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RESUMO

Introdugcdo: A sindrome de bexiga hiperactiva tem um impacto significativo sobre a
qualidade de vida dos doentes, além de ser uma condi¢do prevalente. A sua fisiopatologia
ainda nao estd completamente esclarecida, mas pensa-se que a sinalizacao purinérgica
assume um papel preponderante na regulacdo da actividade miccional normal e patoldgica.
A funcdo do ATP libertado do urotélio ndo estd completamente esclarecida, no entanto,
existem evidéncias de que este neurotransmissor € libertado pelas células uroteliais em
resposta a estimulos quimicos e mecanicos. Este nucle6tido actua sobre os receptores
purinérgicos P2Xs;, estimulando as fibras aferentes responsaveis pelo reflexo miccional.
Estudos in vitro evidenciaram que o urotélio e as fibras colinérgicas de amostras de doentes
com bexiga hiperactiva libertam mais ATP do que os controlos. Com o advento da utilizagédo
da toxina botulinica no tracto urinario inferior, passou-se a estudar os seus efeitos e 0 seu
mecanismo de acg¢do. Sabe-se até agora que, em modelos animais, a toxina inibe a anormal
libertacao urotelial de ATP, reduz a contracgdo do detrusor induzida pela capsaicina e inibe a
libertagdo de factores de crescimento neuronal na mucosa. No Homem, verificou-se que
provoca uma diminuicdo dos receptores suburoteliais P2X;, sugerindo um mecanismo de
accdo em parte mediado pelas vias aferentes, as quais também se relacionam com a
melhoria da sintomatologia dos doentes com hiperactividade vesical.

Objectivos: Numa fase inicial deste trabalho, investigou-se os niveis de ATP libertados na
urina de mulheres com bexiga hiperactiva idiopatica, comparando-os aos do grupo controlo,
e a possibilidade do ATP poder desempenhar o papel de marcador biolégico ndo invasivo no
diagnostico e monitorizacdo da hiperactividade vesical. Numa segunda etapa do trabalho,
pretendeu estudar-se o papel da toxina botulinica sobre a libertacdo do ATP urinario e
confrontar os resultados obtidos com a melhoria da sintomatologia apresentada pelos
doentes.

Metodologia: O primeiro estudo foi realizado com uma amostra de 67 mulheres, sendo
composto por 35 doentes com hiperactividade idiopatica do detrusor (sem outras patologias
associadas) e 32 mulheres sem sintomatologia de hiperactividade vesical, nem diagnostico
urodinamico de hiperactividade do detrusor (grupo controlo). Todas realizaram um diario
miccional durante trés dias e fizeram duas colheitas de urina consecutivas para a

gquantificacdo de ATP e desidrogenase do lactato.
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A segunda parte do trabalho foi realizada numa populacdo heterogénea (10 mulheres e 5
homens) de doentes seleccionados consecutivamente de entre os utentes da Consulta de
Urologia do CHP que apresentavam sintomatologia de hiperactividade vesical e
hiperactividade do detrusor demonstrada por exame urodindmico, com indicacdo para a
realizacao de tratamento com toxina botulinica por via intravesical. Da populacdo, constavam
doentes com hiperactividade do detrusor de origem idiopéatica (n=11), neurogénica (n=2) e
secundaria a cistite intersticial (n=2). A estes doentes foi também pedido que realizassem um
diario miccional, fizessem duas colheitas de urina consecutivas para quantificacdo de ATP e
desidrogenase do lactato e, ainda, que respondessem a um questionario validado
clinicamente sobre a sua sintomatologia em duas situa¢des temporais distintas: antes e apos
o tratamento com a toxina botulinica. Foram utilizados 3 tipos de toxina botulinica (Botox,
Dysport e Xeomin), injectadas em doses que variaram entre 100 e 500 unidades e aplicadas
em 20 a 30 pontos pré-determinados no detrusor, fora da regido do trigono vesical, de
acordo com o protocolo de aplicagdo de toxina botulinica seguido pelo Hospital de Santo
Anténio — Centro Hospitalar do Porto.

A quantificagdo do ATP urinério foi realizada pelo método de bioluminescéncia resultante da
reaccao entre a luciferina e a luciferase, utilizando-se um kit comercial (Roche kit). Para
analise estatistica, utilizou-se o software SPSS®, versao 17.0.

Resultados: Da comparagdo entre os niveis de ATP urinario do grupo com bexiga
hiperactiva e do grupo controlo, verificou-se que 0s niveis de ATP urinario eram
significativamente (p<0,05) mais elevados no grupo com bexiga hiperactiva do que no grupo
controlo. Os demais parametros avaliados (volume das micc¢des, clearance da creatinina, pH
urinario , creatinina urinaria e actividade da desidrogenase do lactato) ndo mostraram
diferencas estatisticamente significativas (p>0.05) entre os dois grupos estudados.
Comparando-se a situagdo dos doentes com bexiga hiperactiva antes e ap0s o tratamento
com toxina botulinica, foi possivel demonstrar uma melhoria sintomatica apds o tratamento,
através da andlise do questionario realizado, nomeadamente no que respeita a avaliagdo da
“Severidade”, “Adaptacéo” e “Preocupagdo” com a doenca e, ainda, no parametro
relacionado com a qualidade de vida global (“HRQL”). A melhoria sintomatica dos doentes
relaciona-se com a existéncia de uma tendéncia (embora ainda sem significado estatistico)
para a reducdo dos niveis urinarios de ATP medidos apdés o tratamento com toxina

botulinica.
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Conclusfes: Neste estudo, foi possivel demonstrar que os doentes portadores de bexiga
hiperactiva idiopéatica possuem niveis urinarios de ATP significativamente mais elevados do
que o grupo controlo. Os resultados preliminares obtidos no seguimento dos doentes com
bexiga hiperactiva submetidos a tratamento com toxina botulinica mostram uma tendéncia
para que a reducdo dos niveis urinarios de ATP acompanhe a melhoria sintomética destes
doentes ap6s o tratamento, mesmo tendo em consideracdo que foi utilizada neste estudo
uma populacéo reduzida e heterogénea de doentes. Sugere-se, por isso, que a quantificacao
dos niveis urinarios de ATP pode ser considerada um biomarcador ndo invasivo no
diagndstico (e seguimento terapéutico) da sindrome de bexiga hiperactiva.

Palavras-chave: bexiga hiperactiva, hiperactividade do detrusor, ATP, toxina botulinica.
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ABTRACT

Introduction: Besides being a prevalent condition, the overactive bladder syndrome presents
a significant impact upon the quality of life of patients. It's pathophysiology remains largely
unclear however purinergic signalling is thought to assume a prevalent role in the regulation
of normal and pathological voiding activity. The function of the ATP released from the
urothelium is not completely understood, although, existing evidence shows that the
neurotransmitter is released from the urothelial cells in response to chemical and mechanical
stimuli. This nucleotide acts via P2X; purinergic receptors leading to the stimulation of
afferent nerve fibers, which are responsible for the voiding reflex. In vitro studies showed that
the urothelium and cholinergic fibers sampled from patients with overactive bladder release
more ATP than the control group. With the advent of botulinum toxin use upon the inferior
urinary tract, it's effects and mechanism of action became an issue of study interest.
Currently, it is known that, in animal models, the toxin inhibits the abnormal release of ATP
from the urothelium, reduces detrusor muscle contraction induced by capsaicin and inhibits
the release of neuronal growth factors from the mucosa. In humans, botulinum toxin caused a
reduction in the expression of suburothelial P2X; receptors, suggesting that its mechanism of
action is operated in part by interference with afferent pathways, which are also associated
with symptoms improvement in patients with overactive bladder syndromes.

Objectives: The purpose of this study was to evaluate the urinary levels of ATP in female
patients with idiopathic overactive bladder as compared to a control group, in order to test
whether urinary ATP can be considered a non-invasive biomarker in the diagnosis and
monitoring of detrusor hyperactivity. In addition, we investigated whether amelioration of
urinary symptoms as a consequence of intravesical botulinum toxin injection affected urinary
ATP levels measured in due course of the treatment.

Methods: The first study included 67 female patients, 35 suffering from idiopathic detrusor
overactivity confirmed by detrusor hyperactivity in urodynamic studies and 32 exhibiting no
symptoms of vesical overactivity. All women used a voiding diary during a three-day period
and collected two consecutive urine samples for ATP and lactate dehydrogenase
measurements. Next, were selected 15 consecutive patients (10 females and 5 males)
suffering from bladder overactivity, who were candidates for intravesical botulinum toxin

treatment. These included patients with idiopathic (n=11), neurogenic (n=2) and interstitial
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cystitis-related (n=2) detrusor overactivity. The patients were asked to make use a voiding
diary, to allow the collection of two consecutive urine samples for ATP and lactate
dehydrogenase measurements, as well as to respond to a validated symptoms questionnaire
at two different time points: before and after treatment with botulinum toxin. Three types of
toxins were used (Botox, Dysport and Xeomin); these were injected from 100 to 500 units,
into 20 to 30 intradetrusor and extra trigonal spots, following the Santo Antonio Hospital-
Porto Hospital Center’s toxin application protocol.

The ATP quantification was made possible using the luciferin-luciferase bioluminescent kit
(Roche kit). Statistical data was analyzed using the SPSS® software, version 17,0.

