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RESUMO

Introdugcdo — A bexiga hiperactiva é um sindrome constituido por imperiosidade
miccional com ou sem incontinéncia, geralmente associada a nocturia e a polaquiuria.
Este sindrome afecta cerca de 15% da populacdo adulta e a sua incidéncia aumenta
com a idade tendo um impacto muito grande na qualidade de vida dos doentes e um
impacto sécio-econémico semelhante & diabetes mellitus.®'° A sua patofisiologia ainda é
em grande parte desconhecida, no entanto € reconhecido um papel importante do ATP
na mediacdo quer das aferencias, quer das eferencias vesicais nestes doentes. Apesar
das accdes biologicas do ATP serem bem conhecidas na maioria das células, a origem
de ATP extracelular e o0 mecanismo pelo qual as células podem libertar este nucleétido
mantém-se em discussdo, bem com os possiveis alvos de manipulacdo farmacoldgica.
Vérios estudos reconhecem que a estimulacdo mecanica pode causar a libertacdo de
ATP a partir de células epiteliais. Este mecanismo parece estar presente nas células do
epitélio das vias urinarias inferiores (urotélio), onde a libertacdo excessiva de ATP (e de
outros mediadores, como a acetilcolina), favorecida pelo aumento de pressédo sobre a
parede, variacbes da temperatura e do pH e diversos mediadores inflamatorios, se
correlaciona com fenémenos de hiperactividade da bexiga.?’ Em trabalhos realizados no
Laboratorio de Farmacologia e Neurobiologia do ICBAS-UP detectaram-se niveis
elevados de ATP em amostras de bexigas humanas colhidas de doentes com obstrucéo
infra-vesical, que se correlacionam com aumentos da regulacdo purinérgica da
contrac¢do do detrusor e da libertacdo de acetilcolina induzida por estimulacao eléctrica
(resultados ndo publicados). No trato urinario, o factor de crescimento nervoso (NGF) é
produzido no urotélio e no musculo liso. O NGF parece ter um papel muito importante
como factor neurotréfico essencial para a manutencao das fibras sensitivas envolvidas
na via nociceptiva. Pensa-se, por isso, que o NGF é responsavel pelo aumento de
sensibilidade da bexiga e hiperactividade do detrusor, por mecanismos ainda n&o
completamente  conhecidos. Existem algumas evidéncias de que estes
neuromoduladores podem constituir um alvo preferencial para o diagnéstico e
monitorizagdo da progressao das disfuncfes do trato urinario inferior.

Objectivos — Neste contexto, o objectivo do presente estudo foi o de avaliar se os
doentes portadores de hiperactividade do detrusor ideopatica possuiam maior

concentragdo urinaria de ATP e de NGF relativamente a uma populagédo controlo e qual
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seria o valor predictivo destes mediadores como marcadores bioldgicos ndo invasivos no
diagnastico e seguimento da hiperactividade do detrusor.

Metodologia — Neste estudo foram incluidas 38 mulheres de idade semelhante, das
quais 19 apresentavam hiperactividade do detrusor e as outras 19 ndo tinham clinica de
bexiga hiperactiva, nem hiperactividade do detrusor no estudo urodinamico. Foram
excluidas do estudo mulheres que apresentavam evidéncia clinica e laboratorial de
infeccdo urinéria. Foram efectuadas duas colheitas de urina para estudo microbioldgico e
bioquimico; as amostras para doseamento de ATP e NGF foram imediatamente
congeladas em azoto liquido e armazenadas a -20°C. Em cada colheita foi determinado
o volume total de urina excretado para posterior correc¢cdo volumétrica dos valores
encontrados. O doseamento do ATP urinério foi realizado por bioluminescéncia com um
kit comercial especifico (ENLITEN ATP assay system bioluminescence detection Kit,
Promega, Madison, EUA). O doseamento urinario do NGF foi realizado por ELISA
usando um kit comercial de elevada sensibilidade (RIA, Promega, Madison, EUA).
Resultados — Os niveis de ATP determinados nas amostras de urina dos dois grupos
foram significativamente (P<0,01) diferentes, i.e. o ATP urinario do grupo BH foi de
9,82+8,40 nM e o do grupo controlo que foi de 3,41+2,47 nM ; esta diferenca foi
confirmada nas duas amostras de urina colhidas sequencialmente a cada individuo. A
avaliacdo do ATP urinario apresenta uma AUC: 83,2%, (Intervalo de confianca 95%:
69,7-96,7) para o diagnéstico de bexiga hiperactiva. Nao foram detectadas diferencas
estatisticamente significativas entre os teores de NGF urinario nos dois grupos.
Conclusdes - Apesar dos resultados apresentados serem de uma amostra preliminar
restrita, que estd englobada num estudo de maior dimensao, € possivel prever que o
doseamento de ATP urinario se venha a tornar um marcador biolégico muito Gtil na
identificacdo e seguimento de doentes com hiperactividade vesical idiopéatica. A
facilidade de colheita e doseamento do ATP urinario, aliada a elevada sensibilidade e
especificidade metodoldgica determinada nesta amostragem (AUC: 83,2%, Intervalo de
confiangca 95%: 69,7-96,7) constituem as suas principais vantagens, comparativamente

