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RESUMO

O urotélio da bexiga liberta ATP em resposta amagts mecanicos (e irritantes
quimicos). Este nucledtido pode activar fibras asag sensitivas suburoteliais responsaveis pelo
reflexo miccional. Existem evidéncias de que avatdde purinérgica (contraccdes resistentes a
atropina) aumenta nos doentes com hiperactividadeal (e.g. cistite intersticial), embora a
fisiopatologia desta entidade clinica seja parcait® desconhecida.

O objectivo deste trabalho foi o de investigarkeettiacdo de ATP a partir do urotélio
vesical e o efeito dos receptores purinérgicos eitexo miccional num modelo de bexiga
hiperactiva no ratin vivo produzido pela infusdo intravesical de acido acéti

As experiéncias foram realizadasvivo em ratos machos da estirpe Wistar (300 — 450q)
anestesiados com uretano (dose inicial: 1,2 g/lkgedle manutencao: 0,1 g/kg) em respiracao
espontanea. A cupula da bexiga foi cateterizada wora canula de trés vias para infusao de
farmacos e medicdo continua da pressao intravesialés de um transdutor de pressao. O
reflexo miccional foi desencadeado pela distensfibakiga causada pela infusdo continua de
soro fisiologico (0,04 mi/min). O volume-minuto pastério, 0 ECG e a pressao intravesical
foram registados continuamente através do sistenegdisicdo de dados PowerfaChart 5,
v.4.2 software; AD Instruments, USA). A inducéo ldperactividade da bexiga foi efectuada
atraves da irritagdo urotelial causada pela infusfiavesical de uma solugéo de &cido acético

(0.2% v/v em soro fisiolégico). Em algumas das ed@peias, avaliou-se a actividade eléctrica



sensitiva do nervo pélvico durante o reflexo mioeicatravés de um eléctrodo de registo ligado
ao sistema de aquisicdo de dados PowétLab

Estudos de bioluminescénci&nliten ATP kit, Promega, USA), mostraram que a
concentracdo urinaria de ATP aumentou (52+ih,) apos o reflexo miccional. O teor urinario
em ATP foi significativamenteP&0.05) maior apds a administracdo de AA (1%, 299425
n=3), enquanto a actividade da enzima intraceldiesidrogenase do lactato (DHL), se manteve
inalteradaA administracéo intravesical de acido acético (A2% v/v) aumentou a frequéncia
(67%, diminuicdo do intervalo inter-contraccdesl) I€ reduziu a pressao intravesical (58%,
PTh) necessaria para desencadear um reflexo matci@haumento da frequéncia miccional
causado pelo AA (0,2% v/v) foi acentuado pela idtumtravesical do agonista dos receptores
P2X; e P2X, alfa,beta-metilenoATP (3(0M), e também pelo inibidor da ecto-ATPase, ARL
67156 (200uM). O antagonista dos receptores P2, PPADS, aplitadto por via intravesical
(30 uM) como por via intravenosa (I#nol/Kg), reduziu a hiperactividade da bexiga indazi
pelo AA (0,2% v/v). Mas ao contrario do efeito cads pelo alfa,beta-metilenoATP (3M), o
PPADS diminuiu simultaneamente a amplitude dasraopbes da bexiga. O antagonista
selectivo dos receptores PEXNF023 (3uM), diminuiu a amplitude e o tempo de duracdo das
contraccOes da bexiga, sem causar um efeito sighifo na frequéncia miccional (ICI) e na
pressédo intravesical necessaria para desencadeegflexo miccional (PTh). O bloqueio dos
receptores P2y (sensiveis ao ADP) com MRS 2179 (administrado yar intravenosa 1
umol/kg ou por via intravesical u81) aumentou a frequéncia miccional secundariaitagdo
com AA (0,2% v/v), sem no entanto alterar a amgétdas contrac¢cdes da bexiga.

Embora haja muitos dados na literatura sugeringxisténcia de diferentes tipos de
receptores purinérgicos no trato urinario inferiorpapel fisiopatolégico destes receptores na
hiperactividade vesical continua por explorar. €suttados mostram que o ATP apresenta um
papel importante na hiperactividade vesical indaizidlo acido acético e que diferentes subtipos
de receptores purinérgicos P2 intervém na regulagi@actividade nervosa aferente (B2X
excitatorios e P2Y inibitérios) e nas contrac¢cdes do musculo lismvavelmente através da

activacao de receptores Pd¢énsiveis ao NF023.

Palavras-chave bexiga hiperactiva, libertacdo de ATP, receptopesinérgicos P2, ATP,

urotélio, detrusor, urodinamica, ratovivo



ABSTRACT

The bladder epithelium releases ATP in responsadohanical stimuli (and to chemical
irritants), which may activate suburothelial segsoerve fibers. Although the pathogenic
mechanisms of bladder overactivity (OAB) are ndlfyfunderstood, atropine-resistant purinergic

reactivity increases in these patier@gy(interstitial cystitis).

We aimed at investigating ATP release from the déadurothelium and the effects of
this purine in an vivo rat model of hyperactive urinary bladder. Irriaticystometry (produced
by the infusion of chemical agents such as acet) das been used to investigate new therapies
from OAB.

Experiments were carried out, at 37°C, in urethemeeesthetized (initial dose: 1.0-1.2
g/kg, maintenance dose: 0.1 g/kg) spontaneouslgtiiregy male Wistar rats (300-450 g). The
dome of the urinary bladder was catheterized usinthree-barrel cannula for continuous
measurement of intraluminal pressure. The micturitieflex was evoked by bladder distension
induced by intravesical infusion of saline (0.04/mih). Respiratory tidal volume, ECG and
bladder pressure were continuously monitored orompetiter screen via a PowerLab data
acquisition system (Chart 5, v.4.2 software; ADtdmsents, USA). Bladder hyperactivity was
induced by intravesical infusion of acetic acid (AB2-1% v/v). In some experiments, we
measured the electric activity of the pelvic nemia a bipolar electrode connected to the

PowerLab data acquisition system.

Using the luciferin-luciferase luminescence asgaylifen ATP kit, Promega, USA), we
showed that urinary ATP increased (52+7%:5) following the micturition reflex. The
concentration of urinary ATP was significantig<0.05) enhanced in the presence of AA (1%,
297+25%,n=3), while the activity of urinary lactate dehydesgse (LDH) remained unchanged.
Intravesical AA (0.2%, for 15 min) decreased the«i(ICl, 67 % of control) and the pressure
threshold (PTh, 58 of control) for appearance efticturition reflex. Increases in the voiding
frequency caused by AA (0.2%) were enhanced bwvesical infusion of the P2Xand P2%
agonist, alpha,beta-methyleneATP (@@), and of the ecto-ATPase inhibitor, ARL 67156 @20
uM). The P2 receptor antagonist, PPADS, appliedeeilly intravesical infusion (30M) or by
intravenous bolus (171imol/Kg), reduced AA-induced bladder hyperactivitygowever, in
contrast to alpha,beta-methyleneATP, PPADS alsoredsed the contraction amplitude.
Intravesical infusion of NF023 (8M) (P2X; antagonist purinoreceptor), decreased contraction
amplitude and time of contraction, but it was devef effect on the ICI and PTh. Blockade of
ADP-sensitive P2Y receptors with MRS 2179 (@mol/kg i.v. or 0.3M intravesical) increased

3



the voiding frequency secondary to AA0.2%, but aswdevoid of effect on the contraction
amplitude.

Although there is extensive literature indicatinpatt many different types of
purinoceptors are present in the lower urinary tirdice pathophysiological role of these
receptors in OAB is still uncertain. Our result®wied that ATP released from the urothelium
play a role on bladder hyperactivity induced byamesical infusion of acetic acid and that
different subtypes of P2 purinoreceptors reguldfierent nerve activity (P2 and P2Y) and
smooth muscle contractions. Preliminar results stbwihat P2X receptors are located in the

detrusor, which might be responsible by smooth meuste.