Results: Urinary ATP was significantly (p<0.05) higher in overactive bladder female patients
than in control individuals; this was consistent in the two urine samples collected for each
individual. ATP levels showed no correlation with voided urine volume. No significant (p>0.05)
changes between overactive bladder patients and controls were observed in the following
parameters: mean voided volume, creatinine clearance, urinary pH, urinary creatinine and
urinary lactate dehydrogenase. Was observed a tendency (yet, without statistical
significance) for a reduction of urinary ATP levels following botulinum toxin application. As for
the evaluated symptoms questionnaire, parameters such as “Severity”, “Adaptation”,
“Concern” and the “HRQL” total score showed statistical significant differences between pre
and post botulinum toxin injection, indicating symptoms amelioration.

Conclusions: The results clearly demonstrate that the urine of women with idiopathic
detrusuor overactivity exhibit increased amounts of ATP compared to controls. Moreover,
was demonstrated that there is a tendency for urinary ATP levels to become lower after
intravesical botulinum toxin injection, an effect that might positively correlate with overactive
bladder symptoms amelioration. This tendency is strengthen taking into consideration that it
was used a small number of individuals, who were selected consecutively among a
heterogeneous patients population. These findings are consistent with urinary ATP being a
highly sensitive non-invasive biomarker for the diagnosis (and follow-up) of patients with
detrusor overactivity.

Key words: overactive bladder, detrusor overactivity, ATP, botulinum toxin.
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INTRODUCAO

Bexiga Hiperactiva — Definigc&o

De acordo com a terminologia recentemente adoptada pela International Continence
Society (ICS), a bexiga hiperactiva (BH) é definida como uma sindrome caracterizada por
imperiosidade miccional, com ou sem incontinéncia urinaria de urgéncia, normalmente
associada a polaquilria e nocturia, na auséncia de factores metabdlicos (e.g diabetes
mellitus) ou patoldgicos locais (e.g. infeccdo urinéria, neoplasia vesical, litiase)'. A
polaquitria e a imperiosidade parecem ser mais comuns do que a incontinéncia .

A definicdo da BH é baseada num diagnostico clinico e complementa a definicdo de
hiperactividade do detrusor (HD). Esta ultima, por sua vez, refere-se a um diagndstico
urodindmico, caracterizado por contrac¢gfes involuntarias do detrusor, espontédneas ou
provocadas, durante a fase de enchimento vesical'. A HD é descrita como HD neurogénica
(HDN) quando associada a uma condicdo neurolégica relevante (e.g. esclerose mudltipla,
lesbes raquimedulares) e como HD idiopatica (HDI) quando n&o ha tal associa¢do, nem se

define uma causa™*. Admite-se que, em mais de 90% dos casos, a HD seja idiopatica®”.

Bexiga Hiperactiva — Prevaléncia

A prevaléncia da BH nao era estimada até ha alguns anos atras, pois a maioria dos
estudos anteriores concentrava-se apenas na incontinéncia urinaria, sem seguir a definicdo
da ICS. A prevaléncia varia consideravelmente entre 3 e 43%, um intervalo amplo justificado
pela diferenca de critérios utilizados para definir os casos de BHY. Em dois estudos
epidemioldgicos realizados anteriormente a definicdo da ICS (o NOBLE - “National
Overactive Bladder Evaluation” - nos Estados Unidos, e o SIFO — “Swedish Institute for
Opinion Research” - na Unido Europeia), concluiu-se que a BH afectava globalmente 17% da
populacdo adulta, a prevaléncia aumentava com a idade e atingia igualmente ambos os
géneros®®?’. A incontinéncia urinéria por imperiosidade, de acordo com estes estudos, seria
contudo mais frequente nas mulheres do que nos homens®. Posteriormente, no estudo
EPIC, o maior estudo de base populacional que utilizou a definicdo da ICS, constatou-se que
a prevaléncia global de BH é de 11,8% (10,8% em homens e 12,8% em mulheres), tendendo
a aumentar com a idade. Nesse estudo, confirmou-se também que a BH € mais comum em

homens do que em mulheres depois dos 60 anos e 0 oposto é observado em idades
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inferiores aos 60 anos. Relativamente a sintomatologia, a incontinéncia urinaria ocorre em
49% das mulheres, mas s6 em 30% as perdas urinarias estdo associadas a imperiosidade. A
incontinéncia urinéria foi identificada em 29% dos homens, estando as perdas de urina

associadas & imperiosidade em 17,5% *.

Impacto da BH na qualidade de vida

A BH ndo é s6 uma condicao prevalente, mas também tem um impacto significativo
na qualidade de vida (QV) dos doentes e leva a custos significativos para a sociedade. Esta
patologia pode afectar significativamente todos os aspectos da qualidade de vida, incluindo o
aspecto social (e.g. reducdo do contacto social, necessidade de planeamento das
deslocacdes), psicolégico (e.g. sensacao de culpa e depresséo, disturbios do sono, perda de
auto-estima, receio de se tornar um encargo para terceiros, de ndo conseguir “controlar’ a
bexiga e do odor a urina), ocupacional (e.g. absentismo, diminuicdo da produtividade),
doméstico (uso de roupa de cama especial), fisico (limitacdo ou impedimento de algumas
actividades fisicas, precaucdes especiais com o vestuario, restricdo de liquidos) e sexual
(restricdo de contactos intimos e sexuais)™**?°27282% verificou-se que a BH chega a ter um
impacto sobre a QV maior do que a diabetes mellitus®®.

Doentes com BH tendem a ir a casa de banho com mais frequéncia, tém um risco
aumentado de infeccbes do trato urinario e tém duas vezes mais riscos de sofrer um
traumatismo com fracturas numa queda, especialmente os idosos. Em geral, doentes com
incontinéncia por imperiosidade tém um risco 30% maior de quedas e de 3% de aumento do
risco de fracturas™.

A noctdria pode levar o doente a ter fadiga crénica e dificuldade em realizar as suas
actividades diarias. Verificou-se que este sintoma esta directamente relacionado com uma
diminuicdo da QV, disturbios do sono, assim como outros problemas de saude. Isto por sua
vez, tem um impacto significativo sobre o bem-estar geral, a vitalidade e a produtividade do
doente, levando a custos indirectos e substancialmente elevados™.

Numerosos estudos documentaram que os doentes com BH tendem a apresentar
depressdo. Num estudo europeu, 32% dos doentes relataram que ter sintomas de BH o
faziam sentir-se deprimido e 28% relataram sentir-se muito stressados. Aqueles com
incontinéncia por imperiosidade tiveram mais distarbios emocionais (36,4% versus 19,6%) e

depresséo (39,8% versus 23,3%) do que aqueles com imperiosidade sem incontinéncia®®. No
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estudo EPIC a taxa de depressao também foi significativamente maior entre os doentes com

BH do que em individuos normais, independentemente do status de continéncia®®.

Fisiopatologia da BH/HD - As 3 Teorias

A exacta causa ou as causas da BH/HD ainda n&o foram identificadas. Isto deve-se,
em parte, ao facto da BH ser um diagndstico clinico e sintomatico, impedindo o
desenvolvimento de modelos animais confiaveis. Por esse motivo, a investigacao concentra-
se nas anomalias da sinalizacdo aferente e nos mecanismos que estéo por tras da HD que
possibilitem, posteriormente, utilizar algum raciocinio hipotético que traduza as observacdes
cientificas da clinica.

Trés principais teorias tém sido propostas em relacéo a causa da BH/HD™. A primeira
€ a miogénica, a qual sugere que alteracdes do musculo liso sejam necessarias para a
producdo de uma contraccdo involuntaria do detrusor. Assim, a desnervagdo parcial do
detrusor, independentemente da etiologia, poderia alterar as propriedades do musculo liso,
levando a um aumento da excitacdo e acoplamento eléctrico entre as células. Uma
contraccao local induzida em qualquer parte do detrusor, espalhar-se-ia por toda a parede da
bexiga, resultando em contrac¢des miogénicas coordenadas de toda a bexiga. A HD também
estaria associada a mudancas caracteristicas na ultra-estrutura, incluindo protusion junctions
entre 0os miocitos e aumento do numero de gap junctions, que poderiam facilitar a
propagacdo da contraccdo ao longo de uma propor¢cdo maior do que o normal do corpo do
detrusor. Isto tem sido relatado em casos de obstrucdo da bexiga que levam a HD, assim
como em bexigas sem patologia, como parte do envelhecimento.

A teoria neurogénica, a segunda teoria, sugere que o0s danos as vias inibitorias
centrais do cérebro ou da medula espinhal ou a sensibilizacdo dos terminais aferentes na
bexiga poderiam revelar reflexos primitivos miccionais que provocassem a HD. Isso pode
resultar de danos cerebrais, os quais reduziriam a inibicdo suprapontina; danos as vias
axonais na medula espinhal, que permitiiam a expresséo de reflexos vesicais primitivos;
plasticidade sindptica, levando a reorganizacao da actividade sagrada, com o surgimento de
novos reflexos, o que poderia ser desencadeado pelas fibras C aferentes; ou sensibilizacdo
dos terminais periféricos aferentes na bexiga. A causa neurogénica pode ser observada em
doentes que tém esclerose mdltipla, acidente vascular cerebral e doenca de Parkinson.

