na espessura da serosa. Nos jovens notou-se uma significativa
inflamacao, hemorragia e expansao da lamina prépria.

O coelho ainda foi utilizado para avaliar o remodelamento da musculatura lisa apds
obstrucao uretral parcial. Foi demonstrado um aumento na musculatura da bexiga de cerca de
trés a cinco vezes em comparagdo as bexigas controle. A area seccional total da bexiga vazia
foi de 77mm? na bexiga normal e de 141 mm? na bexiga descompensada. A area seccional das
cé¢lulas musculares também foi mensurada. Nas bexigas descompensadas, a area média foi de
145.7 um? + 13.4 e nas bexigas controles, a area média foi de 55.1 um? £ 6.4. O
remodelamento da musculatura ndo é homogéneo por toda a extensdo da bexiga, indicando
que este orgdo possui diferencas regionais para propriedades mecanicas e farmacoldgicas
(SCHRODER et al., 2002; ZHANG et al., 2004).

O aumento no peso da bexiga urinaria de ratos estd associado a hiperplasia ¢ a
hipertrofia da musculatura lisa, porém estes dois processos ocorrem em momentos diferentes
durante o periodo obstrutivo da uretra. A hiperplasia celular € mais evidente na fase inicial e ¢
induzida pela liberag¢do de fatores de crescimento, tais como o TGF-f. Na fase mais tardia da
obstrucdo, cerca de 20 semanas, a hipertrofia passa a ser responsavel pelo aumento no peso da

bexiga (HANAI et al., 2002).
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2.4 PROLIFERACAO CELULAR

A proliferagdo celular tem sido investigada em diversos trabalhos com enfoque no
ciclo de divisdo celular. A proliferagdo celular e a atividade apoptotica podem ser
investigadas pelo uso dos marcadores de proliferacdo celular, que identificam as diferentes
fases do ciclo celular. A fase M pode ser identificada em preparagdes convencionais de
seccoes histologicas e revelam o indice mitotico (a propor¢do do total de células ou nucleos
que apresentam figuras mitéticas). Outra fase que pode ser identificada ¢ a fase S, na qual a
sintese de DNA ou outra atividade associada a proteinas ¢ marcada pela trimetidina tritiada ou
pelo bromodeoxiuridina (BrdU). Estes marcadores revelam o indice da fase S (a propor¢do do
total de células ou nucleos que estdo na fase S). Outros marcadores estdo disponiveis,
incluindo a familia do anticorpo Ki67 e antigenos nucleares associados a proliferacdo, PCNA.
Estes anticorpos identificam todo o ciclo celular e sdo utilizados como marcadores que
revelam o indice relacionado ao fator de crescimento (a propor¢do de todas as células ou
nucleos que estdo em ciclo celular). As fases mitoticas e o indice de apoptose podem ser
marcados morfoldgica e imunocitoquimicamente (MAYHEW et al., 2003).

Foi demonstrado, em células musculares lisas da aorta de ratos machos, que existe
associagdo entre a progressao do ciclo celular e a expressao de genes envolvidos na ativagao
celular. Numerosas doencas envolvendo proliferacdo celular estdo também associadas com
mudangas fenotipicas, porém existem poucas evidéncias de que o fenotipo celular e a resposta
celular a estimulos externos sdo modificados durante a passagem pelas diferentes fases do
ciclo celular. Uma combina¢do de imunocitoquimica e citometria de fluxo foi utilizada para
documentar que o TNFa foi inibido durante a fase G1 e S, mas ndo durante a fase GO ou

G2/M (BRAUN-DULLAEUS et al., 2004).
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Em cobaias machos submetidas a obstru¢do parcial da uretra, observou-se que a
sintese de DNA e mitose ocorreram nos animais obstruidos, indicando hiperplasia muscular.
Apds remover o anel, o peso do musculo detrusor e o conteido de DNA voltaram aos niveis

basais dos animais controle (KARIM et al., 1992).
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo foram descritos os materiais ¢ os métodos para a obtencdo dos

resultados.

3.1 ANIMAIS

Foram utilizadas 12 fémeas de coclhos da raca Norfolk, com trés meses de idade ¢
peso corporal variando de 2,5-3 Kg, provenientes do Biotério Central da Universidade
Estadual Paulista - UNESP (Campus de Botucatu — SP). Os animais foram distribuidos em
quatro grupos: controle, 3 semanas de obstrucdo, 7 semanas de obstrugdo e 12 semanas de
obstruc¢do, sendo 3 animais por grupo.

Os procedimentos cirurgicos foram realizados no Centro de Cirurgia Experimental da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - FMVZ-UNESP (Campus de Botucatu). O
procedimento pré-anestésico (sedacdo) foi feito com a utilizagdo de acepromazina 0.2%
(0,25mg/kg/IV) (Univet) e butorfanol (0,25mg/kg/IV) (Fort Dodge). A anestesia foi
conduzida com a associagdo tiletamina e zolazepam (5mg/kg/IV) (Fort Dodge). Para
manuten¢do da anestesia foram utilizados os mesmos anestésicos, porém a dose foi a metade

da dose inicial (2,5mg/kg/IV).
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3.2 METODOS

Os métodos foram divididos em: procedimento operatdrio, procedimento histoldgico,

estudo morfométrico, estudo estereoldgico e analise estatistica.

3.2.1 Procedimento operatorio

Uma celiotomia mediana retro-umbilical foi realizada para exposi¢ao da bexiga urinaria.
A parede dorsal da uretra foi divulsionada de sua intima associacdo com o utero, apenas o
suficiente para a passagem de fio nylon 2-0. Um pino de Steinmann de 3 mm de didmetro foi
interposto temporariamente entre a uretra ¢ o fio para determinar indiretamente o grau de
obstrucdo uretral parcial. A bexiga foi reposicionada na cavidade pélvica e uma celiorrafia de
rotina foi feita utilizando-se sutura simples continua e fio nylon 2-0.