com outros marcadores propostos (e.g. NGF).

Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar / UP e Hospital de Santo Anténio / CHP
Aluna: Olga Oliveira
Ano lectivo: 2009/2010



AGRADECIMENTOS

Considerando este Projecto final do meu curso como resultado de uma caminhada que
comecou héa alguns anos, agradecer pode nao ser tarefa facil, nem justa. Para ndo correr
0 risco da injustica, agradeco de antemao a todos que de alguma forma passaram pela
minha vida e contribuiram para a construcéo de quem sou hoje.

E agradeco, particularmente, a algumas pessoas pela contribuicdo directa na construcao
deste Projecto de Investigacao:

Prof. Doutora Margarida Lima, pela sua ajuda desde do inicio deste projecto até ao seu
termino.

Dr. Miguel Silva-Ramos, pelo trabalho como Orientador, pelas contribuicdes tedricas,
pela orientacdo na escolha do meu tema, e principalmente, por me mostrar na pratica
como podemos ajudar os doentes.

Professor Doutor Paulo Correia-de-Sa, pelo trabalho como Co-Orientador, além de me
ajudar activamente nesta caminhada, ajudou-me a descobrir a ligacdo entre o laboratoério
de farmacologia e a sua ajuda na pratica clinica. Por ser um dos idealizadores desse
trabalho, ndo poupando esforcos para me ajudar em todos os momentos, ensinando-me,
com seu préprio exemplo, a ter mais responsabilidade e dedicacdo. Agradeco a sua
paciéncia na orientacdo e incentivo que tornaram possivel a concluséo deste Projecto de
Investigacgao.

Dr.2 Isabel Silva, pela sua ajuda, for¢ca, amizade, carinho e apoio que demonstrou
durante este projecto.

Dr.2 Margarida Duarte Araujo pela confianca em mim e em meu trabalho, por sua alegria
e simplicidade demonstradas em todos 0s momentos que me recebeu.

Dr. José Carlos Oliveira e a Dr.2 Fernanda Brava, pela sua gentileza e por toda a ajuda
demonstrada e sempre com disponibilidade para a concretizacdo deste Projecto de
Investigacao.

Este trabalho foi financiado com recurso a fundos disponibilizados pela Unidade
Multidisciplinar de Investigagdo Biomédica (UMIB-215, unidades de I&D da FCT) e pelo
ICBAS / Bolsa de Iniciagdo a Investigacdo Clinica - Roche Farmacéutica no ambito da
Disciplina de Iniciacao a Investigacao Cientifica do Mestrado Integrado em Medicina. Um
agradecimento em particular, sem este financimamento este estudo néo seria possivel.

A minha eterna gratidao a todos!

Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar / UP e Hospital de Santo Anténio / CHP
Aluna: Olga Oliveira
Ano lectivo: 2009/2010



INTRODUCAO

O Sindrome de Bexiga Hiperactiva (SBH) ¢é definida pela International Continence
Society como um quadro clinico caracterizado por imperiosidade miccional, isto €, uma
vontade forte, desconfortdvel e subita de wurina, associada frequentemente a
incontinéncia, nocturia e polquiuria, na auséncia de factores locais, infecciosos ou
metabdlicos. E habitualmente causada por hiperactividade do detrusor, isto €, por
contraccfes involuntarias do musculo detrusor durante a fase de armazenamento do

ciclo miccional
SINTOMAS
Clinicamente, a bexiga hiperactiva pode apresentar-se como:

e Imperiosidade ou urgéncia miccional — sentir frequentemente um desejo subito,
intenso e imprevisivel de urinar.

e Aumento de frequéncia — mais de oito mic¢cdes em um periodo de 24 horas. Os
individuos podem aumentar a frequéncia de mic¢cées como tentativa de reduzir a
pressdo da bexiga e evitar episédios de incontinéncia. Pode incluir noctaria:
levantar-se duas ou mais vezes durante a noite para urinar.

e Incontinéncia por imperiosidade — episddios de perda involuntaria de urina

associados com desejo subito e intenso de urinar.