Keywords: overactive bladder; P2 purinoreceptors; ATP relgasTP; urothelium; detrusor

smooth muscle; urodynamics; ratvivo



l. INTRODUCAO

A sindrome da bexiga hiperactiva define-se poreiiggidade miccional associada a
polaquiuria e nocturia, sendo por vezes acompantiadacontinéncia urinaria de urgéncia, na
auséncia de patologia local que justifique est@ssias. Cerca de 17% dos individuos com mais
de 40 anos apresentam sintomas de bexiga hipexab@vendo aumento da incidéncia com a
idade. Estes sintomas estdo frequentemente asssceadontraccao involuntaria do detrusor
(hiperactividade do detrusor). Enquanto a contaai@ detrusor humano normal é mediada
exclusivamente pela acetilcolina (ACh), em certatiagbes patoldgicas (e.g. bexigas
hipertréficas e neurogénicas, cistite intersticieXiste um componente da contraccdo que é

resistente a atropina e que é mediado pelo ATPli@ay al, 1999; O'Reillyet al, 2001).

O mecanismo pelo qual a actividade motora do ATRmportante nas bexigas
hiperactivas continua por esclarecer. Uma hipotesga a existéncia de alteracbes na
sensibilidade do detrusor patolégico a ACh e/olAa® (Wu et al, 1999), parecendo existir
uma predominancia da actividade purinérgica nagaesos doentes com hiperactividade vesical
por obstrucdo prostatica (Fariet al, 2005). Outra possibilidade seria o aumento da
biodisponibilidade do ATP nas bexigas hiperactivdscundariamente a sua libertacdo pelas
terminacdes nervosas motoras e/ou por células edmmais sensiveis a distensdo (e.qg.
urotélio), o ATP é metabolizado extracelularmentereicleétidos de adenina e adenosina, pela
via das ecto-nucleotidases (Seinal, 2001). Existem evidéncias que mostram uma reddea
actividade da ecto-ATPase em doentes com bexigadafiva por obstrucdo infravesical (Faria
et al, 2005). Este facto, poderia explicar parcialmemtaumento da poténcia do ATP na
contractilidade do detrusor. Por outro lado, eristtados preliminares mostrando que o ATP e
0s seus produtos de metabolismo extracelular modualalibertacdo de ACh induzida por
estimulacdo dos nervos motores da bexiga humanaiee aq actividade dos receptores
purinérgicos que facilitam a libertacdo de ACh wogntes com hiperactividade vesical por

obstrucéo prostatica (Correia-de-€al., 2008).

1.1. Sinalizac&o purinérgica no tracto urinario inerior

Os receptores P2 sao subdivididos em duas faresiagtural e funcionalmente distintas,
receptores ionotropicos P2X e metabotrépicos P2 abordo com os objectivos do presente
trabalho, os receptores PEX2X%; e P2X%3 S0 0s que merecem uma nota especial, por se saber

gque sao estes que sao maioritariamente expresdmxiga. Existem oito subtipos de receptores



P2Y, sendo de maior relevancia para a interpretdeéte trabalho o subtipo P2Yjue se trata
de um receptor inibitério sensivel ao ADP (metabotio catabolismo extracelular do ATP
libertado). Na tabela | estdo resumidas as cafatitaxs dos receptores purinérgicos, assim como

informacdes acerca de agonistas e antagonistassusadnvestigacao destes receptores.

Tabela I: Caracteristicas de alguns receptores purinérgaataptada de Burnstock 2006).

Receptor purinérgico Localizacdo nos Agonistas Antagonistas
tecidos
P2X
P2X; Musculo liso, plaquetas, o, —meATP = ATP = TNP-ATP, IP5I,
cerebelo, cornos dorsals e2-me-SATP NF023, NF449
da espinal medula
P2X, Musculo liso, SNC, | ATP>= 2-me-SATP >>| Suramina, iso-PPADS,
retina, células o, —meATP RB2, NF770
cromatafins, ganglios
sensoriais e
autonomicos.
P2X; Neurénios sensoriais,| 2-Me-SATP >= ATP>=| TNP-ATP, PPADS,
alguns neurénios a,p —meATP >= ApA A 317491, NF 110
simpéaticos
P2Y
P2Y; Células endoteliais e 2-meSADP> 2- MRS 2179, MRS2500
epiteliais, plaquetas, meSATP =ADP >
células imunes, ATP> MRS2365
osteoclastos

A libertacdo de ATP e a presenca de receptores &BRY nas células uroteliais,
miofibroblastos e células nervosas sugerem um papg®rtante desta purina na comunicacao
intercelular na bexiga. A activagdo de receptor2x B P2Y pelo ATP libertado durante a
distensdo da bexiga, estimula a sua propria lipgotabem como a libertacdo de outros
mediadores uroteliais, actuando de forma autdcrira. situacdes patoldgicas, a activacéo
continuada da populacdo de nervos suburoteliaisegpeessam receptores P2ou P2X%, pelo
ATP libertado induz sensacbGes de dor e de limitag@ovolume, sendo este o principal
responsavel pelas alteraces na actividade dasb@igler & de Groat, 2007).

Em ratinhos KO para receptores R2Xs contraccées neurogénicas da bexiga estédo
reduzidas em, aproximadamente, 70% comparativamem® o0s animais controlo,
demonstrando assim o envolvimento destes receptoass contraccoes do detrusor nao
patoldgico.

Os reflexos da bexiga em resposta ao preenchinestéio reduzidos nos ratinhos que nao
expressam 0s receptores B2R2X e P2X%;3 (Cockayneet al, 2000; 2005), apesar dos niveis
de ATP libertados por distensao da bexiga serenticd® (Vlaskovskat al, 2001).



1.2. Cistometria em condicao de irritacdo vesical

Uma das variacbes de uma cistometria normal tenbase a utilizacdo de uma solucéo
de infusdo diferente do soro fisioldgico, de formadesencadear uma resposta irritante ou
dolorosa veiculada através da activacao de fibwagd C.

Utiliza-se frequentemente a infusédo intravesicahcldo acético (0,2-1% v/v) que leva ao
aumento da actividade da bexiga, diminuicdo dacapacidade, enquanto a pressdo de micgao
se mantém ou aumenta. Este efeito parece estaioreldo com a estimulacdo das fibras
aferentes na parede da bexiga, aumentando a adévidensitiva, como é caracteristica de
algumas patologias do tracto urindrio inferior (eigtite intersticial) (Hiragatat al 2007).

1.3. Objectivos

O objectivo principal do presente trabalho presdeom a investigacéo da libertacdo de
ATP pelo urotélio vesical e do seu efeito sobreepemres purinérgicos P2 num modelo de
hiperactividade vesicah vivo no rato. Os parametros urodinamicos, avaliadosarsitnacao de
hiperactividade vesical e a sua manipulacdo farfbgma com agonistas/antagonistas de
receptores purinérgicos presentes no tecido vesgrdb usados na investigacdo de novos alvos

terapéuticos a médio prazo para o tratamento gagsbéogia.

Il. MATERIAL E METODOS

2.1. Preparacdo cirdrgica e monitorizacdo dos aninimde experiéncia

O maneio animal e os procedimentos experimentajsirsen as recomendacdes do
International Council for Laboratory Animal Sciend#CLAS). Foram tomadas todas as
precaucdes com o intuito de minimizar o sofrimesmanal e de reduzir o nimero de animais
utilizados.

Foram utilizados ratos machos Wistar com peso da-&80Dg. Os animais foram
anestesiados com uretano por via intraperitonealandose 1,2g/Kg. A anestesia foi mantida ao
longo da experiéncia através da administracéo sesdde 0,1 g/Kg (Kingt al, 2004), quando o
plano anestésico assim o exigia. O procedimenfiogiao consistiu, primeiramente, na execugao
de uma tragueostomia para insercdo de uma caagiaeal que permitiu controlar a via aérea e
monitorizar o volume-minuto e a frequéncia resphiatao longo da experiéncia.

Seguidamente procedeu-se a cateterizacdo da grikijuatravés da qual foi infundido

soro fisiolégico (a taxa de 0,04 mL/min por intethtéde uma seringa infusora automatica) por



forma garantir a hidratacdo do animal durante @quonento experimental. Este cateter foi
também usado para injectar os farmacos usadosgensgovenosa.