Para a antibioticoterapia pds-operatodria utilizou-se a enrofloxacina 2,5 % (5mg/kg/SC)
(Schering-Plough) por quatorze dias. Além disso, foi utilizada, durante 3 dias, flunixina-
meglumina 10mg (1mg/kg/SC) (Schering-Plough) que ¢ um anti-inflamatério ndo hormonal
de acdo analgésica, anti-pirética e anti-endotoxémica, também foi realizada. O cloridrato de
buprenorfina (0,02 mg/kg/SC) (Schering-Plough) foi usado como analgésico, a cada 12 horas,
por sete dias. Os animais foram ortotanasiados com o uso de uma dose elevada de
pentobarbital (150 a 200mg/kg/IV), trés, sete e doze semanas ap0s a cirurgia. Os animais do
grupo controle (animais ndo obstruidos e utilizados para o estudo comparativo) foram

eutanasiados com trés meses de idade.
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3.2.2 Procedimento histologico

A bexiga urindria foi localizada apds celiotomia mediana retro-umbilical. A urina foi
removida por meio de uma cistocentese, realizada na face ventral do colo da bexiga. Apds o
seu esvaziamento, o 6rgao foi preenchido “in sifu” com uma solugdo de tampao fosfato salino
PBS (0,4M) (pH 7,4) (Sigma). O contetdo foi aspirado e descartado. A bexiga foi entdo
preenchida com nova solugao de PBS. Esta operagdo foi repetida até que o contetido retirado
estivesse limpido. Posteriormente, a bexiga foi preenchida com solucdo fixadora de
Karnovsky modificada (glutaraldeido 5% e formoldeido 1%) em tampao cacodilato de sodio
(pH 7,4) (0,125 M) (EMS). O volume total injetado na bexiga indicou a sua capacidade
volumétrica. A bexiga foi, entdo, removida e pesada repleta e vazia, obtendo-se o peso imido
€ 0 peso seco, respectivamente. Este tltimo foi utilizado posteriormente para avaliar o grau de
hipertrofia da bexiga e como estimativa do volume da bexiga urinaria.

A bexiga foi, entdo, aberta por meio de uma incisdo na sua linha mediana ventral e
distendida. Um sistema teste foi posicionado sobre a bexiga e fragmentos de 4mm” foram
coletados, sob uma fracdo 1/8, seguindo o padrdo S.U.R.S de amostragem (Systematic
Uniform Random Sampling).

Desta forma, os fragmentos da bexiga urindria foram transferidos e imersos em uma
solucdo de glutaraldeido 5% e formoldeido 1% em tampao cacodilato de sodio (0,125M) (pH
7,4) (EMS), permanecendo cerca de 72 horas. Em seguida, foram pos-fixados em tetroxido de
6smio (2%) (EMS), contrastados em bloco com solu¢do de acetato de uranila e desidratados
em série crescente de etandis e de 6xido de propileno (EMS) e embebidos em Araldite (502

Polyscience). O material embebido permaneceu por trés dias a temperatura de 60 - 70° C.
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A partir de cada bloco, cortes seriados de 0,5 um de espessura foram coletados em

lamina de vidro, corados com Azul de Toluidina, montados com Araldite e examinados a

microscopia de luz de secgdes semi-finas.

3.2.3 Estudo morfométrico

O estudo morfomético consistiu em determinar: o tamanho da bexiga, o tamanho

celular e o comprimento da fibra muscular.

3.2.3.1 Tamanho da bexiga urinaria

Para obter o tamanho da bexiga urinaria dos coelhos do grupo controle e do grupo
operado, trés eixos foram mensurados: eixo cranio-caudal, eixo dorso-ventral e latero-lateral

da bexiga urinaria. Estes valores foram obtidos utilizando um paquimetro digital Digimess ®.

3.2.3.2 Tamanho celular (4rea seccional)

Para obter a area das células musculares foram selecionadas sec¢des referéncias. As

imagens de cada sec¢do selecionada foram capturadas a partir de uma camera digital DFC 300
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FX® (Leica) acoplada ao microscopio Leica DMR®. Foi estabelecido um intervalo,
conhecido como “k”, este intervalo representa a distancia entre as secgdes referéncias
investigadas. Para determinar o “k” mediu-se o comprimento do material incluido na resina.
Para obter 10 secgdes referéncias por bloco, dividiu-se o comprimento por 10, obtendo o valor
de “k”. Os valores de “k” variaram de 100 a 500, ou seja, entre uma secg¢ao referéncia e outra
100 a 500 seccdes de 0,5um de espessura foram descartadas. Em cada seccdo referéncia foi
utilizado um sistema teste com seis “frames”, cuja area total foi de 906 pm? para objetiva de
100x e de 5585,7um?, para objetiva de 40x. Todas as células, que estavam contidas na regido
de aceitacao da “frame” e que possuiam secgdes transversais, foram identificadas e estimadas
suas areas, a partir do programa de imagens Leica Q-Win®. As células pertenciam a
“counting frame” se estavam parcial ou completamente dentro da “frame” e ndo tocavam a
linha de exclusdo (GUNDERSEN, 1977). A 4rea seccional média foi obtida a partir da razao
entra a somatoria das areas de todas as células da regido e o niimero total de células

musculares da regido considerada.

3.2.3.3 Comprimento da fibra muscular

O comprimento da fibra muscular foi estimado dividindo o volume médio da célula

pela area seccional, de acordo com a formula: L = Vn/a e os resultados foram dados em pm.
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3.2.4 Estudo estereologico

O estudo estereologico consistiu em determinar: o volume das fibras musculares na
bexiga, a densidade numérica, o numero total de fibras musculares, a densidade de volume da

fibra muscular e o volume médio das fibras musculares.