Estes trés sintomas podem aparecer isolados ou em associagdo, ou seja, O
doente pode apresentar somente um e/ou mais sintomas para ter bexiga hiperactiva.*
Para evitar a perda de grandes volumes de urina, os individuos com bexiga hiperactiva
tendem a urinar frequentemente, para manterem um volume relativamente baixo de urina
na bexiga. No entanto, apesar deste mecanismo adaptativo, a incontinéncia continua a

ser um problema incobmodo e limitante para estas pessoas.
PREVALENCIA

Ha poucos estudos baseados em populacbes que avaliam a prevaléncia de
Bexiga Hiperactiva. As estimativas da prevaléncia oscilam bastante de acordo com o
estudo ou pesquisa avaliada, variando de 3% a 43% da populagéo, dependendo da faixa
etaria avaliada. O estudo feito por na América do Norte estimou a prevaléncia Bexiga

Hiperactiva em adultos > 18 anos de 16% em homens e 16,9% em mulheres.™ '® Na
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Europa, estimaram a prevaléncia em adultos = 40 anos de 15,6% para homens e 17.4%

em mulheres.™ 16

No estudo internacional feito por estimaram a prevaléncia em adultos
> 18 anos sendo 11.8%, sendo 10.8% em homens e 12.8% em mulheres.® A prevaléncia
da Bexiga Hiperactiva aumenta com o avanco da idade, em todos o0s estudos
confirmaram que as mulheres tém maior prevaléncia de sintomas de Bexiga Hiperactiva
comparada com os homens antes dos 60 anos de idade, enquanto os homens tém maior
prevaléncia ap6s os 60 anos de idade.” Em relagdo a frequéncia dos sintomas,
geralmente, tanto a frequéncia quanto a imperiosidade sdo sintomas muito mais
presentes que a incontinéncia por imperiosidade, especialmente entre as idades de 35 a
55 anos. Mais pessoas sdo afectadas por sintomas de bexiga hiperactiva do que por

doenca de Alzheimer ou osteoporose.” 11

REPERCUSSOES SOCIAIS

A bexiga hiperactiva é um problema social, generalizado e preocupante, que pode
afectar qualquer individuo em qualquer idade e compromete a qualidade de vida, sendo
causa de isolamento social, frustracdo e ansiedade. H& estudos que referirem que a
depressdo é mais comum em doentes com incontinéncia por imperiosidade (60%) em
comparacao aquelas com incontinéncia urinéria mista (42%) ou incontinéncia urinaria de
esforco (14%) e outros estudos ressaltam que mesmo as doentes com Bexiga

Hiperactiva sem perda urinaria tém a qualidade de vida bastante comprometida.'® > ¢

FISIOPATOLOGIA

A bexiga desempenha duas func¢des primordiais, 0 armazenamento e a expulséo
periddica da urina. A execuc¢ao destas funcdes € regulada por mecanismos miogénicos e
neurolégicos complexos. A micgdo envolve coértex do cérebro, ndcleos da base do
cérebro, substancia reticular ponto-mesencefalica, sistema limbico, hipotalamo, cerebelo,
a medula espinal; inervacdo sensorial aferente e os componentes anatomicos de tracto
urinario inferior. Qualquer perturbacao nestas estruturas pode contribuir para os sintomas

de bexiga hiperactiva.

Os neurdénios motores da bexiga e da uretra estdo localizados no no segmento
sagrado da medula espinal (S2-S4) e séo coordenados pelo centro pontino da micgao e
pelos nacleos da base do cérebro. O cérebro recebe informacdes sensoriais da bexiga e

do soalho pélvico, sendo importante na manutencdo do tonus do soalho pélvico e na
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coordenacdo entre contraccdo do detrusor e relaxamento do esfincter. O cerebelo
participa, também, activamente da coordenacéo dos varios musculos envolvidos no acto

da miccgéao.