A terceira teoria é a teoria da bexiga autbnoma, uma hipotese relativamente recente

gue sugere que o detrusor € modular (ou seja, € composto pela circunscricdo de areas
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musculares). Cada mdédulo muscular seria definido pela &rea individual relacionada a um
ganglio vesical intramural ou por uma rede de células intersticiais, que colectivamente sédo
denominadas por plexo miovesical. Pode haver sincronizagdo de actividade entre os
modulos, que poderia propagar-se através do neurénio intramural ou da rede células
intersticiais, ou ainda, por comunicacdo directa entre o miécitos. Esta teoria sugere que,
durante o enchimento vesical normal, ha uma actividade autbnoma com contrac¢des nao-
miccionais e descargas sensoriais fasicas. Estes mecanismos podem ser modificados em
condicbes patoldgicas devido a uma alteracdo do equilibrio, quer por excesso de vias
excitatérias, quer por insuficiéncia de inibicdo, levando a um aumento inadequado de
actividade autonoma e predisposi¢cdo a HD. Embora esta teoria seja igualmente aplicavel a
miogénica, é menos especifica no que diz respeito ao mecanismo. Ela propde que todos os
aspectos estruturais e alteracdes funcionais associadas a uma maior sensacdo de
armazenamento e HD sdo somados e perifericamente integrados, cada um contribuindo para
niveis locais e globais de excitagao.

Em resumo, a fisiopatologia da BH/HD inclui danos as vias aferentes e eferentes de e
para a bexiga, incluindo uma diminuicdo da capacidade de controlo das informagdes
aferentes, aumento da sua actividade, diminuicdo da inibicdo suprapontina, e aumento da
sensibilidade a libertagcdo de neurotransmissores que medeiam a contrac¢do. A verdadeira
causa da BH e da HD pode ser diferente em individuos diferentes, e pode incluir uma ou

mais das teorias acima e possivelmente outros mecanismos que ainda estao por esclarecer.

Alteragdes do urotélio na BH

H& evidéncias crescentes de que as células uroteliais desempenham um papel
importante na modulacdo da actividade da bexiga. Estas células expressam diferentes
"moléculas sensor" (e.g. receptores, canais idnicos), incluindo o0s receptores para a
bradicinina; neurotrofinas (trkA e p75); purinas (P2X e P2Y); norepinefrina (a e pB);
acetilcolina (nicotinicos e muscarinicos), receptores activados por proteases; canais de sodio
epiteliais e uma série de receptores de potencial transitorio (TRP), tais como o TRPVy,
TRPV,, TRPV,, e TRPMg. Como se pode ver na Figura 1, sdo estas moléculas que
respondem localmente a estimulos quimicos e mecanicos e, em seguida, enviam
informagbes para as vias aferentes, através da libertacdo de adenosina trifosfato (ATP),
prostaglandinas (PG), factor de crescimento neuronal (NGF), acetilcolina (ACh) e monoxido
de azoto (NO)*.

13

centro hospitalar
do Porto



O ATP como biomarcador da bexiga hiperactiva e o beneficio clinico
da toxina botulinica

centro hospitalar
do Porto

Pelvic Nerve = ACh

(Parasympathetic)<—> ATP
~~ NO

Hypogastric Nerve
Sympathetic) NA

Pudendal Nerve — ACh —— (+|N
(Somatic)

Figura 1 - Inervagdo do tracto urinario inferior. o nervo pélvico (parasimpético) estimula a

contracgdo do detrusor através dos receptores muscarinicos, activados pela ACh, e receptores purinérgicos,
activados pelo ATP, enquanto que a sua inibicdo é mediada pelo NO. O nervo hipogastrico (simpatico) estimula a
contracgdo do musculo liso uretral e inibe a do detrusor através dos receptores a1-adrenérgicos e $3- adrenérgicos,

respectivamente. O nervo pudendo (somético) estimula a contracgdo do musculo estriado do esfincter uretral

A s 2
externo através dos receptores nicotinicos para a ACh™.

Os impulsos aferentes provenientes da bexiga sdo conduzidos, predominantemente,
por fibras pequenas e mielinizadas do tipo Ad sensiveis a distensdo e/ou a contracgcéo
vesical '*#. As fibras aferentes do tipo C, localizadas principalmente na regi&o suburotelial,
ndo sao mielinizadas e sua activacao da-se por estimulos quimicos, irritativos e térmicos.
Como referido anteriormente, 0s mecanismos excitatérios secundarios podem ser
predominantes na HD e as fibras C ficarem mais activas®.

O urotélio da bexiga também representa a maior area de superficie ndo-neural para a
liberacdo de ACh durante o enchimento vesical. A sua libertacdo no urotélio aumenta com o
estiramento do detrusor e acontece sobre os receptores muscarinicos das células do
musculo liso, regulando o ténus da bexiga e ainda exercendo influéncia sobre os receptores
suburoteliais®.

A descoberta de miofibroblastos ou células intersticiais de Cajal no suburotélio,
extremamente ligadas por aberturas junccionais e que podem responder ao ATP de modo
similar a activacdo do ATP bloqueado nos receptores P2Y, conduzem ao raciocinio que
estas células possam representar o substrato para um Orgdo receptor ao estiramento®.
Doentes com HD apresentam um aumento significativo do nimero de fibras nervosas que
expressam TRPV; e P2X; comparativamente a individuos sem este diagndstico

urodinamico.
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De acordo com Burnstock’, o ATP libertado pelo urotélio de ratos em resposta a
distensdo vesical actuaria sobre os receptores purinérgicos P2X3; de neurdnios subepiteliais,
estimulando fibras aferentes que transmitiriam o impulso ao Sistema Nervoso Central (SNC),
dando inicio, assim, ao reflexo miccional. A utilizagdo de antagonistas do ATP também tem
se mostrado eficaz na reducdo da actividade aferente induzida pela distensdo vesical in
vitro?®,

Trabalhos realizados no laboratério de Farmacologia e Neurobiologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas Abel Salazar (ICBAS) demonstraram também que a transmissdo
mecano-sensorial nociceptiva, tanto em bexigas de rato como em humanos, ocorre a partir
da libertacdo de ATP do urotélio através da distensdo desse mesmo 6rgéo, activando os
receptores P2X; e/lou P2X,; dos neurdnios subepitelias. Estudos in vitro evidenciaram que o
urotélio e as fibras colinérgicas de amostras de doentes com BH libertam mais ATP do que

os controlos, causando hiperactividade dessas fibras e do detrusor.

A Toxina Botulinica

A toxina botulinica é a mais potente das neurotoxinas naturais, derivando de uma
bactéria anaerdbia que é o Clostridium botulinum, mas também de outras espécies como o
butyricum e o argentinense. O desenvolvimento das neurotoxinas como tratamento iniciou-se
em 1981, quando esta foi utilizada para o estrabismo. A utilizacdo da toxina botulinica
(BoTox, do Inglés Botulinum Toxin) no trato urinario inferior comegou a ser estudada 6 anos
mais tarde, na dissinergia detrusor-esfincteriana, com injeccbes no esfincter uretral para
reduzir as pressfes de esvaziamento da bexiga, pressdes uretrais e volumes residuais. Nos
altimos treze anos, o uso da BoTox revolucionou o tratamento dos sintomas intrataveis
associados & HDN e & HDI, tanto em adultos como em criangas®.

Apesar de se enfatizar o mecanismo de acgdo classico da BoTox associado ao
relaxamento muscular resultante da inibicdo da libertagdo de ACh pelos nervos motores,
sabe-se que esta toxina pode exercer efeitos por intermédio de diferentes mecanismos. A
BoTox pode ter uma acgéo antinociceptiva, através do bloqueio da libertagdo de péptidos
relacionados com a dor; pode ter efeitos directos e/ou indirectos sobre o Sistema Nervoso
Auténomo (e.g. glandulas salivares, sudoriparas e lacrimais, prostata). Desconhece-se, no
entanto, o papel desta toxina no tracto urinério inferior, nomeadamente sobre o urotélio e

sobre a actividade das fibras musculares lisas.
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Sobre a bexiga, a BoTox tem mostrado uma significativa reducéo nos elevados niveis
dos receptores sensoriais das fibras nervosas do suburotélio, mas ndo do urotélio, sem
causar a degeneracdo das mesmas. Nao se notam alteragdes histolégicas na densidade das
fiboras musculares, atrofia muscular, ou outra alteracdo degenerativa, além de existirem
poucas evidéncias em relagdo a reinervacdo por reorganizacfes axonais neoformadas. A
falta dessas reorganizacdes pode ser explicada pela diminuicdo dos niveis de NGF na
bexiga apds a aplicacdo da BoTox. Estes factos reforcam o conceito que 0 mecanismo de
accdo da BoTox difere para musculos estriados e lisos”.

Sabe-se ainda que a BoTox inibe a anormal libertacdo urotelial de ATP, reduz a
contraccdo do detrusor induzida pela capsaicina e inibe a libertacdo de factores de
crescimento neuronal na mucosa, modulando os padrdes vesicais atraves da inervagao
sensitiva. A diminuigdo dos receptores suburoteliais P2X; induzida pela BoTox é uma dessas
evidéncias, a qual sugere um mecanismo em parte mediado pelas vias aferentes e que
também se relaciona com a melhora da urgéncia urinaria**°. Somando-se ao efeito directo
sobre as fibras que levam informacdes aferentes a bexiga, a BoTox exerce accdo no

detrusor através do bloqueio da funcéo eferente dos nervos sensoriais®.