3.2.4.1 Volume das fibras musculares na bexiga urinaria (Vref)

O volume total das fibras musculares nas bexigas urinarias foi estimado
multiplicando-se o volume da bexiga, obtido a partir do seu peso seco, em gramas, pelo Vv
correspondente, assumindo uma densidade de 1g/cm?, de acordo com Ercan et al. (2002) e
Scherle (1970).

Vfm =V x Vv, sendo Vfm = volume das fibras musculares na bexiga urinaria, V = volume
da bexiga obtido a partir do peso seco e Vv = densidade de volume das fibras musculares na

bexiga urinaria.

3.2.4.2 Densidade numérica (Nv)

O método do disector fisico foi usado para estimar o numero total de fibras
musculares. Este método consiste em contar o nimero de particulas, neste caso nucleos, que
estdo presentes na seccao referéncia e nao estdo na sec¢do /ook-up (seccao espacada a uma

determinada altura da secgdo referéncia), o mesmo procedimento foi realizado no sentindo
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oposto, ou seja, 0 que era a seccao referéncia passa a ser a sec¢ao look-up. Tal procedimento
foi adotado para aumentar o numero de disectors. Os disectors foram sistematica e
aleatoriamente aplicados para cobrir todo o fragmento da bexiga. Devido ao fato de que a
célula muscular lisa tem apenas um nucleo, o numero total de ntcleos equivale ao nimero
total de células, assim o nucleo foi eleito a unidade de contagem. Dessa maneira, os ntcleos
que estavam presentes na sec¢do referéncia e ndo estavam na sec¢do look-up foram contados
(Q). A densidade numérica ¢ obtida dividindo-se a somatdria de Q™ de todos os disectors pelo
volume total dos disectors, que € obtido a partir do produto entre a area do sistema teste ¢ a
altura do disector (Vdis = a x h). Nv = Y Q/> Vdis. No nosso caso, a area do sistema teste foi
de 247,94 um’ ¢ a altura do disector assumiu dois valores: lum ou 2 pm, dependendo da
bexiga que estava sendo investigada.

Dessa forma, um sistema teste composto por oito “frames” foi sobreposto em cada
seccdo. Os campos histologicos na sec¢do referéncia foram selecionados usando uma fragdo e
uma tabela de niumeros aleatorios. Para o grupo controle, caso 1, 1040 disectors foram usados:
65 (campos) x 2 x 8 (“frames”), o intervalo entre cada disector foi de 300 seccdes (k) e a
altura foi de 1pm. No caso 2, 336 disectors foram usados: 21(campos) x 2 x 8 (“frames”), o
intervalo entre cada disector foi de 200 secc¢des (k) e a altura de 2 um. No caso 3, 240
disectors foram usados: 15 (campos) x 2 x 8 (“frames”), o intervalo entre cada disector foi de
500 secgoes(k) e a altura de 2 um. Para os animais do grupo de 3 semanas, caso 1, 384
disectors foram usados: 24 (campos) x 2 x 8 (“frames”), o intervalo entre cada disector foi de
200 secgdes (k) e a altura de 2 um. No caso 2, 1040 disectors foram usados: 65 (campos) x 2
x 8 (“frames”), o intervalo entre cada disector foi de 300 secgdes (k) e a altura de 1pum. No
caso 3, 1984 disectors foram usados: 124 (campos) x 2 x 8 (“frames”), o intervalo entre cada
disector foi de 100 secgoes (k) e a altura de 2um. Para o grupo de 7 semanas, caso 1, 608

disectors foram usados: 38 (campos) x 2 x 8 (“frames”), o intervalo entre cada disector foi de
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500 secgdes (k) e a altura de 2 um. No caso 2, 800 disectors foram usados: 50 (campos) x 2 X
8 (“frames”), o intervalo entre cada disector foi de 200 sec¢des (k) e a altura de 1 pm. No caso
3, 896 disectors foram usados: 56 (campos) x 2 x 8 (“frames”), o intervalo entre cada disector
foi de 287 secgdes (k) e a altura de 1 um. Para os animais de 12 semanas, caso 1, 496
disectors foram usados: 31 (campos) x 2 x 8 (“frames”), o intervalo entre cada disector foi de
100 secgdes (k) e a altura de 2 pm. No caso 2, 1040 disectors foram utilizados: 65 (campos) x
2 x 8 (“frames”), o intervalo entre cada disector foi de 267 secgdes (k) e a altura de 1 um. No
caso 3, 192 disectors foram usados: 12 (campos) x 2 x 8 (“frames”), o intervalo entre cada
disector foi de 200 seccdes (k) e a altura de 2 pum.
O volume dos disectors foi, portanto, obtido multiplicando-se a area de cada frame
(247,94 pum®), pelo numero de “frames” (8), pela altura do disector (I pm ou 2 pm,
dependendo da bexiga que estava sendo investigada) e finalmente pelo total de disectors

obtidos, que foi variavel para cada animal.

3.2.4.3 Numero total de fibras musculares (N)

O numero total de fibras musculares foi obtido multiplicando-se o volume total das
fibras musculares (Vref) pela densidade numérica (Nv) de acordo com a formula: N = Vref x
Nv. O ntmero total de fibras musculares foi obtido pela combinacdo entre o método do

disector fisico e a estimativa de volume pelo método de Scherle (1970).

3.2.4.4 Densidade de volume da fibra muscular (Vv)
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No nosso caso, a densidade de volume (Vv) corresponde a fragdo do volume total da
bexiga ocupada por fibras musculares, sendo assim os valores variam entre zero € um, mas
geralmente sdo expressos em porcentagem. Este método também foi utilizado por Ercan et al.
(2002) para estimar a Vv da tinica muscular da bexiga urinaria de ratos adultos. Para cada
seccdo referéncia selecionada, que também foi escolhida a partir da tabela de numeros
aleatorios, um sistema teste de pontos foi sobreposto a imagem escolhida e capturada pela
camera digital DFC 300 F® (Leica) acoplada ao microscopio 6ptico Leica DMR. Os pontos
que tocavam as fibras musculares foram contados. A densidade de volume foi obtida a partir
da razdo entre a somatdria dos pontos que tocaram as fibras musculares (fm) e o total de

pontos que tocavam o espaco referéncia (er): Vv (fm, er) = ZP (fm)/ XP (er).