Posteriormente procedeu-se a uma laparotomia silpicappara se identificar a bexiga e,
através de uma incisdo na cupula, inseriu-se umala@e trés vias fixada com fio de seda 3/0.
Uma das vias foi conectada a um transdutor de Jwessm vista a determinacéo das pressoes
intravesicais; a segunda via era utilizada parxofe a terceira para efluxo de solucdes na
bexiga (Kullmanret al., 2008).

Durante toda a experiéncia o animal permanecele sgba placa de aquecimento, que
permitiu a manutencéo da temperatura corporal pes@37°C.

O volume-minuto e frequéncia respiratéria, a presstavesical e o electrocardiograma
(derivacdo DII) foram registados continuamente va@sade um sistema informatizado de
aquisicdo de dados PowerLab (Chart 5, v.4.2 so#twab Instruments, USA), para posterior

andlise e quantificacao.

2.2. Estudos urodindmicos e administracao de farmas

Através da canula introduzida na bexiga foi infaedsoro fisiol6gico (0,04ml/min), por
intermédio de um seringa infusora automatica, dendoa provocar reflexos miccionais
espontaneos repetidos com caracteristicas est@wdmgo do periodo experimental. Do perfil
de variacdo da presséao intravesical foram obtidoseguintes parametros cistométricos: o
intervalo entre contracgfesntercontraction interval ICI), a variacdo de pressdo até ser
induzido um reflexo miccionalpessure thresholdPTh), a amplitude das contraccdes (A) e a
duracdo de cada contrac¢aa)( Os dois primeiros parametros (ICI, PTh) relaaim-se com a
actividade nervosa sensitiva e os dois ultimos /) &om a actividade motora (nervosa eferente
e muscular) da bexiga.

Foram usadas duas vias para a administracdo dedasma via endovenosa e a via
intravesical. Para a via endovenosa utilizou-sateter colocado na veia jugular. Os farmacos
administrados por esta via distribuiram-se a bexggaestruturas adjacentes (e.g. nervos
periféricos, SNC) por via sistémica; a administeagéravesical teve como principal objectivo
observar os efeitos dos farmacos sobre o urotélgical e estruturas subjacentesgy(nervos
sensitivos suburoteliais, miofibroblastos), cassua estrutura quimica permita a passagem da
“barreira” urotelial. A dose dos farmacos admimdtr's por via endovenosa € expressa em g/Kg
peso vivo e a sua preparacao foi realizada em fsodogico. A concentracdo dos farmacos
administrados por via intravesical é expressa erandade (M) e estes foram preparados em



soro fisiologico ou numa solugcdo de acido acéticd,2% (v/v), dependendo do objectivo
pretendido, i.e. a investigacao do efeito numaag#éio controlo (preparacdo em soro fisioldgico)
ou numa situacao de hiperactividade vesical (peg@arem acido acético a 0,2%).

ApOs a preparacao cirdrgica, seguiu-se um periceleesiabilizacdo de cerca de 60
minutos, no qual o sistema de trés vias se ena@ntrberto permitindo perfusdo continua da
bexiga com soro fisiolégico sem promover variagdepressdo ou de volume. Seguidamente a
via de saida era encerrada e o reflexo micciormapssvocado pelo preenchimento da bexiga.
Ao atingir-se uma determinada presséao intravegpalssure thresho|dPTh) produzia-se uma
contraccdo mais intensa que conduzia ao esvaziangentexiga — reflexo miccional. Este
procedimento manteve-se ao longo de um periodoeds ale 60 minutos, no qual diversos
reflexos miccionais eram produzidos, cujo perfilrespondia a uma situagao controlo. Apos a
obtencéo dos parametros urodinamicos na situagéootm procedia-se a infusdo dos farmacos
por via intravesical ou endovenosa (éwolus durante 20 seg). O envolvimento dos nervos
sensitivos no reflexo miccional foi confirmado ata (1) da avaliacdo da actividade eléctrica do
nervo pélvico, e (2) da eliminacédo do reflexo apéscao bilateral dos nervos pélvicos ou da
infusdo intravesical de tetrodotoxina (TTX, 1 pMpn composto capaz de impedir a geracao de

potenciais de ac¢ao nervosos.
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L bélus

Figura 1. Planificacdo do protocolo experimental

Quando se pretendia causar a irritacdo quimicaatélio vesical, a mesma era induzida
através da infuséo intravesical de uma solucaocu® @cético 0,2% (v/v). Este procedimento
conduzia invariavelmente a uma alteracédo dos paréasmiccionais representando, entdao, uma
situacao de hiperactividade vesical. Apés a obsé@ovale um padrdo miccional consistente na
presenca de acido acético a 0,2% (v/v), que fadobapds o contacto durante cerca de 60
minutos com esta solugéo, testaram-se os farmaaseido conforme descrito anteriormente,
por via intravesical (dissolvidos na solucdo del@cicético a 0,2% (v/v), ou por via endovenosa
(dissolvidos em solucéo de soro fisiologico). Gtefera quantificado apds um periodo de cerca
de 60 minutos quando o farmaco era aplicado pomtiavesical, ou, aproximadamente 20min.
apos administracdo endovenosa (Figulbel k).

A quantificagdo dos resultados obtidos em cada % protocolos foi efectuada
directamente no programa de aquisicdo de dados rPalwgChart 5, v.4.2 software; AD
Instruments, USA) (Figura 2), seguida da importagésses valores para um ficheiro de Excel

(MS) onde foram tratados matematicamente.
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Figura 2. Janela de registo dos parametros seguidos ao tingma experiéncia

Foram quantificados os seguintes parametros: arida presséo até ser desencadeado o
reflexo miccional (PTh), amplitude das contracciescionais (A), intervalo de tempo de cada

contraccaoAt) e o intervalo de tempo entre contraccdes (IEQyra 3).

BP: pressdo basal da |« ICI
bexiga € e e - === > .
A: amplitude das . i
contracgbes - ' A
PTh: pressure threshold f\A‘P |

. I
ICI: intervalo entre 10 MJ\) -_“_MA/J \' ;
contraccdes , | A
At: intervalo de tempo I
das contraccfes

BP PTh
At

Figura 3. Esquema identificativo dos dados consideradoa paantificacdo num exemplo de uma
experiéncia

2.3. Ensaios de luminescéncia

As amostras de urina foram colhidas directamentgardir da uretra para um tubo
Eppendorf esterilizado, antes e apos irritacdo edagh com acido acético 0,2%, em tempos
previamente determinados. A quantificacdo de ATiRdalizada por bioluminescéncia, através

da reaccao luciferina-luciferase (Enliten ATP Ritpmega, USA).
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2.4. Analise estatistica
Os resultados sdo apresentados como meédia = emlodgpada média (SEM),
correspondendo a um numaerale experiéncias. A significancia das diferencaatailiada pelo

testet de Student. P <0,05 representa diferencas significativas.

2.5. Farmacos e soluctes usadas

As solucdes de soro fisiologico (NaCl 0,9% em adeatilada e desionizada) foram
preparadas em volumes (1L) e armazenadas no frogogité serem utilizadas.

As solucdes de uretano (2,8 M), em soro fisiologiotam preparadas diariamente.

O acido acético glacial foi diluido em soro fisigido de forma a obter-se uma
concentracao final de 0,2% (v/v), e foi armazenaalérigorifico até ser utilizado.

As solucbes dos farmacos (Tabela II) foram feitam esoro fisiolégico (para
administracdo intravesical ou endovenosa) ou ermoaacetico a 0,2% (para administracao

intravesical).