Urine
(pH changes, temperature changes, mechanical stretch)
l/’——\f/jl\’”‘j—\\_ﬁ

ol-o‘

-
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< ATPIACh

/‘\o
~ \
P \
56 @?9 ‘\
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Figura 2 - Mecanismo de ac¢&o da BOTOX. Mecanismo em cascata proposto para a acgdo da toxina

botulinica quando injectada intravesicalmente, através da mudltipla inibicdo de neurotransmissores e de neuropéptidos
pelas fibras nervosas do urotélio e suburotélio, reduzindo a express@o axonal do complexo SNARE dependente de
protéinas que estariam envolvidas na mecano-sensacdo da bexiga. Legenda: bl: lamina basal; mf: camada de
miofibroblasto; det: musculo detrusor; ATP: adenosina trifosfato; P2Xs: receptor purinérgico; TRPV1: receptor vanildide;
ACh: acetilcolina; NGF: factor de crescimento neuronal; SP: Substancia P; NK1: receptor taquicinérgico; P2Y: receptor
purinérgico; M2 e M3: receptores muscarinicos para AChZ.
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A utilizacdo da BoTox sobre a bexiga mostrou que ndo s6 induz o relaxamento do
detrusor, como também aumenta a capacidade vesical, 0 volume da primeira contrac¢do
reflexa do detrusor e a complacéncia vesical. Também s&o notadas mudangas na funcdo do
detrusor com diminuicdo das pressdes durante as fases de enchimento/armazenamento e
esvaziamento da bexiga. Estas alteracBes levam a significativas diferencas nos parametros
urodinAmicos, melhorando a polaquitrria e a incontinéncia®.

Assim, 0 mecanismo de accdo proposto a nivel da bexiga inclui ndo sé o bloqueio da
libertacdo de ACh, mas também o bloqueio do ATP, SP e reducdo na expressdo axonal de
receptores purinérgicos e vaniléides, tal como se observa na Figura 2'°. Isto pode ser
seguido de uma dessensibilizagdo central através do decréscimo do aporte de SP e de
factores neurotréficos. A somatoria destes efeitos leva a uma duradoura inibicdo dos
mecanismos aferentes e eferentes, que formam a base fisiol6gica para a sintomatologia da
hiperactividade detrusora®.

Com base nas evidéncias descritas, numa fase inicial deste trabalho (Estudo 1),
pretende-se investigar os niveis de ATP libertados na urina de mulheres com bexiga
hiperactiva idiopatica, comparando-os aos do grupo controlo, e ainda verificar se o ATP pode
ser considerado um marcador biolégico ndo invasivo no diagndstico e monitorizagdo da
hiperactividade vesical. A segunda etapa do trabalho (Estudo 2) pretende estudar o papel da
toxina botulinica sobre a libertacdo do ATP urinario e confrontar os resultados obtidos com a

melhoria da sintomatologia apresentada pelos doentes.
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MATERIAIS E METODOS

Estudo 1
Desenho do Estudo

Estudo epidemiolégico Observacional Analitico, de tipo “Coorte” prospectivo.

Populagcdo e Amostra

A populacdo do estudo consistiu em 67 mulheres, observadas na consulta de
Urologia do Hospital Geral de Santo Anténio - Centro Hospitalar do Porto (HSA-CHP). A
selec¢do ndo-aleatdria da amostra utilizou critérios de inclusdo e exclusdo do estudo (vide
rubrica ANEXOS, Anexo 1), baseados num exame urodindmico compativel com a definicdo
de HD da ICS.

As doentes com BH (n=35) foram incluidas apés confirmacao urodindmica de HD. A
etiologia da HD destas doentes era somente idiopatica. No grupo controlo (n=32) foram
seleccionadas doentes sem sintomas de BH e sem HD no estudo urodinamico.

Procedimentos

Este estudo ocorreu em 2 tempos - Visital e 2.

VISITA 1

Apos a confirmacéo dos critérios de inclusdo e exclusao, foi pedido a cada doente a
elaboragdo de um diario miccional de 3 dias consecutivos entre as Visitas 1 e 2. Como
critério de prossecucédo no estudo, cada doente deveria apresentar uma média superior a 8
micg¢Oes diarias, pelo menos um episédio de imperiosidade diaria e uma capacidade vesical

funcional inferior a 300 ml.

VISITA 2

Apds confirmacdo dos critérios da Visita 1, programou-se uma colheita de urina de
24h para avaliagdo da clerance da creatinina, creatinina, pH e ionograma urinarios e uma
amostra de sangue para avaliacdo da creatinina e ionograma séricos. Foram também

realizadas duas colheitas de urina em duas mic¢des consecutivas com a sensacdo de bexiga
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cheia. Apds cada micgdo, procedeu-se ao registo do volume urinado e a realizacdo de teste
com tira reagente para avaliar sumariamente a presenca de infeccdo urinaria, sendo
excluidas as doentes com teste positivo. Foram recolhidas amostras de urina para
doseamento de DHL e ATP urinérios. A urina de 24h e a amostra de sangue foram avaliadas
no laboratério de Quimica Clinica do HGSA e o DHL e ATP urinarios foram quantificados no
laboratério de Farmacologia e Neurobiologia do ICBAS. As amostras para estes Ultimos

doseamentos foram congeladas imediatamente em azoto liquido e armazenadas a -20°C.

Quantificacdo do ATP por bioluminescéncia

As amostras foram descongeladas até atingirem a temperatura ideal de 25°C.
Seguidamente, foram centrifugadas para remover possiveis restos celulares e foi realizada
uma avaliagdo suméaria do sedimento urinario. Adicionou-se ao sobrenadante uma mistura
de luciferina-luciferase (Roche ATP assay Il system bioluminescence detection). A
concentracdo de ATP foi avaliada num leitor de microplacas, comparando-se a

luminescéncia das amostras com uma curva padrao de ATP preparada diariamente.

Preparacdo dos padrdes e reagentes

A manipulacdo das amostras e dos reagentes necessarios ao doseamento de ATP foi
realizada utilizando-se uma técnica asséptica para evitar a contaminacdo dos mesmos com
material bioldgico, o que poderia falsear os resultados obtidos.

Todos o0s reagentes e amostras (previamente centrifugadas) foram colocados
sequencialmente num banho termostatizado a 25°C, a temperatura ideal para que ocorra
oxidagdo da luciferina na presenca de luciferase e ATP. A mistura liofiizada de
luciferina/luciferase (L/L) foi reconstituida no tampé&o indicado, tendo-se aguardado cerca de

uma hora (mistura protegida da luz) para que estabilizasse antes de ser utilizada.

Curva padrdo de ATP

Para determinar a concentracdo de ATP das amostras, comparou-se a sua
luminescéncia a obtida para concentracdes conhecidas de ATP. A curva-padréo foi realizada
a partir de uma solucéo inicial de 10 mM ATP, tendo sido realizadas diluicbes sucessivas até
se alcancar um minimo de 0,001 nM. As curvas-padrao foram realizadas diariamente, e o
valor em Relative Light Units (RLU) obtido para cada concentracdo conhecida de ATP foi

utilizado para o calculo da equacao da recta. A partir da equacao obtida, foi extrapolada a
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guantidade de ATP existente nas amostras. A todos os valores em RLU que integravam as
curvas-paddo de ATP foi subtraido o valor obtido das amostras que continham Tyrode
(branco das amostras).

Todas as amostras continham valores de ATP mensuraveis dentro do intervalo
indicado pelo kit (10*%- 10° M de ATP), estando de acordo com os valores de ATP incluidos
na curvas-padrao.

Determinacé&o da actividade da desidrogenase do lactato
Principio do método

A quantificagdo da actividade da DHL foi efectuada segundo o método descrito por
Stolzenbach (1986), cujo principio é baseado na seguinte reac¢éo apresentada na Figura 3.

o OH
LDH |
CH,—C—COOH +———+ CH,—CH—COOH
NADH NaD*
Piruvato Lactato

Figura 3 — Reaccédo de converséo de piruvato em lactato e vice-versa.

Na presenca de DHL, o equilibrio € deslocado no sentido da producédo de lactato e
NAD®. A actividade da DHL (U/mL) é medida pela velocidade de consumo de piruvato e da
forma reduzida de NADH. Assim, foi construida uma recta através da diminuicdo da
densidade Optica, a 365nm, devida a oxidacdo do NADH em funcdo do tempo. A partir do

declive dessa recta, determinou-se a actividade da DHL através da seguinte formula:

Procedimento experimental

Segundo o método descrito por Stolzenbach, preparou-se um tampéo fosfato (pH =
7,5) a partir de duas solucdes: A (50mM de NaH,PO,4.H,0) e B (50mM de Na,HPO,.2H,0).

Ao tampéo foi adicionado piruvato de sédio (Sigma). Assim, obteve-se um tampéo fosfato
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50mM contendo 0,6mM de piruvato. Seguidamente, adicionou-se NADH ao tampéo,
deixando-se 15 minutos a temperatura ambiente. A calibracéo do espectrofotometro (Jenway
6305 UV/Vis) foi feita utilizando-se a solucao tampao de fosfato com piruvato de sédio
previamente preparada. A actividade da DHL foi determinada através da diminuicdo da
absorvancia em fungédo do tempo (30”,1’,2° e 3’), a um comprimento de onda de 365nm,
apés a adicao de 200uL da amostra a 2,5mL de solugcdo NADH e piruvato em tampéao

fosfato.