3.2.4.5 Volume médio das fibras musculares (Vn)

O volume médio da célula muscular foi obtido dividindo-se a densidade de volume

(Vv) pela densidade numérica (Nv). A seguinte formula foi utilizada para o calculo do Vn: Vn

= Vv/Nv, sendo Vv a densidade de volume e Nv a densidade numérica.

3.2.5 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados pelo programa Statistical Analysis System

(SAS, 1995). A andlise de variancia (one-way ANOVA) dos resultados foi realizada em cada
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grupo nos parametros estereologicos e morfométricos. Na deteccao de efeitos significativos
(p<0,05), foi utilizado o teste de Tukey para a comparagdo multipla entre as médias dos

diferentes grupos analisados.
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4 RESULTADOS

Os resultados obtidos foram divididos em: aspectos quantitativos: morfométricos e estudo

estereologico.

4.1 ASPECTOS QUANTITATIVOS: MORFOMETRIA

As bexigas urinarias dos coelhos, que foram submetidos a cirurgia, apresentaram-se
aumentadas de tamanho quando comparadas as bexigas controle. O aumento de tamanho foi
comprovado a partir dos valores obtidos pelas medidas (em cm) dos trés eixos: e€ixo cranio-
caudal, eixo dorso-ventral e latero-lateral. O grupo controle apresentou para o eixo cranio
caudal, para o eixo dorso-ventral e para o eixo latero-lateral, valores que variaram,
respectivamente, de 2,02 a 5,20 cm (média= 4,1 cm, DP = 1,8), de 1,0 a 2,5 cm (média = 1,7
cm, DP = 0,7) e de 2,16 a 2,50 cm (média = 2,3, DP = 0,2). Para o grupo obstruido de 3
semanas os valores para os eixos cranio-caudal, dorso-ventral e latero-lateral variaram
respectivamente de 6,0 a 8,0 cm (média = 6,7 cm, DP = 1,1), de 3,0 a 6,0 cm (média = 4,2 cm,
DP = 1,6) e de 3,0 a 5,5 cm (média = 4,2, DP = 1,2). O grupo de 7 semanas apresentou
valores que variaram de 6,25 a 8,10 (média = 7,2, DP = 1,0) cm, 3,61 a 6,10 cm (média = 4,8
cm, DP=1,5) ¢ 6,98 2 9,15 cm (média = 8,3 cm, DP = 1,5) para os eixos cranio-caudal, dorso-
ventral e latero-lateral, respectivamente. O grupo de 12 semanas apresentou para 0s €ixos
citados acima valores que variaram de 7,75 a 8,03 cm (média = 7,8 cm, DP=0,13), 4 2 6,5 cm

(media=4,8 cm, DP=1,24) e 7,7 29,7 cm (média = 8,6, DP = 1,0) (Figura 1)
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Figura 1 - Grafico representando os eixos da bexiga em cm: cranio-caudal (CC), dorso-ventral (DV)
e latero-lateral (LL) e a sua distribui¢do no grupo controle e nos diferentes grupos de
obstrugdo: 3, 7 e 12 semanas. O grupo controle difere dos grupos de 3, 7 e 12 para o eixo
CC (p=0,0178). O grupo controle difere dos grupos de 3, 7 ¢ 12 semanas para o eixo DV
(p=0,0565). Para o eixo LL, o grupo controle difere dos grupos de 3, 7 ¢ 12 semanas
(p=0,0001). Barras horizontais e circulos representam valores individuais dentro de cada

grupo

Ao se avaliar as bexigas sob o aspecto microestrutural, a partir de cortes semi-finos,
observou-se alteracdo na morfologia celular. Nas bexigas hipertrofiadas, as células
musculares, em cortes transversais, apresentaram-se aumentadas de tamanho (vide estudo
quantitativo), heterogéneas e irregulares, com formato ovodide. Esta alteracdo foi mais
evidente nos animais de 7 e 12 semanas de obstrucao (Figuras. 2 C e 2 D). As células das
bexigas de animais controle e de 3 semanas de obstrucdo, apresentaram-se menores (vide
estudo quantitativo), homogéneas e de aspecto regular. As células musculares apresentaram

tamanho semelhante dentro de um dado feixe (Figuras. 2 A e 2 B).



Figura 2 (A-D) - .Fotomicrografia da tinica muscular da bexiga urinaria de coelhos. (A) animal controle. (B)
animal com 3 semanas de obstru¢do. (C) animal com 7 semanas de obstrugdo e (D) animal
com 12 semanas de obstrucdo. Letras (m) indicam feixes musculares, setas apontam células

musculares e (*) indica o tecido conjuntivo intersticial. Técnica de coloragdo: Azul de
Toluidina. Escala de barra: 10 um
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4.1.1 Tamanho (area seccional) das fibras musculares

O grupo controle apresentou area seccional que variou de 6,73 a 12,7 um? (média =
8,8um?; CV=0,393). Para o grupo de 3 semanas, a area seccional variou de 45,54 a 52,73 pm?
(média = 49,5um?; CV =0,073). A area seccional para o grupo de 7 semanas variou de 34,83 a
52,9um? (média = 46,7um?; CV =0,22). Para o grupo de 12 semanas, a area seccional variou

de 51,72 a 84,83 um? (média = 71; CV =0,243) (Figura 3A).