Tabela Il: Farmacos / sais usados

Farmacos/ Sais Marca
Uretano Sigma-Aldrich
NaCl Merck
PPADS Sigma-Aldrich
o, —meATP Sigma-Aldrich
Apirase Sigma-Aldrich
ARL 67156 Tocris
MRS 2179 Tocris
NF 023 Tocris
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lll. RESULTADOS

Durante as experiéncias avaliou-se sistematicamerge seguintes parametros

urodindmicos: a variacao da pressao intravesiéaatdesencadeado o reflexo miccional (PTh),

a amplitude das contrac¢des capazes de produgwaziamento da bexiga (A), a duracdo média

das contraccdesA() e o intervalo de tempo entre contraccdes (I&Itabela Il resume os

resultados obtidos numa situagéo controlo e apdfsisao intravesical com acido acético a 0,2%

(VIv).
Tabela Ill: Resultados obtidos dos quatro parametros analisas estudos urodindmicos numa
situacdo controlo e apds a infusdo intravesical aoido acético a 0,2% (vAf, P<0,05 em relagdo ao
controlo)
Pardmetros Controlo n Ac. Acético 0,2% n
A (cmH,0) 26,87+0,75 37 28,29+1,08 23
At Contraccao (Segq) 39,50 £2,07 38 43,94+3,51 p2
ICI (Seg) 227,68+15,26* 33 144,23+8,96* 12
PTh (cmHO) 4,83+0,29 32 4,23+0,35 22

3.1. Caracterizacdo do modelo animal de hiperactigade da bexiga induzido
através da administracao intravesical de acido adéb 0,2% (v/v).

Conforme demonstrado na Tabela lll, a infusédo wetsecal com acido acético a 0.2%
(v/v) causa uma reducgao do intervalo entre as aogidiles que produzem esvaziamento da bexiga
(ICl) e uma reducédo do limiar da pressdo necesgana desencadear um reflexo miccional
(PTh), ou seja, observou-se um aumento da exédatlé e da frequéncia miccional. Nenhum
outro parametro apresenta relevancia estatisties. ddndicdes experimentais do presente
trabalho, o contacto da bexiga com a solucdo akatiegou a durar mais de 60 minutos, o que
determinou a utilizacdo de uma solucéo de acidocaadais diluida (0.2%) que noutros estudos
(Mitobe et al, 2008) para prevenir possiveis alteracdes higitd8 da bexiga (infiltrados
inflamatdérios com neutréfilos e/ou macréfagos e tieagias) e 0 aparecimento macroscopico
de sangue na urina. Neste trabalho, ndo foi eféatgaalquer avaliacdo histolégica da bexiga
apos a infusdo de acido acético, mas nao se olsaraoroscopicamente a presenca de sangue
na urina quando a bexiga foi perfundida prolongastdamcom uma solucdo de acido acético a
0.2% (v/v), ao contrario dos estudos que usarammg8et mais concentradas. Também néo se
observou qualquer aumento da actividade da enzntracelular, desidrogenase do lactato

(DHL), apés a infusdo com o acido acético a 0.2%)(facto que sugere a manutencdo da
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integridade celular da bexiga nestas condicOes riexpetais. Este modelo experimental
caracteriza-se, ainda, pelo aumento da concenticdd P na urina observado apos irritagao

bexiga com o acido (Tabela IV).

Tabela IV — Dados relativos a analise do teor em ATP deteminaor bioluminescéncia em trés
amostras de urina (A, B e C) recolhidas na ausén@pos a administracao intravesical da solugédo de
acido acético (0.2 % v/v).

Controlo Apbs infusdo
intravesical com AA
(0.2%)
Recolha| t (min) | ATP (nM) | t(min) | ATP (nM)
A 43 4,135 44 11,697
B 49 5,889 50 8,901
C 52 4,177 56 4,606

3.2. Efeito da inibicdo da ecto-ATPase pelo ARL 6%6 aplicado por via
intravesical.

A inibicdo da ecto-ATPase, ARL 67156 (200 uM, agdic por via intravesical), que
favorece a acumulacao de ATP na urina, aumentaoifisggivamente P <0,05) a frequéncia dos
reflexos miccionais (ICI: 134117 se@=3) vs 228+15 seg) nos animais controlo, isto &, na
auséncia de acido acético a 0,2% (v/v). Tambénbsereou uma reducéo do limiar de presséo
necessario para se desencadear um reflexo micc{®¥dl: 3,73+0,35 cm D (h=3) vs
4,83+0,29 cm KO no controlo). Estes resultados apresentam umapademelhante ao
verificado numa situacdo de hiperactividade vesapdls irritacdo da bexiga com acido acético
(0,2% vlv), reflectindo a importancia dos niveisranesicais de ATP sobre a actividade da

bexiga.

3.3. Efeito da Apirase (ATP difosfohidrolase ou NTBase 1) aplicada por via

intravesical no modelo de bexiga hiperactiva

Seguidamente, investigou-se de que modo a aplicatéevesical de apirase (ATP
difosfohidrolase ou NTPDase 1, 2 U/mL) poderiaraltea hiperactividade da bexiga neste
modelo animalin vivo. A apirase € uma ecto-enzima que catalisa a rem(gdrolise) do
fosfato do ATP e o fosfatp do ADP, sendo o produto final o AMP e o ortofosf@fraverso-
Coriet al, 1965).

A administracéo intravesical de apirase (2 U/mefluziu significativamentd?(<0.05) a
amplitude das contraccdes responsaveis pelo esvazia da bexiga no modelo de
hiperactividade vesical (A: 24,53+0,70 craH(n=3) vs 28,29+2,15 cm kD apds acido acético
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a 0,2%). Contudo, ndo se observou a esperada rediacfrequéncia miccional (aumento do
intervalo ICI) apos a infusdo de apirase (2 U/nH9ta aparente discrepancia relativamente aos
resultados esperados, pode ser explicada se caarsmbs que a metabolizacdo do ATP libertado
directamente em AMP pela apirase ultrapassa a f@onde ADP, que pode desempenhar um
efeito contrario (inibitério) ao do ATP de formagarantir um balan¢co harmonioso entre os
efeitos excitatorios do ATP e os efeitos inibitérido seu metabolito ADP na actividade da
bexiga. Um resultado semelhante foi observado agopmioentérico do ileo de rato (Duarte-
Araujoet al, 2009; ver resultados do PPADS e do MRS2179 niedialho).

3.4. Efeito dos receptores P2X na hiperactividadeadbexiga: Administracéo

intravesical do agonistag,p-meATP.

O agonista dos receptores R2R2X; e P2X%/3, a,p-meATP (30 uM), aplicado por via
intravesical, aumentou a excitabilidade da bexigasada pelo acido acético (0,2% v/v) na
bexiga. Isto é, @,f-meATP (30 uM), reduziu a PTh necessaria para sengadear um reflexo
miccional (PTh: 2,57+0,69 cm B (n=3) vs4,23+0,35 cm KO na presenca de acido acético a
0,2%). Observou-se, ainda, uma tendéncia para @rmtonta frequéncia do reflexo miccional
(diminuicdo do valor de ICI), embora ndo se tenbtido neste caso significado estatistico

quando comparado com a aplicacéo de acido acé&ti2eo(v/v).

3.5. Efeito tonico dos receptores P2 sobre o reflexniccional

Para avaliacdo do envolvimento tonico dos recept@urinérgicos no modelo de
hiperactividade vesical, considerou-se a possdikdde testar o efeito de diversos antagonistas
dos receptores P2 e comparar a sua actividade s@feibos observados na presenca de apirase,
uma enzima capaz de remover o ATP do meio extiacetonvertendo-o rapidamente em AMP

que € um metabolito do ATP desprovido de efeitas P2

Efeito da administragéo intravesical de PPADS: Caoib vs modelo de bexiga
hiperactiva

A infuséo intravesical do antagonista néo-seleatis receptores P2, PPADS (30 uM),
reduziu de forma estatisticamente significati®<Q,05) a amplitude das contrac¢cbes que
provocam esvaziamento da bexiga (A: 21,01+2,77 ¢ f=4) vs 26,87+0,75 cm kD no

controlo). Observou-se, ainda, uma tendéncia patantento da frequéncia do reflexo miccional
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(diminuicdo do valor de ICI), embora ndo se tenbddo neste caso significado estatistico
(P>0,05) quando comparado com a situacao controduséncia do farmaco.