Aspectos Eticos

Na Visita 1 foram fornecidas informacdes sobre o objectivo da investigacéo, os seus
riscos e beneficios, tendo sido solicitada a participagdo das doentes. Foi fornecido também o
termo de consentimento informado, assinado pelas participantes que concordaram em

colaborar no estudo.

Tratamento Estatistico

No estudo estatistico, consideraram-se os valores minimos, maximos, medianas e
médias. Para a comparagdo dos dois grupos em estudo, foi utilizado um teste néo
paramétrico, o teste U de Mann-Whitnney. Considerou-se a existéncia de significancia
estatistica para valores de p<0,05.

O software utilizado na andlise estatistica foi 0 SPSS®, versao 17.0.

Estudo 2
Desenho do Estudo

Estudo epidemiolégico do tipo Intervencional.

Populacdo e Amostra

A populacédo do estudo consistiu em doentes de ambos os géneros, observados na
consulta de Urologia do HSA-CHP. Foram seleccionados consecutivamente 10 doentes do
género feminino e 5 género do masculino, seguindo 0os mesmos critérios de inclusdo e
exclusdo do Estudo 1, assim como um exame urodindmico compativel com a definicdo de
HD da ICS. Todos os doentes seleccionados foram candidatos ao tratamento por injec¢éo
intravesical com toxina botulinica. A etiologia da HD destes doentes era idiopatica (n=11),

neurogénica (n=2) e relacionada a cistite intersticial cronica (n=2).
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Procedimentos

O estudo ocorreu em 4 tempos - Visitas 1, 2, 3 e 4.

VISITA 1

Esta visita decorreu seguindo-se o0 mesmo formato das Visita 1 do Estudo 1.

VISITA 2

Foram realizadas duas colheitas de urina, sob as mesmas condi¢bes das realizadas
na Visita 2 do Estudo 1 para quantificagdo de DHL e ATP urinarios. Também foi pedido a
estes doentes para realizarem um diario miccional.

Nesta visita foi realizado um questionario sobre a BH, cedido pela Patient Reported
Outcomes in Lower Urinary Tract Symptoms and Sexual Health, o OAB-g (vide rubrica
ANEXOS, Anexo 2).

VISITA 3

Procedeu-se a aplicagéo da toxina botulinica no HSA-CHP.

VISITA 4

Realizou-se entre a 4% e a 6% semana apoés a Visita 3. Mais uma vez, pediu-se para
gue os doentes trouxessem o diario miccional dos 3 dias consecutivos anteriores a data
desta visita. Foram realizadas mais duas colheitas de urina para nova quantificacdo dos
niveis de DHL e ATP urinarios.

Aplicou-se, novamente, a cada doente o questionario OAB-q.

Questionario OAB-q

O questionario OAB-Q foi desenvolvido pela Patient Reported Outcomes in Lower
Urinary Tract Symptoms and Sexual Health para avaliar o transtorno provocado pela
sintomatologia da BH, assim como o seu impacto sobre a qualidade de vida (QV) destes
doentes. Este documento foi desenvolvido e validado para doentes de ambos os géneros,
com ou sem incontinéncia urinaria associada.

O OAB-g consiste num questionario de 33 questdes, sendo as 8 primeiras

relacionadas a severidade dos sintomas (intensidade da imperiosidade, frequéncia miccional
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e frequéncia dos episddios de noctlria e incontinéncia urinaria) e as restantes 25,
direccionadas a avaliacdo da qualidade de vida dos doentes. As 25 questées compreendem
4 subescalas de avaliacdo - Adaptacdo, Preocupacdo, Sono, Social — e ainda um score total
de QV relacionado a saude, o HRQL (do inglés, Health-Related Quality of Life).

O inquérito foi auto-administrado a cada um dos doentes, durante um periodo de 10

minutos, antes e semanas apds a aplicacdo da toxina.

Aplicacdo da BoTox

Foram utilizadas 3 tipos de toxina botulinica tipo A (Botox, Dysport e Xeomin)
injectadas em doses que variaram entre 100 e 500 unidades. As injec¢des foram aplicadas
em 20 a 30 pontos pré-determinados no detrusor, fora da regido do trigono vesical, de
acordo com o protocolo de aplicagdo de toxina botulinica seguido pelo Hospital de Santo

Anténio — Centro Hospitalar do Porto.

Doseamento da concentragdo urinaria de ATP
Procedeu-se a andlise e quantificacdo destas amostras seguindo as mesmas
orientagcbes do Estudo 1.

Aspectos Eticos
Também na Visita 1 do Estudo 2 foram fornecidas informac&es sobre o objectivo, os
riscos e beneficios do mesmo. Os doentes que concordaram em participar no estudo

assinaram o termo de consentimento informado.

Tratamento Estatistico

No estudo estatistico, consideraram-se o0s valores minimos, maximos, medianas e
médias. Para a comparacdo das duas amostras relacionadas deste estudo, foi utilizado um
teste ndo paramétrico, o teste de Wilcoxon. Considerou-se a existéncia de significancia
estatistica para valores de p<0,05.

O software utilizado na analise estatistica foi o SPSS®, versao 17.0.
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RESULTADOS

Estudo 1
Caracterizacdo da Amostra

A amostra é composta por 100% (n=67) de doentes do género feminino.

Tabela | - Andlise da idade entre os grupos.

n 32 35

Idade Minima 25 22

p = 0,002

Na Tabela |, pode-se observar a diferenca entre as médias de idade dos dois grupos
estudados (Controlos: 46.48 + 2.31 anos versus BH: 57.11 + 2.21 anos), podendo-se

também constatar que esta € estatisticamente significativa (p<0,05).

Principais parametros analiticos da urina
Para nenhum dos pardmetros analisados na urina de 24h, verifica-se diferencas

estatisticamente significativas entre os dois grupos em questéo (Tabela Il).

Tabela Il - Anélise dos principais parametros analiticos da urina

Controlos BH
Clearance da Creatinina (ml/min) 98,86 = 9,58 116,70 £ 7,07 0,171

pH urinario 6,71+ 0,42 5,85+0,29 0,135
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Diario Miccional

A partir da andlise dos Diérios Miccionais (Figura 4), observou-se que o volume médio
do grupo controlo e do grupo com BH era de 201,39 + 12,69 ml e 173,20 + 17,68 ml,
respectivamente. Para um valor de p superior a 0,05 (p = 0,221), n&do se afere significancia
estatistica entre os volumes médios destes grupos.

Amostras de Urina

VOLUME URINARIO

Ambos 0s grupos apresentaram uma meédia de volume na 22 micgdo superior a da 12
(Figura 5). Analisando-se os resultados separadamente por micgdo, observou-se que o
grupo controlo exibia médias de volume maiores do que as do grupo com BH (12 micc¢éo:
230,34 + 22,48 ml versus 212,37 £ 25,66 ml; 22 miccdo 303,45 + 29,28 ml versus 259,86 +
23,13 ml). No entanto, como em ambas as mic¢des, o valor de p € superior a 0,05 (12
miccdo: p = 0,295; 22 miccdo: p = 0,243), ndo se pode inferir que existe diferencas
significativas desta variavel entre os grupos em questao.
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Figura 4 — Andlise do diério miccional entre o grupo
controlo e o grupo com BH.
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Figura 5 — Anélise do volume urinario por micg¢éo.
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Figura 6 — Andlise do ATP urinario entre 0s grupos, por micgéo.
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ATP

Os dois grupos demonstraram niveis de ATP da 22 micgdo superiores aos da 12
miccédo (Figura 6). Quando analisados por micgéo, constatou-se que o0 grupo controlo exibia
uma média de ATP inferior, comparativamente ao grupo com BH (12 micgao: 2,98 £ 0,46 nM
versus 6,26 + 1,22 nM; 22 micg¢éo: 5,03 = 0,92 nM versus 10,41 £ 1,51 nM). Para ambas as
micgOes, pode dizer-se que o0s niveis de ATP cruzados relacionam-se de modo
estatisticamente significativo, uma vez que o valor de p calculado € inferior a 0,05 (12
miccdo: p = 0,025; 22 micgcao: p = 0,002).

DHL
Da andlise dos niveis de DHL, constatou-se que o grupo controlo apresentava valores
superiores em relagdo ao grupo com BH em ambas as micgdes Contudo, esta diferenca nao

tem significado estatistico.

Tabela lll - Analise dos niveis de DHL.

Controlos OA Controlos OA

DHL (U/L) 20,07 +£4,30 14,66+ 2,92 8,86, + 3,13 6,25+ 1,11
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Da analise dos graficos de disperséo (Figura 7), em escala logaritmica, entre a idade

e os niveis de ATP na 12 e 22 mic¢des, verificou-se, em ambas, que a idade exerce pouca

influéncia sobre os dois grupos. Essa mediacdo é ainda menor no grupo com BH.
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centro hosFi:’ilar
Curva ROC ATP

A é&rea sob a curva desta correlagdo é de 69,8%, com um intervalo de confianca a

95% de 57,1 a 82,5 (Figura 8). Verificou-se uma significancia estatistica de 0,005.
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Figura 8 — Curva ROC para ATP.
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Estudo 2
Caracterizacdo da Amostra

A amostra deste estudo é composta por 15 doentes, sendo 66,7% (n=10) do género
feminino, e 33,3% (n=5) do género masculino. A idade média compreendida é de 56 anos; a
minima, de 20 anos e a maxima é de 84 anos. A maioria dos doentes (n=11) apresenta HD
idiopatica relacionada a BH, como se pode observar na Figura 9.