4.1.2 Comprimento médio da fibra muscular (L)

O comprimento média da fibra muscular variou de 104,38 a 174,29 um (média =
133,82 um; CV =0,27) para o grupo controle. Para o grupo de 3 semanas, a fibra muscular
variou de 33,24 a 42,19 pm (média= 37,64 um; CV =0,119). Para o grupo de 7 semanas, o
comprimento da fibra variou de 17,6 a 68,72 um (média = 45,43 um; CV =0,569) e
finalmente, para o grupo de 12 semanas, o comprimento da fibra muscular variou de 17,2 a

38,58 um (média = 26,53 pm; CV=0,412) (Figura 3B)
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Figura 3 (A-B) - (A) Area seccional da fibra muscular lisa de nove animais hipertrofiados em diferentes
periodos de obstrugdo: 3, 7 e 12 semanas e de 3 animais controle. O grupo controle
diferiu dos grupos de 3, 7 e 12 semanas (p=0,0006). Barras horizontais indicam a média.
(B) Comprimento da fibra muscular de nove animais hipertrofiados em diferentes
periodos de obstrugdo (3, 7 e 12 semanas) e de trés animais o grupo controle. O grupo
controle difere do grupo de 3, 7 e 12 semanas (p=0,0016). Barras horizontais
representam as médias



37

Resultados

4.2 ESTUDO ESTEREOLOGICO

Neste estudo os resultados foram distribuidos em: volume das fibras musculares,
densidade numérica de fibras musculares, nimero total de fibras musculares, densidade de

volume das fibras musculares € volume médio da fibra muscular.

4.2.1 Volume das fibras musculares na bexiga urinaria (Vref)

O volume total da tinica muscular foi estimado sendo que o grupo controle apresentou
volume que variou de 0,43 a 0,70 cm?® (média = 0,60 cm?*; CV=0,24). O volume para o grupo
de 3 semanas variou de 5,25 a 9,0 cm® (média =7,0 cm?*; CV=0,28). O grupo de 7 semanas
apresentou volume que variou de 4,7 a 5,71 cm?® (media = 5,13 cm?*; CV= 0,10). Para o grupo
de 12 semanas, a variacdo do volume foi de 6,72 a 29,23 cm® (média=18,71 cm?*, CV=0,61)

(Figura 5A)

4.2.2 Densidade numérica de fibras musculares (Nv)

A densidade numérica de fibras musculares para o grupo controle variou de 151.246 a
420.128 mm™ (média = 262.480,3 mm'3; CV = 0,534). Para o grupo de 3 semanas, a
densidade numérica variou de 236.564 a 320.348 mm™ (média = 280.166 mm™; CV = 0,15).

Para o grupo de 7 semanas, a densidade numérica variou de 112.771 a 513.157 mm™ (média =
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275.863,3 mm>; CV = 0,76). Para o grupo de 12 semanas, a densidade numérica variou de

170.762 a 325.600 mm™ (valor médio = 259.822 mm™; CV = 0,31) (Figuras 4 ¢ 5B)

Figura 4 (A-D) - Micrografia de um par de sec¢des (0,5 um de espessura ¢ corado com azul de
toluidina) utilizado para contar os nucleos das fibras musculares nos grupos de 7 e
12 semanas de obstrugdo, respectivamente. Sec¢ao referéncia (A) e sec¢do “look-
up” (B), espacadas em 1 um. Secgfo referéncia (C) e sec¢do “look-up” (D),
espagadas em 1 um. As setas em preto indicam dois nucleos visualizados na secgdo

referéncia e as setas em branco, indicam a auséncia destes nucleos nas secgdos
“look-up”
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4.2.3 Numero total de fibras musculares (N)

O numero total de fibras musculares foi estimado multiplicando-se o volume
referéncia pela densidade numérica. Para o grupo controle, variou de 15,051.10" a 24,787. 10’
fibras musculares (média= 15,43. 10’; CV=; 0,6), para os animais 1,2 e 3, o CE foi
respectivamente: 0,16, 0,17 e 0,14. Para o grupo de 3 semanas, o N variou de 124,220. 107 a
288,050. 10" fibras musculares (média = 198,380.107; CV = 0,41), para os animais 1,2 ¢ 3, 0
CE foi respectivamente: 0,13, 0,13 e 0,6). Para o grupo de 7 semanas, N variou de 56,731.107
a 292, 980. 10’ fibras musculares (média = 147, 903. 107, CV = 0,80), para os animais 1, 2 e
3, o CE foi respectivamente: 0,17, 0,16 e 0,09. Para o grupo de 12 semanas, o valor de N
variou de 219,000.107 a 571,400.10” fibras musculares (média = 429,876.10"; CV= 0,43) para

os animais 1, 2 e 3, o CE foi respectivamente: 0,15, 0,12, 0,18). (Figura 5C)
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Figura 5 (A-C) - (A) Volume da camada muscular na bexiga urinaria (Vref) em nove animais obstruidos em
diferentes periodos de obstrucdo (3, 7 ¢ 12 semanas) ¢ de 3 animais do grupo controle. O
grupo controle diferiu dos grupos de 3, 7 ¢ 12 semanas (p=0,0249). As barras horizontais
indicam as médias. (B) Densidade numérica (Nv) de fibras musculares de nove animais
hipertrofiados em diferentes periodos de obstrugdo (3, 7 e 12 semanas) e de 3 animais do
grupo controle. Nao foram observadas diferengas significativas entre os grupos
(p=0,9969). As barras horizontais indicam as médias. (C) Numero total de fibras
musculares (N) de nove animais hipertrofiados em diferentes periodos de obstrucdo (3, 7 e
12 semanas) e de trés animais do grupo controle. O grupo controle diferiu do grupo
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4.2.4 Densidade de volume das fibras musculares (Vv)

Quanto a densidade de volume (Vv) das fibras musculares no volume total das bexigas
urinarias (Vv), o grupo controle apresentou Vv que variou de 0,24 a 0,26 (média= 0,26; CV=
0,11). A Vv para o grupo de 3 semanas variou de 0,44 a 0,63 (média = 0,52 ; CV =0,19). Para
o grupo de 7 semanas, a variagdo de Vv foi de 0,35 a 0,47 (média = 0,41 ; CV =0,15). A Vv

para o grupo de 12 semanas variou de 0,40 a 0,56 (média = 0,49; CV = 0,17) (Figura 6A)