Por outro lado, a aplicacdo intravesical de PPABS |(M) reverteu para valores
proximos do controlo (ver Tabela Ill) todos os paefros urodindmicos alterados apos a
administracdo de acido acético (0,2 % v/v), nomeeide os valores de ICI (268112 seg4),

PTh (5,17+£1,01 cm D, n=4), A (21,01+2,77 cm bD, n=4) e At (35,71+2,51 segn=4).
Também se pode constatar pela analise da Figuyaeda reducdo da amplitude e duracdo das
contraccdes e a reducédo da frequéncia micciona poddicionar o aumento da tensédo basal
intravesical por défice de esvaziamento. Comparasddados obtidos para o PPADS (30 pM)
numa situacdo controlo e apoés a irritacdo da besoga acido acético (0,2% v/v), observou-se
uma reducdo consistente dos parametros que caantea actividade muscular (amplitude e
duracdo das contraccdes) em ambas as situactes.dftanto, de salientar a normalizacdo da
frequéncia miccional apos a irritagdo da bexiga @mido acético (0,2% v/v), isto é, numa
situacao de hiperexcitabilidade nervosa que é tafatica do modelo.

10 cmHO | :,UU J

Acido acético 0,2% PPADS 30 uM
+ Acido acético 0,2%

Figura 4: Efeito da administracdo intravesical de PPADS 80 num modelo de hiperactividade da
bexiga. Note-se que houve aumento da tenséo Ipasaldsical por défice de esvaziamento.

Efeito da administracdo endovenosa de PPADS: Modéé hiperactividade da
bexiga

A administracdo de PPADS (I#nol/Kg) por via intravenosa (ver Kingt al, 2004)
também reverteu para valores proximos do con{k@p Tabela Ill) os parametros urodinamicos
ICI (248+48 segn=3) e PTh (6,73%£2,24 cm &, n=3) que caracterizam a hiperexcitabilidade
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nervosa resultante da infusao intravesical de aaidético (0.2 % v/v), sugerindo a sua utilidade
mediante administragéo sistémica.

Uma das questdes que se colocou relativamente anetsodologia relacionou-se com a
possibilidade da administracdo endovenosa do farmaéectar a actividade de outros 6rgaos,
nomeadamente a alteracdo da perfusdo local devidonadlificacdo de parametros
cardiovasculares (frequéncia cardiaca ou tensawiadyt Atendendo aos parametros vitais
monitorizados (electrocardiograma, frequéncia eadali volume-minuto e frequéncia
respiratoria), observou-se uma ligeira deprességiasaascular e respiratoria coincidente com a

administracdo do PPADS (i.v., 17 pumol/Kg) (Figujadue foi prontamente reversivel.
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Figura 5: Representacdo do momento de administracdo endavded3PADS 17 umol/Kg. Observa-se
uma ligeira depressao das funcgbes cardiovasculaspmratéria coincidente com a administragdo do
farmaco.

3.6. Efeito da activacdo dos receptores P2Xo0 padrdo contractil do modelo

de bexiga hiperactiva: Administracéo intravesical @ NF 023

Para avaliar a importancia dos receptores ;P&¥bre o reflexo micional, testou-se o
efeito do seu antagonista selectivo, NF 023 (3 (gglicado por via intravesical, antes e apos a
infusdo com acido acético 0,2%.

O NF 023 (3 uM) reduziu a magnitude dos parametrodinamicos que caracterizam a
actividade motora do reflexo miccional, respectieate os valores de A (20,80+2,95 crChl
n=3) e deAt (23,78+4,82 segy=3) (Figura 7), comparativamente com 0s valores rehges
numa situagdo controlo (i.e. na auséncia de acidtica a 0,2%). Estas observagcbes foram

também verificadas apods a infusao intravesicalctoaacetico (0,2% v/v) (Figura 7). O NF 023
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(3 uM), néo alterou significativamentB>0,05) o padrdo urodindmico representativo do eixo
aferente do reflexo miccional (valores de ICI e P&m qualquer das circunstancias testadas

(presenca ou auséncia de acido acético a 0,2%)rémg).

50 4 *k
* P< 0,05
45 4
40 4
35 4

30 4

’a *k
b3
25
-
- I
< |
15
10
5 |
0+
Control NF023 3uM A.A.02% NF023 3uM +A.A

0,2%

Figura 7: Efeito do NF 023 sobre o intervalo de tempo de remgéio numa situagdo controlo e numa
situacao de inducédo de hiperactividade vesicaleddetuma reducao significativa dbquando se aplica
NF023, tanto numa situagdo controlo como numagdimae hiperactividade vesic@lalores de * P <0,05

foram considerados significativos em relagéo adrotm ** P <0,05 foram considerados significativeis relagédo

ao AAO0,2%. n refere-se ao nimero de experiéncias)

300
-l- *P<0,05
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Figura 8: Efeito do NF 023 sobre a frequéncia miccional (I@lmna situacdo controlo e huma situacéo
de inducédo de hiperactividade vesical. Note-sergieexiste significAncia estatistica no que reseit

este parametrqValores de * P <0,05 foram considerados significet em relagdo ao controlo. n refere-se ao

namero de experiéncias)
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3.7. Envolvimento dos receptores P2Yno reflexo miccional do modelo de

hiperactividade da bexiga

A administracdo do antagonista selectivo dos receptP2Y, MRS 2179 (0.31M), por
via intravesical, reduziu por si sO o intervalorerds contrac¢des que produzem o esvaziamento
da bexiga (ICl: 118+14 seg%£3) vs 228+15 seg no controlo) e o limiar de pressao ssu®
para se desencadear o reflexo miccional (PTh: 8,68tcm HO (n=3) vs 4,83+0,29 cm KD
no controlo). A excitabilidade da bexiga verificamads a infusdo intravesical de acido acético
(0,2% vlv) foi significativamenteP<0,05) exacerbada apos a administracdo de MRS 24N,
por via intravenosa (ftmol/Kg) como por via intravesical (0;8V). Estes resultados sugerem
gue os receptores PZYque sdo activados preferencialmente pelo ADP lteega do
catabolismo extracelular do ATP libertado, deserhpenum importante efeito regulador sobre
a actividade nervosa aferente responsavel pelexcefiniccional. Estes dados permitem, ainda,
explicar a auséncia de efeito sobre o eixo aferdateeflexo miccional apds a instilacdo de
apirase na bexiga, ja que a metabolizacdo acelelad&TP libertado ndo se acompanha da

formacao de ADP, mas sim de AMP, na mesma propa@s@&guiométrica.

250 -
200 -

150 4

ICI (sec)

=
o
o

50

n=4
O N 1
Control A.A.02% MRS2179iv. MRS 2179 (0,3 MRS 2179 (0,3
1pmol/Kg uM) uM) + AA 0,2%

Figura 8. Representacdo comparativa da accdo do MRS 2HM@0 tpor via intravesical como
endovenosa sobre a frequéncia miccional (avaliada ICI). (Valores de * P <0,05 foram considerados
significativos em relacéo ao controlo. n refer@asedmero de experiéncias)

=
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V. DISCUSSAO E CONCLUSAO

4.1 Discussao

O modelo utilizado neste trabalho permitiu indwaira situacdo aguda de hiperactividade
da bexiga, fazendo variar parametros da actividesfliexa que estdo descritos como
caracteristicos de uma situagéo de hiperexcitaloiédMitobeet al, 2008).

O facto de se usar uma abordagenvivo permite obter resultados mais fidedignos e
integrados. A inducdo do modelo de hiperactividedeivo garante a viabilidade de todos os
sistemas envolvidos no reflexo miccional (e.g. éliote toda a inervacdo e vascularizacdo da
bexiga), nomeadamente no que respeita a integridadmvolvimento nervoso. No entanto, 0s
resultados obtidos nem sempre sdo de facil intexgiie devido a complexidade dos sistemas
envolvidos, razdo pela qual serd necessario delsenvmaralelamente ensaios vitro usando
células / tecidos isolados (e.g. urotélio, detrustw.) para avaliar as respostas de cada um deles
per se isto €, avaliar a libertacdo de ATP e outros rwalies pelo urotélio ou pelos nervos
motores da bexiga, investigar o papel desta puraaontraccdo do detrusor e, também, no
controlo da libertacdo de ACh a partir das terneagqervosas, etc..

A diminuicao do ICI (aumento da frequéncia miccipraconsistente com as situacoes
de hiperactividade da bexiga induzidas pela adtnag&o intravesical de acido acético a 0,2%
(v/v). Neste modelo, é também evidente um aumeat@réssdo basal apdés administracédo
intravesical de acido acético 0,2% (v/v) e um aumenuito significativo do teor de ATP na
urina. Embora os niveis de ATP nao tenham siddaal@d na bexiga propriamente dita (mas tao
s6, na urina ou no perfusado vesical) certamerge &or reflectird o que se passa na regido
suburotelial e restante parede da bexiga.