A musculatura lisa da bexiga, a regido uretro-trigonal, e a uretra proximal sao
inervadas por fibras do plexo-pélvico que esta localizado profundamente na cavidade
pélvica e € composto por fibras mescladas dos nervos pélvicos (parassimpatico) e dos
nervos hipogastricos (simpatico). As fibras parassimpaticas originam-se na substancia
cinzenta da medula sagrada (S2-S4), possuem Varios ganglios préximos a bexiga e
fibras pds-ganglionares curtas. JA 0s nervos hipogastricos (enervacdo simpatica) tem
origem na regido lateral da substancia cinzenta da medula entre T10 e L2. O nervo
pudendo, que inerva o esfincter uretral externo, tem sua origem no nucleo de Onuf, no
corno ventral do segmento sacral da medula S2-S4. Todo controle somatico (motor)
dependente da vontade é exercido pelo nervo pudendo.

Na fase de enchimento vesical, a continéncia € mantida pela acomodacéo vesical
associada a total inibicdo dos impulsos eferentes parassimpaticos e activacdo dos
eferentes simpaticos e somaticos. O cértex cerebral envia impulsos descendentes
inibitérios para o centro pontino e para 0 nervo pélvico (parassimpatico) relaxando o
detrusor e impulsos excitatérios para o nervo hipogéstrico (simpético) e nervo pudendo
aumentando a resisténcia uretral. Os impulsos aferentes vesicais activam, também, os
motoneurdnios do nucleo de Onuf, aumentando a actividade ténica do esfincter uretral e,

por conseguinte, a resisténcia da uretra.

Na micc¢ao voluntaria ha diminuicdo da actividade dos musculos do soalho pélvico
e da pressao uretral, que precedem a contraccdo do detrusor. Esta coordenacédo é
regulada pelo sistema nervoso, através do reflexo miccional espinobulboespinal. Ocorre
a liberacdo do centro pontino, que envia impulsos para a medula sagrada, activando
neurénios parassimpaticos desencadeando, assim, a contraccdo do detrusor.
Simultaneamente impulsos da ponte inibem motoneurénios pudendos (ndcleos de Onuf)
gue enervam o esfincter uretral estriado, relaxando-o. Iniciada a contrac¢do do detrusor,
a descarga aferente gerada pela tensdo na parede vesical reforca o reflexo miccional. O
fluxo de urina pela uretra facilita o esvaziamento, pois também estimula a contrac¢éo do
detrusor. Quando a miccéo estd chegando ao fim, o soalho pélvico contrai-se, eleva o

colo vesical, que se fecha e a pressdo do detrusor diminui.
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Os impulsos aferentes sédo essenciais para o controlo da miccdo. Alteracoes
nesta actividade aferente estdo implicadas na etiologia da bexiga hiperactiva. Os
impulsos aferentes provenientes da bexiga s&o conduzidos predominantemente por
fiboras pequenas e mielinizadas do tipo Ad, que sdo sensiveis a distensdo e/ou
a contraccao vesical. As fibras aferentes do tipo C, localizadas principalmente na regido
sub-urotelial, ndo sdo mielinizadas, sdo menos sensiveis a estimulos mecéanicos e sédo
essencialmente activadas por estimulos quimicos, irritativos e térmicos. Sao
relativamente pouco activas na micgao normal, mas tém um papel muito importante na
génese dos sintomas da bexiga hiperactiva. Varios tipos de receptores foram
identificados nestes nervos, como receptores vanildides, purinérgicos, das neurokininas e
receptores do NGF (trk-A). Varios estudos mostram um aumento da activacdo destes
receptores em bexigas hiperactivas, aumentando o sinal aferente ao SNC que pode

condicionar um reflexo miccional mais precoce e menos controlado.

Factor de crescimento neuronal (NGF)

O factor _de crescimento neuronal (NGF) é uma pequena proteina essencial

para a sobrevivéncia e diferenciacdo neuronal, em particular dos neurdnicos simpaticos e
dos neurdnios sensitivos. Apds a sua secrecao, liga-se e activa receptores presentes nas
células neuronais, apdés o que é internalizado. Sdo conhecidos dois receptores para o

NGF: o TrkA (pronuncia-se "Track A"), que € um receptor da cinase da tirosina, de
elevada afinidade, e o LNGFR ("Low Affinity Nerve Growth Factor Receptor”).

No trato urinario, o NGF é produzido no urotélio e no musculo liso, e parece ter um
papel muito importante como factor neurotréfico essencial na manutencao das fibras
senstivas envolvidas na nocicepcdo. Tem também sido verificado que as bexigas
hipertrofiadas de ratos e humanas tém uma quantidade significativamente maior de NGF
por mg de tecido do que as bexigas normais'® e que a sobrexpresséo de NGF na bexiga

esta associada a hiperactividade do detrusor e alteracées miccionais em ratos?.