4.2.5 Volume médio da fibra muscular (Vn)

Para o grupo controle, o Vn variou de 702,16 a 1566,98 um3 (média = 1154,40 um3;
CV = 0,375). Para o grupo de 3 semanas, o Vn variou de 1.513,97 a 2.225,06 pm3 (média =
1.873,37 pm3; CV=10,189). Para o grupo de 7 semanas, o Vn variou de 925,64 a 3635,67 ],tm3
(média = 2100,61 um3; CV =0,661). Para o grupo de 12 semanas, o Vn variou de 1.222,36 a

3.273,56 (média = 2107,37 um’; CV=0,5) (Figura.6B)
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Figura 6 (A-B) - (A) Densidade de volume das fibras musculares (Vv) na bexiga urinaria de nove
animais hipertrofiados em diferentes periodos de obstrugdo (3, 7 e 12 semanas)
e de trés animais do grupo controle. O grupo controle diferiu do grupo de 3, 7 ¢
12 semanas (p=0,0104). (B) Volume médio das fibras musculares (Vn) de
nove animais hipertrofiados e trés animais controles. Ndo foram observadas
diferencas entre os grupos (p=0,5663). Barras horizontais indicam as médias
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5 DISCUSSAO

Este capitulo foi dividido em aspectos quantitativos: morfométricos e aspectos

quantitativos: estereologicos

5.1 ASPECTOS QUANTITATIVOS: MORFOMETRICOS

Neste estudo foram avaliadas as conseqiiéncias da obstrugdo parcial da uretra na
bexiga urinaria de coelhos: cranio-caudal (CC), dorso-ventral (DV) e latero-lateral (LL). Para
os trés eixos, o controle diferiu dos demais grupos (3, 7 ¢ 12 semanas) ¢ estas diferencas
foram significativas sendo p=0,0178, para o eixo CC, p=0,0465, para o eixo DV e p=0,0001
para o eixo LL. Para o eixo cranio-caudal o aumento foi de 63 x, 76x e 93x maior do que o
grupo controle, respectivamente para os grupos de 3, 7 e 12 semanas. Para o eixo dorso-
ventral, os grupos de 3, 7 e 12 semanas apresentaram respectivamente um aumento de 149x,
187x e 187x em comparagdo com o grupo controle. Para o eixo latero-lateral, os grupos de 3,
7 e 12 semanas apresentaram um aumento de 82x, 260x, 273x respectivamente, em relacdao ao
grupo controle. Assim, comparando os aumentos dos eixos nos grupos de 3, 7 e 12 semanas
de obstrugdo em relagdo ao grupo controle, verificou-se que o aumento foi mais expressivo
para o eixo latero-lateral, indicando dessa forma que a hipertrofia foi mais significativa na
regido lateral da bexiga. Esta informagdo sugere que, para periodos mais longos de obstrugao,

a hipertrofia muscular na regido lateral da bexiga (corpo) estaria relacionada ao aumento da
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forga contratil da mesma. Mattiasson e Uvelius (1982) estudaram as propriedades contrateis
do musculo detrusor em bexigas hipertrofiadas e normais e observaram que bexigas
hipertrofiadas apresentaram valores superiores as bexigas controle. A forga maxima foi
atingida em bexigas hipertrofiadas que possuiam um raio maior, dessa forma quanto maior era
o raio da bexiga, maior era a forca exercida pela parede da bexiga. O raio foi maior para as
bexigas hipertrofiadas. Para um raio de 0,6 cm a forca contratil foi de 1N e para um raio de
lcm, a forga contratil foi de 2N.

Avaliando-se o peso médio das bexigas, observamos que houve um aumento de 4x,
3,6x e 12,4 x para os periodos de 3, 7 e 12 semanas de obstru¢do em relacdo aos animais do
grupo controle. O peso médio da bexiga para o grupo de 7 semanas foi menor do que o peso
médio para o grupo de 3 semanas. Esta observagao esta relacionada ao peso atipico da bexiga
de uma espécime do grupo de 3 semanas o que aumentou o peso médio deste grupo. Gabella e
Uvelius (1990), observaram que em um periodo de seis a oito semanas, o peso da bexiga de
rato aumentou 15 vezes. Em fetos de ovelhas, com 55 a 60 dias de gestacdo, Peters et al.
(1992), observaram que o peso da bexiga obstruida, ainda dentro do tero, aumentou em cerca
de 4,5 vezes em comparagdo com a bexiga controle. Segundo estes mesmos autores, o
aumento no peso da bexiga foi conseqiiéncia do crescimento mais pronunciado da massa
muscular lisa, como resultado da hipertrofia de suas células. Zhang et al. (2004) observaram
um aumento de 3 a 5 vezes na massa muscular em bexigas de coelhos submetidos a obstrucao
uretral parcial. Segundo Gabella (1990), a célula muscular hipertrofiada ndo é uma copia
aumentada da célula muscular controle. Na verdade, ¢ um crescimento alométrico,ou seja,
embora tenha observado um crescimento em todos os componentes celulares, este nao foi de
mesma propor¢ao entre os mesmos. Assim, o citoplasma cresceu mais do que o nucleo, o

reticulo sarcoplasmatico cresceu mais do que a mitocondria etc.
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Gabella e Uvelius (1990), concluiram que a hipertrofia da bexiga urindria ¢ um
processo complexo acompanhado por um remodelamento do estroma e das células
musculares, resultando em um aumento no didmetro e na area de superficie da bexiga. As
cé¢lulas musculares lisas hipertrofiadas geralmente apresentaram-se poligonais, aumentadas de
tamanho ou de aspecto achatado ou ainda cuneiformes. As células controle (ndo
hipertrofiadas), no entanto, apresentaram um formato ovéide ou poligonal. Esta alteragdo no
formato celular estd provavelmente relacionada ao nivel de estresse a que as células foram
expostas, incluindo principalmente o grau de compressdo gerado pelo aumento da pressao
intra-luminal exercida pela urina (GABELLA, 1990). As células musculares das bexigas
tratadas apresentaram-se aumentadas, porém o seu formato diferiu daquele reportado por
Gabella (1990), apresentando, porém, um aspecto globoso. Sugere-se que estas células
apresentam este formato em fungdo da area ser maior do que o comprimento. Assim, para o
grupo controle, a area da célula muscular foi menor do que o comprimento e para o grupo de
animais hipertrofiados, observou-se que a area celular era maior do que o comprimento.