Cistite
Intersticial
13%

HD ldiopatica

74%

Figura 9 — Distribuicdo da amostra por etiologia da HD.

Andlise das Amostras de Urina

VOLUME

Em ambos as situagfes, pré e pos toxina, os doentes apresentaram uma meédia de
volume urinado na 22 mic¢ao superior a da 12 mic¢do (Figura 10). Por micgéo, observou-se
uma diferenca maior entre volumes na 12 do que na 22 (12 micc¢éo: 138,20 + 19,34 ml versus
217,86 + 40,33 ml; 22 mic¢éo 214,64 + 38,75 ml versus 240,00 + 32,18 ml). Apos a analise
estatistica, verificou-se que apenas o valor de p calculado para a diferenca de volumes da 12
micc¢do € inferior a 0,05 (12 micg¢do: p = 0,010; 22 micg¢do: p = 0,401), afirmando-se, entdo, a
sua significancia estatistica. Note-se que a 22 miccéo € obtida ap06s ingestdo abundante de

agua no Servico de Urologia, diurese forcada.
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Figura 10 - Analise do volume urinério pré e pds tratamento com a toxina, por micgéao.
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Figura 11 — Analise do ATP urinéario pré e pos tratamento com a toxina, por micg¢ao.
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ATP

Quer antes, quer depois do tratamento com a toxina botulinica constataram-se niveis
de ATP superiores na 22 miccdo em comparagdo com a 12 miccéo (12 micc¢éao: 4,13 + 0,75
nM versus 3,51 + 1,16 nM; 22 miccdo: 8,48 + 2,13 nM versus 6,87 + 1,25 nM). Decompondo-
se a analise por mic¢ao, visualizou-se que em ambas ha uma diminui¢do dos valores de ATP
apos a aplicacdo da toxina (Figura 11). Para estes valores, no entanto, ndo se constata uma
correlacdo estatisticamente significativa, uma vez que o valor de p calculado é superior a
0,05 (12 micgédo: p = 0,382; 22 miccao: p = 0,433).

DHL
N&o se verifica uma relagéo estatisticamente significativa entre os niveis de DHL pré

e pos toxina, quer na 12 miccao, quer na 22 miccao (Tabela IV).

Tabela IV - Andlise dos niveis de DHL pré e p6s toxina, por micgéo.

la Micgao 2a Miccéo
Pré Toxina Pds Toxina Pré Toxina Pés Toxina
n 14 13 13 11
DHL (U/L) 2,15+ 0,41 1,09+0,11 1,41 + 0,22 1,70+ 0,20
p =0,074 p = 0,444

Questionario - OAB-q

SEVERIDADE

Sabe-se que ha uma correlacao directa entre a severidade e a sintomatologia para a
patologia, assim, quanto maior a pontuacdo maior a severidade da sintomatologia dos
doentes. Considerando esta andlise, verificou-se que apés a aplicacdo da toxina (Figura 12),
houve uma melhoria significativa dos sintomas (decréscimo na pontuacao de 59,5 para
22,5), comprovada pelo nivel de significancia estatistica, através de um valor de p inferior a
0,05 (p = 0,043).
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Figura 12 — Analise da subescala “Severidade” pré e pds toxina.

120 OAB-q

100 - *
OPré toxina
80 B Pdstoxina
*p<0.05
60

Pontuagdo

40

20

6 6 6 6

Adaptacdo Preocupac¢do  Sono Social

Figura 13 — Analise das subescalas “Adaptacao”, “Preocupacao”, “Sono” e “Social”
pré e pos toxina.
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QUALIDADE DE VIDA (QV)

Relativamente aos parametros relacionados com a QV, quanto maior a pontuacao da
escala melhor o nivel de bem-estar dos doentes. Todas as 4 subescalas avaliadas, sem
excepcdo, demonstraram aumento na qualidade de vida ap6s a aplicagdo da toxina
botulinica (Figura 13). Nas subescalas “Adaptagdo” e “Preocupacgao” a diferenca €
estatisticamente significativa ao ser calculado um valor de p, para ambas, inferior a 0,05.
Com valores de p igual a 0,114 e a 0,144, ndo se verificou, no entanto, significAncia
estatistica nas subescalas “Sono” e “Social”, respectivamente.

No que respeita o score total HRQL (Figura 14), observou-se um aumento
estatisticamente significativo da qualidade de vida (acréscimo na pontuacdo de 60,67 para

91,33), evidenciado por um valor de p inferior a 0,05 (p = 0,028).
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Figura 14 — Analise do score total HRQL.
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DISCUSSAO

Estudo 1
Na primeira parte do trabalho, observou-se que o grupo de doentes com BH

apresentava niveis urinarios de ATP superiores aos do grupo controlo.

Sabe-se que a expressado de receptores e a libertacdo de moléculas sinalizadoras de
origem urotelial estdo aumentados com a idade?®®. Tendo em conta esse facto e
considerando-se a diferenca estatisticamente significativa entre as idades dos dois grupos
estudados, poder-se-ia atribuir tais niveis de ATP no grupo com BH a sua média de idade
superior. Para elucidar a possivel influéncia deste factor sobre os niveis de ATP, efectuou-se
um grafico de dispersdo entre as variaveis em questdo. A partir da analise destes resultados,
verifica-se que a idade exerce pouca influéncia sobre ambos os grupos de doentes,
sobretudo no grupo com BH. Desta forma, exclui-se a possibilidade de niveis aumentados de
ATP no grupo com BH advirem do aumento da transmisséo purinérgica devido as alteraces
da estrutura e da funcdo vesical relacionadas com a idade. Os niveis de ATP também
poderiam estar elevados devido a lesdo celular predominante nos doentes com BH. Esta
hipotese foi, no entanto, excluida pela auséncia de varia¢des significativas dos niveis de
DHL entre os dois grupos analisados.

Embora haja dificuldades em identificar-se a origem do ATP urinario, este estudo
refor¢ca a hipotese de que a libertagdo deste nucle6tido, provavelmente a partir do urotélio
durante a fase de enchimento vesical, poderia activar as fibras aferentes e, assim, actuar
como um sinal para a sensagéo de urgéncia predominante nos casos de BH. Outros estudos
confirmam esta hipétese, demonstrando que niveis superiores de ATP urinario em casos de
HD estéo relacionados com a precipitacdo do primeiro estimulo miccional e com a existéncia
de uma menor capacidade de armazenamento vesical®. No presente trabalho, ndo se
encontraram, no entanto, diferencas significativas quer no volume médio avaliado pelo diario
miccional, quer na diferenga entre o volume urinado nos dois grupos de doentes nas duas
mic¢cBes consecutivas analisadas. A auséncia de significAncia destes resultados podera
resultar de uma falta de rigor por parte dos participantes na medic&do do volume urinado para
elaboracdo do diario miccional, podendo considerar-se um viés de informacdo ou de
exactiddo no registo por parte dos doentes. Este fendbmeno podera ser atenuado através do

aumento da amostra ou do treino dos doentes para uma execucgéo correcta dos registos.
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O papel do ATP intravesical na etiologia da BH é também apoiado por estudos com
modelos animais, nos quais a aplicacéo intravesical de ATP serviu de modelo para a HD. A
administracdo de ATP diminuiu a capacidade de armazenamento vesical e o volume
miccional, além de ter aumentado a frequéncia urinaria®. Houve, porém, na maioria desses
estudos um efeito marginal sobre a pressdao méaxima do detrusor.

Sugere-se ainda que o ATP libertado do urotélio esteja relacionado com receptores
purinérgicos P2X; da via sensorial aferente suburotelial, desencadeando o reflexo miccional.
A densidade dessa via neuronal encontra-se aumentada em pacientes com HD®. Além disso,
estudos em ratinhos mostram que a perda de receptores P2X; relaciona-se com a
diminuicdo da frequéncia miccional e o aumento da capacidade vesical. Associados, estes
resultados sugerem que a interaccao entre o ATP, os receptores P2X; e a via aferente seria
importante na regulacdo da sinalizacdo aferente da BH.

De forma a constatar o potencial do ATP como marcador biolégico da BH,
correlacionou-se a sensibilidade e a especificidade destas determinagfes na urina dos
doentes. As caracteristicas da curva ROC determinada (AUC: 69,8%; IC 95%: 57,1-82,5)
evidenciam o desempenho satisfatorio do ATP como marcador biolégico para a identificacdo
e seguimento de doentes com BH. O doseamento sistemético dos niveis de ATP urinarios
apresenta vantagens relativamente aos métodos urodindmicos invasivos, ja que é de simples

execucao e nao é invasivo.