Através da comparacdo da accado do acido acétiz®o(@/v) e do efeito do inibidor da
ecto-ATPase, ARL 67156, aplicado por via intravalsiconstatou-se que ambos 0s agentes
aumentavam a frequéncia miccional (reducéo dovakernCl) e reduziam a pressao intravesical
necessdria para se desencadear um reflexo micg@®mh) comparativamente com a situacéo
controlo. Verificou-se, ainda, uma reducdo da aungdi das contraccdes da bexiga, que foi
associada ao aumento do tonus basal da bexigaaysiowente devido ao aumento da
biodisponibildade do ATP libertado durante os rafe O aumento dos niveis de ATP detectado
por bioluminescéncia nas amostras de urina colhégels a irritacdo do urotélio com acido
aceético (0,2% v/v) foi semelhante ao verificado sitnacdes de hiperactividade vesical em

humanos (Baylisst al, 1999; Suret al, 2001), no coelho (Fergusenal, 1997) e, também, no
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rato (Smithet al, 2005). Conclui-se, entdo, que o modelo se adaptdbjectivo do estudo, que é
o de investigar os mecanismos purinérgicos assuxiadhiperactividade vesical.

Outro dos resultados relevantes obtidos com aag#io deste modelo de hiperactividade
vesical foi a demonstracdo de que os receptoraséogicos P2X e, possivelmente, P2Y, tém
um papel importante na regulacdo da actividade iomat Na situacdo controlo (infusao
intravesical com soro fisioldgico), o bloqueio @msstreceptores (com PPADS) afecta
maioritariamente a contractilidade do musculo efoactividade nervosa eferente, avaliada
através da reducdo da amplitude e do tempo dasacodes. No entanto, na situacdo de
hiperactividade da bexiga induzida pelo acido ao¢th PPADS conseguiu reverter o aumento
da frequéncia miccional para valores consideradogirpos da normalidade, sugerindo uma
actuacao concomitante sobre os nervos sensitieosrdés. Relativamente a ac¢cdo endovenosa
do farmaco, esta tem como alvo maioritario parémsetelativos a componente nervosa da
contraccdo: ICl e PTh. Estes resultados sugeremagualvos de ac¢do do farmaco variam de
acordo com a via de administracdo do mesmo, e goaseemente, com a capacidade de
atingirem os componentes do reflexo associadases ggarametros (biodisponibilidade). Por
outro lado, a reversao do efeito do acido acétesada pelo PPADS (aumento do valor de ICI),
comparativamente com a auséncia de efeito destetérsobre esses parametros numa situacao
controlo, sugere que o seu efeito se possa obs@nederencialmente numa situacado de
hiperactividade da bexiga. A administracdo de MR®92por via intravenosa, mostrou também
que este composto afecta preferencialmente os pa@nurodinamicos relacionados com a
componente nervosa aferente do reflexo.

No modelo de hiperactividade da bexiga induzidm @alido acético, é possivel que se
observe uma alteracdo da permeabilidade da bartemtelial, permitindo uma melhor
penetracdo dos farmacos na parede da bexiga tarreedsiveis 0s nervos suburoteliais e a
camada muscular adjacente. Um estudo refere gasada induzida pelo sulfato de protamina
(um agente quimico irritante) requer um intervadaempo de aproximadamente cinco dias para
recuperacdo das células uroteliais (Lavetlal, 2002), o que permite especular acerca de um
efeito idéntico por parte do acido. Por outro lamlécido acético pode (1) estimular a libertacdo
de ATP a partir do urotélio (Silva, 2008, Tese d@sehciatura em Bioquimica, FCUP / ICBAS-
UP), (2) sensibilizar os receptores do ATP a acgéste ligando, e/ou (3) modificar a
permeabilidade da barreira urotelial, exacerbandetizidade purinérgica (Birder & de Groat,
2007).

O controlo neuronal parassimpatico da bexiga emamasy, em situacdo de patologia,

mostra uma acc¢éo predominante dos receptoreg iA@Xculares (Ford et al., 2006), enquanto na
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inervagdo pélvica aferente os receptores PRKcionam como sensores de enchimento e
armazenamento de urina (Vlaskovska et al., 200tk&me et al., 2000). Os resultados obtidos
no rato sugerem que o ATP actua consistentemesteeseptores purinérgicos P2 musculares
elou localizados nos nervos eferentes (que afeetammplitude e a duracdo da contraccao
muscular), enquanto a actividade sensitiva aferdaterevelada apenas na situagdo de
hiperactividade induzida pelo acido acético (0,2%.WJm importante contributo para discernir
0 papel dos receptores purinérgicos PBX{ o uso do seu antagonista selectivo, NFO23ptan
numa situagcado controlo como numa situacéao de lupedade vesical. O facto deste farmaco
alterar preferencialmente os componentes muscutiaesontraccao (tempo de contracgéo e
amplitude) e ndo o componente sensitivo aferei@e €IPTh), sugere que os receptores P2X
estdo localizados no musculo detrusor da bexigaderAo ser responsaveis pelo tonus do
musculo liso. Estes dados foram corroborados pgeréncias de imunolocalizacdo por
microscopia confocal levadas a cabo no nosso lalr@aque demonstraram a localizacdo dos
receptores P2Xno detrusor do rato (Marinhasal, 2009, resumo Soc. Port. Neurociéncias).
Um outro facto interessante foi constatar que aimidtracao intravesical de apirase
(2U/mL) reduz significativamente a amplitude dastcaccdes responsaveis pelo esvaziamento
da bexiga neste modelo de hiperactividade vestehlcomo se observou com a aplicacdo
intravesical de PPADS (30 pM) nas mesmas condig@psrimentais. Nao se observou, no
entanto, a esperada reducdo da frequéncia micdianalento do intervalo ICI) apés a infusédo
de apirase (2 U/mL). Estes resultados sugerem quengonente motora do reflexo miccional
(nervos eferentes e/ou as propriedades do mussolodaracterizada atraves das variacdes da
amplitude ou do tempo de contraccdo do detrusorag&xiadas preferencialmente quando se
inactiva o ATP libertado directamente em AMP pglaase. Paradoxalmente, esta enzima néo
parece conseguir influenciar a componente aferelatereflexo miccional, detectadas por
variacbes dos parametros ICl e PTh (Kullmatral, 2008). A hidrélise de ATP directamente
em AMP pela apirase conduz por um lado, a inadivalp proprio ATP libertado, e por outro
lado, a reducdo dos niveis de ADP formados endogente. Esta situacdo leva a reducéo da
actividade dos receptores excitatorios sensiveSTad (provavelmente P2p0u P2X%,3) e a uma
reducdo concomitante da activacdo dos receptat@inos P2Y, sensiveis ao ADP nos nervos
sensitivos, razdo pela qual o balango final podehgmteticamente nulo. O balango entre a
activacdo de receptores excitatorios P2X inibitérios P2Y (Burnstock et al., 2006) foi
demonstrado através do efeito do antagonista s&leBRY;, MRS 2179, sobre o reflexo
miccional no modelo de hiperactividade vesical mda pelo acido acético (0,2% v/v). A

aplicacdo tanto endovenosa como intravesical de RIS causou um aumento significativo da
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frequéncia miccional (diminuicdo do ICI). Estesutedos levam-nos a explorar a hipotese ja
referida por Kinget al, (2004), da existéncia de um controlo inibit&abre a contractilidade da
bexiga, resultante da activacédo destes receptetesAd P/ADP, provavelmente mediado pelos
receptores P2y

Interessante é, também, o facto da activacao éptaes P2Xter sido relacionada com
situacdes de instabilidade contractil do detru®irdér & de Groat, 2007). Uma vez que a
activacao de receptores P2pfesentes nas terminagcdes nervosas motorasdaciitbertacio de
ACh, a interaccdo entre estes dois sistemas poddicoonar a fisiologia miccional e a sua
alteracdo pode levar a situagbes de instabilidad®exiga, como a verificada neste modelo
animal de hiperactividade produzida pelo acido ie@é(0,2% v/v) e mediada por valores

elevados de ATP na bexiga.