A questdo crucial envolvida no processo de obstrucdo da uretra remete-se em
determinar os mecanismos que regulam o aumento da bexiga urinaria. Sabe-se que a
hipertrofia da musculatura lisa ocorre em conseqiiéncia dos processos obstrutivos da uretra,
porém ¢é questionavel a ocorréncia da hiperplasia das células musculares e se ambos os
processos podem ocorrer conjuntamente. Segundo Gabella (1990) a questao da hiperplasia da
célula muscular tem sido considerada por diversos autores, porém existem poucas evidéncias
consistentes ¢ o numero de trabalhos quantitativos ¢ quase nulo. Diante desse aspecto,
priorizamos o estudo morfoquantitativo o que nos permitiu investigar objetivamente os

mecanismos que regem a sobrecarga funcional da bexiga urindria.
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5.1.1 Tamanho da fibra muscular

O tamanho da fibra muscular foi estimado a partir da 4rea seccional e do comprimento

da fibra.

5.1.1.1 Area seccional

Aqui, o tamanho da fibra muscular foi expresso a partir da sua area seccional que
aumentou 4,63x, 4,32x e 7,10x respectivamente para os grupos de 3, 7 e 12 semanas em
comparagdo com o grupo controle. O aumento da area seccional diferiu para o grupo controle
em relacdo aos grupos de 3, 7 e 12 semanas e a diferenga foi significativa (p=0,00006). A
analise das sec¢des semi-finas do musculo detrusor mostraram um aumento de duas a trés
vezes no didmetro dos miocitos de coelhos machos submetidos a obstrucdo uretral por duas
semanas. As dreas seccionais médias de células musculares de coelhos foi de 55,1 pm? + 6,4
e 145,7 um? + 13,4 para bexigas controle e hipertrofiada, respectivamente (ZHANG et al.,

2004).

5.1.1.2 Comprimento da fibra muscular

O tamanho médio diminuiu em relagdo ao grupo controle. O comprimento médio do

grupo controle foi 2,55x, 1,94 x e 4,04x maior do que os grupos de 3, 7 e 12 semanas,
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respectivamente. O grupo controle diferiu dos demais grupos (3, 7 ¢ 12 semanas) ¢ a diferenca
foi significativa (p=0,0016). Esta diminuicdo pode estar relacionada ao mecanismo de
hipertrofia da musculatura lisa. Uvelius e Gabella (1980), realizando um estudo morfo-
fisiolégico em coelhos, concluiram que o comprimento da célula muscular lisa foi crescente
para raios maiores de bexiga, indicando que, para volumes maiores, o0 comprimento da fibra
muscular é maior, assim, para um raio de 1,1 cm o comprimento celular foi de 200um e para
um raio de 2,8 cm, o comprimento celular foi de 700um. Estes valores revelam um resultado
oposto ao nosso, em que o comprimento das fibras foi maior para o grupo controle e menor

para os grupos de animais obstruidos.

5.2 ASPECTOS QUANTITATIVOS: ESTEREOLOGICO

A seguir, segue-se a discussdo dos pardmetros estereologicos.

5.2.1 Volume das fibras musculares na bexiga urinaria

O volume da musculatura vesical (Vref) apresentou-se, para os grupos de 3, 7 e 12
semanas, 11,07x, 7,98x e 31,7x maior do que o Vref do grupo controle. O grupo controle
diferiu dos demais grupos (3, 7 e 12 semanas) e esta diferenca foi significativa (p= 0,0249). O
mesmo método foi usado para estimar o volume total das fibras nervosas na bexiga de ratos
adultos (ERCAN et al., 2002). O volume total de cada ventriculo foi estimado como V(LV):

1,06 m(LV) em que V(LV) ¢ o volume do ventriculo esquerdo (cm’), m (LV) é o peso umido
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do ventriculo esquerdo em gramas e assumiu-se que a densidade média do tecido muscular

seria 1,06 g/cm® (WULFSOHN et al., 2004).

5.2.2 Densidade numérica (Nv)

A densidade numérica manteve-se relativamente constante entre todos os grupos de
estudo. Estatisticamente, ndo houve diferenga entre os grupos (p = 0,9969). A densidade
numérica dos grupos de 3 e 7 semanas, apresentou-se, respectivamente, 0,06 x ¢ 0,05x maior
em relacdo a densidade numérica do grupo controle. O grupo de 12 semanas apresentou uma
densidade numérica que foi 0,01x menor do que o grupo controle.

A Nv foi estimada em diferentes estudos tais como naquele conduzido na musculatura
lisa dos vasos obtidos a partir de bidpsia da pele e do tecido subcutaneo de 16 pacientes com
hipertensdo e 16 pacientes controles. Usando o método do disector fisico foi determinada a
densidade numérica (nimero/em relagdo a volume analisado) das células musculares lisas e

estimado o volume médio dessas células (KORSGAARD et al., 1993).