Estudo 2
Na segunda parte do trabalho, avaliou-se a sensibilidade do doseamento do ATP

urinario as variagfes sintomaticas dos doentes com BH tratados com toxina botulinica. Esta
estratégia facilitou o desenho do estudo, através da criacdo de dois momentos precisos de
avaliacdo clinica, analitica e terapéutica dos doentes, isto é, antes e semanas apés a
injeccdo intravesical de toxina botulinica. Apesar da amostra deste estudo estar limitada a
um namero reduzido de doentes e da populacgdo incluida ser heterogénea quanto ao género
e a patologia subjacente, os resultados preliminares obtidos permitiram inferir a existéncia de
diferencas entre os dois grupos, incentivando a prossecucdo do estudo através do
alargamento da amostra e, eventual, subdivisdo dos doentes de acordo com a etiologia da
BH.
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Os resultados mostram que a melhoria sintomética dos doentes com BH apds
tratamento intravesical com toxina botulinica se relaciona com uma tendéncia (embora ainda
sem significado estatistico) para a redug&o dos niveis de ATP avaliados na urina. A auséncia
de significado estatistico entre os niveis urinarios de ATP antes e semanas ap0s a injec¢ao
de toxina botulinica pode dever-se ao tamanho (reduzido) da amostra, mas também a sua
heterogeneidade que impede o agrupamento dos individuos por género (as mulheres
apresentam niveis de ATP mais elevados que 0s homens) e por doenca subjacente. Apesar
disso, o resultado obtido vai ao encontro do que se sabe até agora acerca da accdo da
toxina botulinica sobre o urotélio, mais especificamente, o seu efeito sobre a libertagdo de
ATP pelas células uroteliais.

Os estudos desenvolvidos sobre esta tematica tém sido descritos maioritariamente
em modelos animais. A libertacdo de ATP urotelial causada pela estimulacdo mecano-
receptora foi avaliada in vitro na bexiga de ratinhos com lesdo medular para determinar se a
administracdo de BoTox intravesical inibiria a libertagdo desse neurotransmissor. Os
resultados demonstraram que a estimulacdo hipo-osmotica do urotélio da bexiga provoca
uma libertagcéo significativa de ATP, que é marcadamente inibida (53%) pela BoTox. Estes
resultados sugerem que a inibicao da libertacao de ATP pelo urotélio pode contribuir para os
efeitos benéficos da toxina em situagfes de HD'®. Noutro modelo de BH em ratinhos, testou-
se a inibicdo da contrac¢édo do detrusor induzida pelo ATP e pela capsaicina, verificando-se
uma diminuigdo da frequéncia de contracgdo, assim como uma menor pressdo intravesical
ap6s a aplicacao da toxina. A capsaicina, para além de causar a libertacdo de ATP pelo
urotélio humano e dos roedores®, induz hiperactividade do detrusor através da libertacdo de
neuropéptidos pela via sensorial aferente, os quais podem despoletar contrac¢bes do
musculo liso da bexiga (funcdo sensorial eferente). A toxina ndo bloqueou a acg¢do da
capsaicina de forma tao eficiente como a do ATP, presumivelmente, por ter um mecanismo
de acgdo distinto. Desta forma, este estudo demonstrou também a eficacia da accdo da
toxina no bloqueio das vias purinérgicas®.

No Homem, o efeito da toxina sobre a via aferente, foi observado num estudo
imunohistoquimico realizado com fragmentos de bexigas de doentes com HDI e HDN. A
densidade de fibras TRPV1 e P2X; imunoreactivas diminuiu significativamente apos a
aplicacdo da toxina, sugerindo-se que niveis aumentados desses receptores sensoriais

estariam relacionados com a sintomatologia da BH. Esse mesmo estudo demonstrou
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também uma melhoria da urgéncia urindria, num periodo entre 4 e 16 semanas apés a
aplicacdo da toxina’.

Outro resultado relevante do estudo actual, relaciona-se com a eficacia da BoTox na
melhoria clinica dos doentes com BH. Mais uma vez, embora os resultados se baseiem nas
respostas de apenas 6 doentes que concluiram com sucesso as respostas a um questionario
validado (OAB-q), foi possivel provar que ha diferencas estatisticamente significativas na
severidade dos sintomas no sentido da sua atenuacao apos a injeccéo intravesical da toxina.
Estes resultados estdo de acordo com uma compilacdo de estudos que avaliaram o efeito da
toxina por sintomas, a qual revela que, relativamente a frequéncia urinaria, a BoTox é capaz
de reduzir até 40% o numero de micgbes diarias; no que respeita a incontinéncia, ha uma
reducdo de 72% (51% -91%) de perdas urinarias, e quanto a urgéncia, foi relatada uma
reducdo de 70,5% (63% -78%) desses mesmos episodios®. Em relacdo aos parametros
urodindmicos, também foram visiveis as alteragdes provocadas pela BoTox, evidenciando-se
um aumento da capacidade maxima em 47%, uma diminuicdo da pressdo maxima do
detrusor e um aumento do volume relacionado ao primeiro estimulo miccional.

AlteracBes mensuraveis nos parametros clinicos nem sempre traduzem a satisfacédo
pela melhoria que o doente apresenta. Por esse motivo, tém sido desenvolvidas técnicas
para a avaliacdo da qualidade de vida, seja por escalas visuais analégicas ou questionarios
validados. Tanto em estudos que utilizaram essa escala, como inquéritos, tais como o
Urinary Distress Inventory-6 (UDI-6), o King's Health Questionnaire (KHQ) e o Incontinence
Impact Questionnaire (IIQ-7), demonstrou-se que a BoTox é responsavel por uma melhoria
significativa na qualidade de vida, através de subescalas relacionadas as limita¢des fisicas,
sociais e psicolégicas e ainda de uma subescala de pontuacéo geral®.

Neste estudo também se verificou melhorias em parametros da QV relacionados com
a adaptacdo e com a preocupacao dos doentes com a sua patologia, assim como no score
total, o HRQL. Relativamente aos parametros que avaliam a qualidade de vida social e a
qualidade de sono, houve melhorias, embora sem atingirem significado estatistico. Para
ambos os parametros, isto pode dever-se uma vez mais a limitagdo da dimensdo da
amostra. No que respeita a nocturia, podem estar relacionados factores desconhecidos que
contribuem para a sua fisiopatologia, como é referido no estudo de Kalsi'®, os quais
contribuiriam para um atraso pontual na melhoria desse sintoma ap0s a aplicacéo da toxina.
Quanto a qualidade de vida social, talvez o tempo utilizado neste estudo para avaliar o efeito

da toxina seja diminuto comparativamente aos habitos adquiridos em anos para a adaptacao
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a esta patologia. Esta subescala, além de depender do proprio doente, envolve 0 meio e 0s
individuos com que convive, sendo necesséario também tempo para a adaptacdo de ambas
as partes.

A luz do conhecido efeito anticolinérgico da BoTox e da crescente evidéncia de um
mecanismo de accdo através do bloqueio da libertacdo de receptores, neuropeptidos e
neurotransmissores envolvidos na fisipatologia da BH, os niveis inferiores de ATP na urina
apos a injeccdo intravesical da toxina botulinica, associados a melhoria precoce da
sintomatologia e QV registados no presente estudo parecem resultar de um efeito precoce
da toxina nas vias aferentes da bexiga. No entanto, como ja referido, futuramente seria uma
mais valia dar continuidade ao estudo actual com uma amostra mais significativa. O aumento
do tamanho da amostra permitir4 agrupar os doentes por género e por patologia subjacente,
bem como analisar a relagdo entre os niveis urinarios de ATP e a sintomatologia com a
dosagem e duracao do efeito da toxina administrada.

Em conclusdo, neste estudo demonstrou-se que os doentes portadores de bexiga
hiperactiva idiopéatica possuem niveis urinarios de ATP significativamente mais elevados do
gue o grupo controlo. Os resultados preliminares obtidos no seguimento dos doentes com
bexiga hiperactiva submetidos a tratamento com toxina botulinica, mostram uma tendéncia
para a reducdo dos niveis urinarios de ATP que acompanha a melhoria sintomética destes
doentes. Estes dados permitem sugerir que a quantificacdo dos niveis urinarios de ATP pode
ser considerada um biomarcador néo invasivo no diagnostico (e seguimento terapéutico) da

sindrome de bexiga hiperactiva.
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Anexo 1

Abaixo encontram-se os critérios de inclusédo e excluséo utilizados neste estudo para a

seleccdo dos doentes.

Critérios de Inclusao
Estudo l1e?2

o Doentes do género feminino com idade = 18 anos e com Sindrome de Bexiga
Hiperactiva, da Consulta de Urologia do HSA-CHP, capazes de compreenderem a
informagdo dada e tendo assinado e datado o Termo de Consentimento
Informado, de forma livre e esclarecida.

o Doentes com diagnostico de Bexiga Hiperactiva, com ou sem Incontinéncia de
esfor¢co durante pelo menos 6 meses antes da Visita 1.

o Hiperactividade do Detrusor confirmada por exame Urodinamico efectuado 3
meses antes da Visita 1, de acordo com as orientacdes da ICS: hiperactividade do
detrusor definida como contrac¢des involuntarias e espontédneas do detrusor
durante a fase de enchimento do ciclo miccional.

o Diéario Miccional de 3 dias consecutivos entre as Visitas 1 e 2, apresentando, em
média, entre todos os dias documentados:

o Pelo menos 8 micgbes/dia;
o Pelo menos um episodio de imperiosidade/dia;
o Capacidade Vesical Funcional < 300ml.
o Depuracdo de creatinina < 71 ml/min/1,73m2, na urina de 24 hrs que sera

realizada entre Visita 1 e 2.