Estudos clinicos e experimentais tém detectado niveis aumentados de NGF no
urotélio e na urina, em condic¢des inflamatérias do aparelho urinario baixo, tais como na
cistite intersticial e a prostatite cronica. A descoberta de que a instilagdo intra-vesical de

NGF pode induzir hiperactividade da bexiga em ratos sugere que NGF possa sensibilizar
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as fibras aferentes na auséncia de inflamacgéo. A instilacdo intra-vesical de k252a, um
inibidor da actividade da cinase da tirosina, ou de anti-soros neutralizantes do NGF,
atenua a hiperalgesia associada a cistite induzida em ratos.® Por outro lado, a injeccéo
intravesical de toxina botulinica, um inibidor potente da libertacdo de acetilcolina pelos
terminais nervosos motores utilizado para tratar a espasticidade muscular, reduz o
contetudo vesical e urinario de NGF em doentes com hiperactividade do musculo

detrusor.t® 4

Niveis aumentados de NGF também tém sido observados no urotélio e na urina
em doentes com hiperalgesia urinaria e hiperactividade do detrusor. Ha possibilidade que
NGF seja responsavel pelo aumento de sensibilidade da bexiga e da hiperactividade do
detrusor, por mecanismos ainda nédo conhecidos. Existem algumas evidéncias de que
este neuromodulador pode constituir um alvo preferencial para o diagndstico e

monitorizacdo da progressao de disfuncéo do tracto urinario inferior.

Trifosfato de Adenosina (ATP)

O urotélio ndo é s6 uma barreira para substancias téxicas na urina, mas também é
um tecido metabolicamente muito activo, capaz de produzir e libertar ATP e outros
mediadores celulares (e.g. acetilcolina, prostandides). O ATP € uma molécula
multifuncional que actua ndo s6 ao nivel intra-celular como fonte de energia, mas
também ao nivel extra-celular, como um neurotransmissor importante que regula os
processos celulares diversos que incluem a transmisséo, nocicep¢ao, o transporte de
ides, a apoptose, a secrecdo e a contraccdo muscular, por exemplo na bexiga. E
abundante no citoplasma das células e pode ser libertado para o meio extracelular por
diversos mecanismos que incluem o exocitose de vesiculas que contém ATP, mas
também processos ndo exocitéticos como os hemicanais, as bombas de efluxo ABC,
canais ionicos (P2X5), entre outros. No meio extracelular o ATP pode activar receptores
purinérgicos de membrana da classe P2, que incluem os 8 subtipos de receptores
metabotrépicos (P2Y1, P2Y,, P2Y,4, P2Ys, P2Y11, P2Y1,, P2Y13 € P2Y1y4) € 7 subtipos de
receptores ionotropicos P2X (P2X; _ 7).

Varios estudos reconhecem que a estimulacdo mecanica pode causar a libertacéo

de ATP a partir de células epiteliais. Quando estas células sédo estimuladas pode ocorrer
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a libertacdo de acetilcolina e ATP; a acetilcolina aumenta a producdo de ATP induzindo
hiperactividade da bexiga.”® A funcdo do ATP no urotélio ainda ndo é completamente
conhecida, apesar de ja ter sido demonstrado que o nucleétido é capaz de estimular a

sua propria libertacdo a partir dos resrvatérios intracelulares.?®

A sinalizacao purinérgica pode desempenhar um papel importante na regulagéo
da actividade da bexiga. A actividade da bexiga humana normal deve-se quase
exclusivamente a activacdo de receptores muscarinicos M, e Mgs pela acetilcolina
libertada por células neuronais e ndo-neuronais. No entanto, durante o envelhecimento e
em situacBes patologicas da bexiga (e.g. sindromes obstrutivos, cistite intersticial) a
contrac¢do do detrusor pode depender (~50%) activacdo de receptores purinérgicos pelo
ATP libertado. Existem receptores P2X; no musculo liso do detrusor através dos quais o
ATP pode regular a contractiidade da bexiga. A sensibilidade da fase de
armazenamento parece dever-se a activacdo de receptores P2X3 localizados nos nervos
aferentes pélvicos suburotelias e na medula espinhal. Assim o urotélio liberta ATP em
resposta a estimulacdo mecanica da replecéo vesical, que estimula receptores P2X3 nas
terminacdes aferentes suburoteliais, sinalizando o enchimento da bexiga.® O urotélio de
determinadas espécies animais expressa multiplos subtipos de receptores purinérgicos,
incluindo todos os subtipos de receptores ionotropicos P2X, bem como os receptores
metabotropicos sensiveis aos nucleétidos, P2Y,, P2Y, e P2Y,, e a adenosina, A, Aza
and Asz. Consequentemente, as purinas parecem exercer uma actividade

autocrina/paracrina regulando a via mecanosensitiva aferente da bexiga.