Por outro lado, os receptores do subtipo PB¥ sido associados a efeitos na miccéo e
na sensacéo de dor em ratos e humanos @aatl, 2006; Zhonget al., 2003; Tempestt al,
2004). Também, foi ja referida a alteracdo dos misp#s desencadeantes do reflexo miccional
guando se manipula a actividade deste subtipoaptares (Kinget al, 2004). Estas e outras
questdes relacionadas com a accdo do PPADS admiuispor via endovenosa no reflexo
miccional terdo que ser esclarecidas através daag@o de experiéncias com este composto
numa situacdo controlo e, também, através da agdiz de antagonistas selectivos (e.g. A-
317491) para se validar a relevancia dos recepte®§ em situacbes de hiperactividade
vesical. A expressao de receptores Pex3a aumentada nos doentes portadores de @siHs)
correlaciona-se com o aparecimento da sintomawldgiorosa (Tempestt al, 2004). Os
receptores P2xXsdo 0s mais importantes na transmissao doloros® mopulacdo de fibras
nervosas da bexiga que traduzem a distensao daamasm sinal eléctrico (Vlaskovsla al,
2001; Schwiebert et al., 2003). Aléem destas fungésgeceptores P2Xnodulam a actividade
dasumbrella cellsapicais em resposta a distensdo da bexiga (furigdoeuronal) (Wangt al.,
2005). Por outro lado, existem dados preliminarestrando que o ATP e os seus produtos de
metabolismo extracelular modulam a libertacdo déh A@luzida por estimulagédo dos nervos
motores da bexiga humana e que a actividade deptores purinérgicos que facilitam a
libertacdo de ACh estd aumentada nos doentes cparabtividade vesical por obstrucéo
prostatica (Correia-de-S3# al, 2008).
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4.2 Conclusao

Como conclusdo do trabalho realizado ficou demadatr a viabilidade e
reprodutibilidade deste modelo animal vivo para o estudo da hiperactividade da bexiga,
nomeadamente dos mecanismos purinérgicos envolvidasa-se de um modelo em animal
anestesiado, que é pouco invasivo e que possuileexes caracteristicas para permitir a
manipulacdo farmacoldgica pré-clinica de recept(@as purinérgicos) envolvidos no controlo
da miccéo.

A semelhanca do que foi observado noutros modedokiperactividade vesical (e.g.
inflamacéo, cistite intersticial, irritacdo quimicam sulfato de protamina), a impermeabilidade
da barreira urotelial pode estar afectada aposritaciio com acido acético (0,2 % v/v)
permitindo a passagem de farmacos para as esiuadmcentes (e.g. nervos sensitivos
suburoteliais, musculo liso).

Os receptores P2 presentes nos nervos eferentEgemtas, assim como nas células
uroteliais e do musculo detrusor, estdo directaenentvolvidos na contractilidade e reflexo
miccional, conforme se confirmou neste modelo. Estado mostrou que a componente nervosa
aferente do reflexo miccional tem um papel muilevante na mediacdo da resposta contractil
em situacao de hiperactividade da bexiga. Outrogpooentes envolvidos na resposta contractil
da bexiga expressam receptores P2. Os resultaqoiraentais sugerem a existéncia de
receptores do subtipo P2Xas fibras musculares lisas do detrusor, que pammexplicar a
reducdo da amplitude das contrac¢des da bexigagposta a distensdo na presenca de PPADS
e de NF023, aplicados tanto por via intravesical@@ndovenosa.

A Figura 9 mostra um modelo preliminar da via mesamsitiva de natureza purinérgica

representativa de uma situacao de hiperactividadeexgiga.

Fibras eferentes motora

‘ Fibras
|« sensitivas
aferentes /

-u\‘.

Inibitério Vs Excitatoério
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Figura 9: Possivel modelo da via mecanosensitiva de naupezinérgica, representativa de uma
situacdo de hiperactividade da bexiga.

Os dados preliminares apresentados apontam pacal&acio de receptores P2e{ou
P2Xz3 nos nervos aferentes, cuja actividade parece esmtarentada em situacdes de
hiperactividade vesical como a que se testou neepte trabalho. Apds a identificacdo dos
receptores P2Y nos nervos sensitivos da bexigada sua actividade inibitéria mediada
endogenamente pelo ADP formado a partir do ATRthiol®, torna-se agora importante avaliar
como é que estes receptores interagem com o0s oeeg@xcitatorios P2Xe/ou P2X3 co-
localizados nos nervos aferentes huma situagagdeabtividade da bexiga. Por outro lado, sera
ainda necessario avaliar qual dos componentes ngdpeis pela actividade motora da bexiga
(i.e. nervos parassimpaticos motores e/ou mus@od due possuem receptores PZEXo mais
relevante para a actividade do ATP numa situacdopdeactividade da bexiga.

Pela sua simplicidade e natureza integrativa, esbelelo pode dar um contributo
importante na tentativa de discernir novos alvaspi@uticos para situacdes patoldgicas de

hiperactividade vesical.

25



V. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. ABBRACCHIO, M.P. & BURNSTOCK, G. (1994). Purinoceps: are there families of
P2X and P2Y purinoceptors? Pharmacol Ther, 64,745-

2. APODACA, G. (2004). The uroepithelium: not justaspive barrier. Traffic, 5, 117- 28.

3. BAYLISS, M., WU, C., NEWGREEN, D., MUNDY, AR. & FR, C.H. (1999). A
guantitative study of atropine-resistant contractésponses in human detrusor smooth
muscle, from stable, unstable and obstructed bfaddeJrol, 162, 1833-9.

4. BENNETT, B.C., KRUSE, M.N., ROPPOLO, J.R., FLOOD,OH FRASER, M. & DE
GROAT, W.C. (1995). Neural control of urethral @ithctivity in vivo: role of nitric
oxide. J Urol, 153, 2004-9.

5. BIRDER, L.A. & DE GROAT, W.C. (2007). Mechanisms ditease: involvement of the
urothelium in bladder dysfunction. Nat Clin Pragcbl) 4, 46-54.

6. BIRDER, L.A., BARRICK, S.R., ROPPOLO, J.R., KANAA.J., DE GROAT, W.C,,
KISS, S. & BUFFINGTON, C.A. (2003). Feline intetsl cystitis results in mechanical
hypersensitivity and altered ATP release from béaddarothelium. Am J Physiol Renal
Physiol, 285, F423-9.

7. BIRDER, L.A.,, RUAN, H.Z, CHOPRA, B., XIANG, Z., BRRICK, S,
BUFFINGTON, C.A., ROPPOLO, J.R., FORD, AP., DE GROD W.C. &
BURNSTOCK, G. (2004). Alterations in P2X and P2¥fipargic receptor expression in
urinary bladder from normal cats and cats withrstteal cystitis. Am J Physiol Renal
Physiol, 287, F1084-91.

8. BURNSTOCK, G. & HOLMAN, M.E. (1961). The transmiesi of excitation from
autonomic nerve to smooth muscle. J Physiol, 155;33.

9. BURNSTOCK, G. & KENNEDY, C. (1985). Is there a lmfr distinguishing two types
of P2-purinoceptor? Gen Pharmacol, 16, 433-40.

10.BURNSTOCK, G. (1976). Do some nerve cells releaswenthan one transmitter?
Neuroscience, 1, 239-48.

11.BURNSTOCK, G. (1980). Purinergic nerves and reasptBrog Biochem Pharmacol,
16, 141-54.

12.BURNSTOCK, G. (2001) Purinergic signalling in lowerinary tract. In Handbook of

Experimental Pharmacology, Volume 151/I. Purineagit Pyrimidinergic Signalling | -

26



Molecular, Nervous and Urinogenitary System FumctiQAbbracchio, M.P. and
Williams, M., eds), pp. 423-515, Springer Verlag

13.BURNSTOCK, G. (2004). Cotransmission. Curr Opin iafecol, 4, 47-52.

14.BURNSTOCK, G. (2006a). Historical review: ATP as naurotransmitter. Trends
Pharmacol Sci, 27, 166-76.