Estudo 2

o Doentes com indicagédo para tratamento com toxina botulinica, segundo critérios

do médico assistente.
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Critérios de Exclusao

Estudo 1e?2

o Medicacdo concomitante:

Tratamento com farmacos que afectam a funcdo da bexiga (ex.
anticolinérgicos, anti-espasmadicos, inibidores da recaptacdo da
serotonina-noradrenalina) nos 14 dias que precedem a Visita 2;
Tratamento com toxina botulinica, capsaicina ou resiniferatoxina
nos 12 meses que precedem a Visita 1 ou em qualquer outra altura
durante o estudo;

Utilizacdo de agonistas colinérgicos e de inibidores da colinesterase, por
ex. betanecol, donepezil, rivastigmina;

Doentes que estejam a tomar dadores de nitratos ou de 6xido
nitrico;

Utilizacdo de inibidores da PDES5 nos 7 dias que precedem a Visita 1 ou

em qualquer outra altura durante o estudo.

o Historia Clinica passada ou actual - Patologias do Tracto Urinario:

Insuficiéncia renal;
Infeccdes urinarias;
Historia de refluxo vesico-uretral secundario;

Macro ou micro-hematuria inexplicavel, conforme determinado pelo

investigador;
Histéria de qualquer carcinoma do tracto urogenital;

Retencédo urinaria ou obstrucao clinicamente significativa do orificio

de saida da bexiga, conforme determinado pelo investigador;

Instrumentagdo do tracto urinario inferior (incluindo cistoscopia,
estudo urodindmico) nos 14 dias que precedem a Visita 1 ou em

qgualquer outra altura durante o estudo;

Biopsia a bexiga nos 30 dias que precedem a Visita 1 ou em

qualquer outra altura durante o estudo;

46

centro hospitalar
do



O ATP como biomarcador da bexiga hiperactiva e o beneficio
clinico da toxina botulinica

cento hosptlar
= Qualquer histéria de radioterapia pélvica;
» Cateter permanente.

o Historia Clinica passada ou actual - Patologias Gerais

= Qualquer distarbio clinico, psiquiatrico ou de abuso de substancias
que, na opinido do Investigador, possa afectar a capacidade do
doente para completar o estudo ou impossibilitar a participagéo do
doente no estudo;

= Histéria de malignidade em qualquer sistema de 6rgaos, tratada ou
ndo, nos ultimos 5 anos, independente de haver evidéncia de

recorréncia local ou metastases;
= Distarbio hemorragico;

= Doentes que ndo tém condigbes ou rejeitam a possibilidade de

cateterismo vesical intermitente;

= Doentes que ndo estejam dispostos ou que sejam incapazes de
completar independentemente o diario de miccdo ou o0s

guestionarios;

= Doentes iletrados ou que sejam incapazes de compreender o diario

de mic¢ao ou os questionarios.

47




O ATP como biomarcador da bexiga hiperactiva e o beneficio
clinico da toxina botulinica

centro hospitalar

Anexo 2

Questionario OAB-q cedido pela Patient Reported Outcomes in Lower Urinary Tract
Symptoms and Sexual Health.

Iniriais dova entrevistado’a Enfravistadea o

Questionirio sobre Bexiga Hiperativa

Este questionanic quer saber o guanto vocs for incomedado/a por deternmnados sintomas da baxiga
durants 23 tltmmas 4 semanzs. Por favor, faca wan “*7 no quadrade da resposta que melhor descrave o
quanto vooé fon mcomedade/a por cada sintoma durante as ulimas 4 semanas. Nao ha respostas certas ou
erradas. Por favor, responda a todas as perzuntas.

. ) s - o e
Durame as n_.lmnns 4 semanas, o quanto voce foi Nada Quasze U'm soficien-  Muito !'.I!uus.-
incomadada’a por .. nada  pouce te sImo
1. Unnar freqientemente durante o dia? D D I;I l;l I;‘ E‘
2. Ums voutade urgents e desconfortavel de O O O O O O
urinar? ' y 4 : “
3. Uma vontsde repenting @ ureente de vrinar com [ O O O O O
pouco ou nenhum aviso previo? I 1 I 4 2 J
4. Pardas acidentais de pegquenss quantidades da O O | O O O
urinz? ! ? y . “
5. Ter gue levantar durspie 8 noite para nrinsr? D O I;I l;l I;‘ E‘
&, Acordar dursnfe a poife porque vocd feve que O O | O O O
urinar? ! ? y . “
7. Uma vontade inconfrolavel e urgente de urinar? O Ol l;l I;I I;‘ I;l
E. Perda dewrina associada 3 uma fore vontade de [J | O O O O
. 7 ] 3 ] % &
As perguntas acima sio sobre o Incémedo cansado por cerfos sintomas de bexaga. Mas prosamas

pergumtas, por favor, pense em sens sintomas de bexiga das altimas 4 semanas e em como estes sinfomas
afetaram zuz vida. Por favor, responda 2 cada perzunta sobre com que fSeqiiéneia voos se sentiu desta
forma, da melhor maneira que puder. Por faver, a cada pergunta, faga um “*" ne guadrado que melher
corresponde 3 sua resposta.

Brazilian Portuguere O4B-g, ver [0, 2004 1
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niciais dova exire o Entrevistado/a n _
Lo . Cuaze o
Durante as ultiimas 4 semanas, coIn que N Quase Alpnmas  MMuitas P O tempo
fregiiencia sens sintomas de bexiga. . SRR pomca vezes VEZES :ﬂﬁq todao
—
0. Fizersm vocé planejar cuidadosamsente O O O O O O
seus rajetos diados? ' 2 ? ! } ¥
10. Fizersm vocd se sensr mole ou O O M O O O
sonolenta'a darante o dia? ! J ? ! d ¥
11. Fizeram vocé ficar no lugar mais
pronime do barhsiro quands voce fod 2 D D I? I;l E“ El
locais publicosT
12. Cansaram-The soffimento on angistia? :| D ;‘ I,: E,‘ IE
13. Abomeceram voca? D D I;‘ l;l I:J El
14. Fizeram vocé 58 seniir como 58 houvessa O O H O a O
alpama codsa emrads com vooe? ! J ? ! d ¥
15, Interferiram e sua capacidade de ter O O 1 1 O I
nma boa woite de sona” ! 2 ? ! d ¥
16. Fizeram vocd diminoir suss atvidadas O O ] O O O
flzicas (exercicios, espories, e )? ! J ? ’ y ¥
17. Impeditam vocé de se sentic O O O O O O
descansade’a ao scordar pela marhi? I i ? ’ i ¥
1E. Abomracersm sus famils e ses amizos? :I D ? I,: E;' I;
10, Fizeram vocé se senfir ansioso/a ou O O O O O O
]}t‘ED.."L'IpaIiD.a-’ 1 2 i 4 L &
20. Fizeram vocé ficar em casa mais do que O O H O | O
vooé gostaria? ' 2 ? ! } ¥
21. Fizeram vocs adapiar saus plavos de
viagem e de seus trajetos diarios pars D D I;‘ l;l I:J El
asfar sempre perto da wn banbsirn?
22. Fizersm vocé evitar stvidsdas em que
030 ha banheiro por pero (por exemplo; O O M O O O
1 2 a 4 L &

paszeios a pa, corridas, longas
caminhadas)?

Braziiimm Portuguese Q4B-q, ver 1.0, 2004
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Iniciais doa emirevistadoda; Enmevisadaan®
. . Caze o

Dwrante as ulfimas 4 semanas, com que N Quase Alpumas  Muitas 0 tempo

freqiiéncia seus sintomas de bexiga. .. SUNEA humca VETE: Veze:r tempo todo

tado

23. Fizeram voce se sentr imitada’a on
aborrecido’a por cansa do tempo que vocé 7 D l;l I,] E‘ I:‘l
passon no banhsing?
24, Acordaram vocd durante o sono? I; D I; I,:l I;l :5|
25, Debxaram vocé preocapado/a com o cheiro O O O O O O
o 3 higrene? 1 2 3 f s f
26. Fizeram vooé se sentir pouce 4 vontade o
wizjar com oulras pessoas, pela necessidade I; D I; I;l I;l :J
de parar para ir a0 banheing?
27. Afetaram sen relacionamento com sua O O O O O O
farilia & seus smipos? | 1 3 2 3 §
25, Fizeram vooé dimimir suas paricipacses
BIn TEU Ges S0Cials oo festas ou visitas a I; D I; I;l I;l :J
s familia ou a amigos?
20 T 2 cn cemtir - O a O O O O
20, Fizeram vooe se senfr consmangido/a? 3 5 = F = A
30. Tmpediram voce de dommir o fanto que vocs O O O O O N
precisava’ 1 2 3 4 : P
31. Fizeram vooé ter problemas com sen/sus O O O O O O
PArCEirs PANCEITE O eSposo/ET ! 2 } ! ¥ '
32. Fizerzm vocé planejar suss afvidades com O O O O O N
mais cuidada? | 2 : ! ¥ '
33, Fizeram vocé localizar o banheiro mats
provimo assim que chegava A w hugsr I:II D l;l I;‘ E‘ I:‘l
odie mmca tinks estado?
o Copyright 2004 PEzer. All righits reserved.
Brazitan Portuguese Q4B-q, ver 1.0, 2004 3
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