5.2.3 Numero total de fibras musculares (N)

O numero total de fibras foi crescente para os periodos de obstru¢do. O nimero de
fibras musculares para os grupos de 3, 7 ¢ 12 semanas foi, respectivamente, 0,81x, 12,56x e

38,43x maior do que o numero de fibras musculares do grupo controle. O grupo controle



49

Discussio
diferiu dos demais grupos (3, 7 ¢ 12 semanas) e a diferenga foi significativa (p=0,0167). Com
base nos dados estereologicos, o presente estudo sugere que a hiperplasia celular ocorreu nas
bexigas obstruidas como um mecanismo compensatério ao aumento da sobrecarga funcional.
Para complementar este estudo, marcadores especificos de proliferacdo celular, como por
exemplo, o Brdu e o Ki67 poderdo ser utilizados no futuro em associagdo com métodos
estereoldgicos para uma quantificagdo mais seletiva das células em proliferacdo. A
proliferacdo celular foi avaliada na parede da bexiga urinaria de coelhos utilizando-se o Brdu
e a imunofluorescéncia para proteinas do citoesqueleto e para proteinas das células
musculares lisas (ROELOFS et al., 1998).

A proliferagao celular tem sido investigada sob o ponto de vista da sobrecarga
funcional e suas conseqiiéncias sobre o nimero de células musculares. Segundo Galvin et al.
(2004) a hipdxia inibe a proliferagdo celular e esta inibigdo esta associada a elevagdo do nivel

. C . . kip1
de um inibidor mitético, conhecido como p27*"

. Desta forma, a proliferacdo de células
musculares lisas foi reduzida. Para Hanai et al. (2002), a proliferacdo celular em bexiga de

ratos ¢ um fendmeno que ocorre nas fases iniciais de obstrucdo e que ¢ induzido por fatores de

crescimento. A proliferagdo ¢ reduzida a partir da 20 * semana de obstrugao.

5.2.4 Densidade de volume (Vv)

Em nosso trabalho observamos que houve um aumento significativo na densidade de
volume. O controle diferiu dos demais grupos estudados e a diferenga foi significativa
(p=0,0103). A Vv foi, respectivamente para os grupo de 3, 7 e 12 semanas: 0,97x, 0,56x e

0,86x maior que do que a Vv para o grupo controle.
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A densidade de volume, “volume density ou volume fraction” tem sido muito aplicada

em estudos sob variados enfoques. A analise dos componentes histolégicos da zona de
transi¢do entre tecido prostatico normal e acometido por hiperplasia benigna (BPH), em
humanos, foi realizada a partir da densidade de volume para o tecido conjuntivo, células
musculares e acino. Os resultados permitiram concluir que a Vv para as fibras musculares e
tecido conjuntivo aumentaram na BPH (CHAGAS et al., 2002). A presenca de calcio livre nas
células musculares lisas da aorta também foi quantificada a partir da Vv. Esta quantificagao
foi realizada ultraestruturalmente e os resultados indicaram que a presenga elevada de célcio
intracelular ocasionava hipertensdo e hipertrofia das células musculares lisas vasculares
(NICKERSON; YANG., 1988). O volume das fibras nervosas, em bexigas de ratos adultos,
foi estimada por Ercan et al. (2002) multiplicando-se o volume referéncia, volume da camada

muscular na bexiga, pela densidade de volume das fibras nervosas.

5.2.5 Volume médio da fibra muscular (Vn)

O volume médio aumentou 0,62x, 0,81x ¢ 0,82x em relagdo ao grupo controle, embora
estatisticamente este aumento foi ndo significativo (p=0,5663). Gabella (2001) utilizou
métodos morfométricos para obter o volume celular. Este volume foi calculado a partir do
comprimento celular médio e da area seccional média da célula muscular intestinal. A area
seccional, no entanto, ndo ¢ um bom indicativo de tamanho ou volume celular, pois
constatamos que o aumento da area seccional ndo foi correlacionado diretamente ao aumento
do volume celular. O aumento médio da area seccional entre os grupos foi de 4,60x e o

aumento médio do volume, entre os grupos, foi de 0,53x. Assim, o aumento da area seccional
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foi 8,7x maior do que o aumento do volume celular. Dessa forma, nao ¢ correto assumir que
houve hipertrofia celular baseando-se somente na area seccional.

Ao invés de assumir formas geométricas para expressar o tamanho celular, optamos
por utilizar os métodos estereologicos para estimar o volume indiretamente, dividindo-se a
densidade de volume pela densidade numérica. Os métodos estereoldgicos sdo utilizados para
descrever parametros quantitativos sem assumir forma, tamanho, orientagdo ou distribui¢ao
das células (GUNDERSEN et al., 1988). Ainda podemos acrescentar que a estereologia
baseia-se em probabilidades geométricas e estocaticas, revelando-se um método de

quantificagdo simples, confiavel e eficiente (TANDRUP, 2004).
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6 CONCLUSOES

No presente estudo e de acordo com os métodos quantitativos empregados, foi

possivel concluir que:

v" Os trés eixos vesicais: cranio-caudal, dorso-ventral e latero-lateral aumentaram apos a
obstrucdo parcial da uretra. Este aumento foi mais expressivo no eixo latero-lateral,
sugerindo que a hipertrofia do 6rgdo foi mais significativa na regido lateral da bexiga
urinaria.

v' A area seccional da fibra muscular aumentou 4,63x, 4,32x e 7,10x para os grupos de 3,
7 e 12 semanas, respectivamente e o comprimento da fibra muscular do grupo controle
foi 2,55x, 1,94x e 4,04x maior do que o grupo de 3, 7 e 12 semanas, respectivamente.

v" O volume da musculatura da bexiga urinaria foi 11,07x, 7,98x e 31,7x maior nos
grupos de 3, 7 e 12 semanas, respectivamente.

v" Embora a densidade numérica de fibras musculares permaneceu constante para os
grupos, o numero total de fibras musculares aumentou de 0,81x a 38,43x de 3-12
semanas de obstrucdo sugerindo fortemente proliferacao celular.

v" A hipertrofia da bexiga é predominantemente feita por hiperplasia muscular do que

por hipertrofia muscular.
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