15.BURNSTOCK, G. (2006b). Pathophysiology and ther&éipepotential of purinergic
signaling. Pharmacol Rev, 58, 58-86.

16.BURNSTOCK, G., CAMPBELL, G., BENNETT, M. & HOLMAN,M.E. (1963).
Inhibition of the Smooth Muscle on the Taenia CHlature, 200, 581-2.

17.BURNSTOCK, G., CAMPBELL, G., SATCHELL, D. & SMYTHEA. (1970). Evidence
that adenosine triphosphate or a related nucleddidiee transmitter substance released
by non-adrenergic inhibitory nerves in the gutJB?harmacol, 40, 668-88.

18.BURNSTOCK, G., DUMSDAY, B. & SMYTHE, A. (1972). Abtpine resistant
excitation of the urinary bladder: the possibild transmission via nerves releasing a
purine nucleotide. Br J Pharmacol, 44, 451-61.

19.COCKAYNE DA, HAMILTON SG, ZHU QM, et al., “Urinarybladder hyporreflexia
and reduced pain-related behaviour In P2X3-deficrarte”, Nature (2000); 407: pp.
1011-1015.

20.COCKAYNE, D.A., DUNN, P.M., ZHONG, Y., RONG, W., HMAILTON, S.G.,
KNIGHT, G.E., RUAN, H.Z.,, MA, B., YIP, P., NUNN, P.MCMAHON, S.B.,
BURNSTOCK, G. & FORD, A.P. (2005). P2X2 knockoutcmiand P2X2/P2X3 double
knockout mice reveal a role for the P2X2 receptdrusiit in mediating multiple sensory
effects of ATP. J Physiol, 567, 621-39.

21.COCKAYNE, D.A., HAMILTON, S.G., ZHU, Q.M., DUNN, RBM., ZHONG, Y.,
NOVAKOVIC, S., MALMBERG, A.B., CAIN, G., BERSON, A.KASSOTAKIS, L.,
HEDLEY, L., LACHNIT, W.G., BURNSTOCK, G., MCMAHONS.B. & FORD, A.P.
(2000). Urinary bladder hyporeflexia and reducednjpalated behaviour in P2X3-
deficient mice. Nature, 407, 1011-5.

22.CORREIA-DE-SA, P., SILVA-RAMOS, M., DUARTE-ARAUJOVI.,, CAVADAS, V.,
MAGALHAES-CARDOSO, T., LAFUENTE-DE-CARVALHO, J.-M.& FARIA, M
(2008). Cholinergic nerve hyperactivity in obstedthuman bladders: on the role of
sustained P2X purinoceptors activation. Purinegigmalling, 4, S104.

23.DUARTE-ARAUJO, M., NASCIMENTO, C., TIMOTEO, M.A., MGALHAES-
CARDOSO, T. & CORREIA-DE-SA, P. (2009). Relativentdbution of ecto-ATPase

27



and ectoATPDase pathways to the biphasic effeétTé? on acetylcholine release from
myenteric motoneurons. Br. J. Pharmacol., 156, 53%-

24.FERGUNSON, D.R., KENNEDY, I., BURTON, T.J. (199ATP is released from rabbit
urinary bladder epithelial cells by hydrostatic gmere changes — a possible sensory
mechanism? J Physiol, 505 (Pt2), 503 —11.

25.FORD, A.P., GEVER, J.R., NUNN, P.A., ZHONG, Y., C&drU, J.S., DILLON, M.P.
& COCKAYNE, D.A. (2006). Purinoceptors as therapetargets for lower urinary tract
dysfunction. Br J Pharmacol, 147 Suppl 2, S132-43.

26.HIRAGATA, S., OGAWA, T., HAYASHI, Y., TYAGI, P., SKI, S., NISHIZAWA, O.,
DE MIGUEL, F., CHANCELLOR, M.B. & YOSHIMURA, N. (207). Effects of IP-751,
ajulemic acid, on bladder overactivity induced bbgdaler irritation in rats. Urology, 70,
202-8.

27.KING, B.F., KNOWLES, |D., BURNSTOCK, G. & RAMAGE,A.G. (2004).
Investigation of the effects of P2 purinoceptoahds on the micturition reflex in female
urethane-anaesthetized rats. Br J Pharmacol, 14236.

28.KULLMANN, F.A., ARTIM, D.E., BIRDER, L.A. & DE GROAT, W.C. (2008).
Activation of Muscarinic receptors in rat bladdensory pathways alters reflex bladder
activity. J Neurosci, 28, 1977-87.

29.MARINHAS J.G.ET AL.(2009). Resumo Soc. Port. Neurociéncias

30.0'REILLY, B.A., KOSAKA, A.H., CHANG, T.K., FORD, A?2., POPERT, R., RYMER,
J.M. & MCMAHON, S.B. (2001). A guantitative analgsof purinoceptor expression in
human fetal and adult bladders. J Urol, 165, 17.30-4

31.SCHWIEBERT, E.M. & ZSEMBERY, A. (2003). Extracelasl ATP as a signaling
molecule for epithelial cells. Biochim Biophys Acti615, 7-32.

32.SILVA A, SILVA C, CRUZ F, “Tratamento da bexiga l@mactiva’, Acta Uroldgica
2007, 24; 3: 81-96

33.SILVA C, RIBEIRO MJ, CRUZ F, “The effect of intrageal resiniferatoxin in patients
with idiopathic detrusor instability suggests thatoluntary detrusor contractions are
triggered byC-fiber input”, J Urol (2002); 168: @¥5-579

34.SILVA N., (2008), Tese de Licenciatura em BioquiaiECUP / ICBAS-UP

35.SMITH C, GANGITANO D., MUNOZ A., SALAS N., BOONE T.(2008). Botulinum
toxin type A normalizes alterations in urothelial A and NO release by chronic spinal

cord injury. Neurochemistry International 52, 1068075.

28



36.SUN, Y. & CHAI, T.C. (2004). Up-regulation of P2X8ceptor during stretch of bladder
urothelial cells from patients with interstitialstitis. J Urol, 171, 448-52.

37.SUN, Y., KEAY, S., DE DEYNE, P.G. & CHAI, T.C. (209. Augmented stretch
activated adenosine triphosphate release from btagicbepithelial cells in patients with
interstitial cystitis. J Urol, 166, 1951-6.

38.SUN, Y., MALOSSI, J., JACOBS, S.C. & CHAI, T.C. (@®). Effect of doxazosin on
stretch-activated adenosine triphosphate releadtadder urothelial cells from patients
with benign prostatic hyperplasia. Urology, 60, 351

39.TEMPEST, H.V., DIXON, A.K., TURNER, W.H., ELNEIL, S SELLERS, LA. &
FERGUSON, D.R. (2004). P2X and P2X receptor exjpwassn human bladder
urothelium and changes in interstitial cystitisUB#at, 93, 1344-8.

40.VLASKOVSKA, M., KASAKOV, L., RONG, W., BODIN, P., BRDINI, M.,
COCKAYNE, D.A., FORD, A.P. & BURNSTOCK, G. (2001P2X3 knock-out mice
reveal a major sensory role for urothelially reEh&TP. J Neurosci, 21, 5670-7.

41.WANG, E.C., LEE, J.M., RUIZ, W.G., BALESTREIRE, E.wWON BODUNGEN, M.,
BARRICK, S., COCKAYNE, D.A., BIRDER, L.A. & APODACAG. (2005). ATP and
purinergic receptor-dependent membrane trafficladder umbrella cells. J Clin Invest,
115, 2412-22.

42.WU, C., BAYLISS, M., NEWGREEN, D., MUNDY, A.R. & FR, C.H. (1999). A
comparison of the mode of action of ATP and carbhcm isolated human detrusor
smooth muscle. J Urol, 162, 1840-7.

43.YOSHIMURA N, “Lower urinary tract symptoms and btk afferent activity”, (2007),
Neurourol. Urodynam. 26: 908-913.

44.ZHONG, Y., BANNING, A.S., COCKAYNE, D.A., FORD, A.PBURNSTOCK, G. &
MCMAHON, S.B. (2003). Bladder and cutaneous senswyrons of the rat express
different functional P2X receptors. Neuroscien@f),1667-75.

29