Estudos preliminares realizados no Laboratério de Farmacologia e Neurobiologia
do ICBAS-UP detectaram niveis elevados de ATP em amostras de bexigas humanas
colhidas de doentes com obstrucao infra-vesical. A elevacéo dos niveis de ATP libertado
correlacionam-se com aumentos da regulacdo purinérgica da contraccdo do detrusor e
da libertacdo de acetilcolina induzida por estimulacdo eléctrica (resultados néao

publicados).

Neste contexto, o objectivo do presente estudo foi o de avaliar se os doentes
portadores de bexiga hiperactiva (BH) ideopatica possuiam maior concentracao urinaria
de ATP e de NGF relativamente a uma populagéo controlo e qual seria o valor predictivo
destes mediadores como marcadores bioldgicos nao invasivos no diagndstico e

seguimento da hiperactividade vesical nos doentes.
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MATERIAIS E METODOS

Populacdo e Amostra:

A populacdo do estudo consistiu em doentes do sexo feminino observados na
consulta de Urologia do Hospital Geral de Santo Anténio / Centro Hospitalar do Porto
(HSA/CHP). Foi feita uma pré-seleccao de doentes (n=147) de acordo com 0s critérios
de incluséo e exclusdo do estudo, baseados num exame urodindmico compativel com as
orientacdes da International Continence Society (ICS): hiperactividade do detrusor
definida como contrac¢des involuntarias e espontaneas do detrusor durante a fase de
enchimento. As doentes foram, subsequentemente, divididas em 2 grupos: o 1° grupo
onde foram incluidas as doentes com hiperactividade do detrusor (n=52) e um 2° grupo
de doentes, sem sintomas de bexiga hiperactiva e sem hiperactividade do detrusor no
estudo urodinamico (Controlo) (n=95). Durante o estudo foram excluidas 109 doentes (33
por recusa de participacdo, 12 por falta de informacéo, 11 sujeitas a cirurgia correctiva,
16 por diabétes, 5 com patologia renal e 32 por outros motivos, incluindo infeccéo
urindria e défices neuroldgicos. Foram assim seleccionadas 19 doentes com bexiga

hiperactiva (BH) e 19 doentes sem bexiga hiperactiva (Controlos).

Procedimentos:
O estudo ocorreu em 3 tempos.

TO - Pré-seleccao: onde foi feita uma pré-seleccdo da populacdo do estudo
(n=147), de acordo com o descrito anteriormente (ver acima).

T1 - Visita 1: as doentes foram informadas sobre a natureza da investigacédo e os
seus riscos e beneficios, tendo-lhes sido fornecido um documento com informacao sobre
0 estudo e solicitada a sua participacdo no trabalho de investigacdo. As doentes que
concordaram em participar no estudo, assinaram o termo de consentimento informado.
Estas doentes fizeram um diario de mic¢céo de 3 dias consecutivos entre as Visitas 1 e 2.
Como critério de prossecucdo no estudo, cada doente deveria apresentar uma media
superior a 8 micc¢des diarias, pelo menos um episodio de imperiosidade diaria e uma
capacidade vesical funcional inferior a 300 ml. Cumprindo estes critérios, programou-se

uma colheita de urina de 24 horas e de uma amostra de sangue para doseamento. Na
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urina avaliou-se a creatinina, a taxa de depuracéo creatinina. o pH e o ionograma (Na**;
K*: Ca?") urinarios; no sangue determinou-se a creatinina e o ionograma (Na**; K*; Ca®")

Séricos.

T2 - Visita 2: Apés confirmacdo dos critérios de inclusdo foram realizadas duas
colheitas de urina, em duas mic¢bes consecutivas com a sensacao de bexiga cheia.
Apbs cada micgdo procedeu-se ao registo do volume urinado, a avaliacdo ecografica do
residuo pés-miccional, a realizacdo de teste com tira reagente para avaliar sumariamente
a presenca de infeccdo urinaria. Foram recolhidas 3 amostras de urina para exame do
sedimento e doseamento de creatinina, ionograma e DHL; foi recolhida uma outra
amostra para doseamento do NGF urinario. Estas determinagfes foram realizadas no
Laboratério de Quimica Clinica do HGSA. O doseamento do ATP urinario foi realizado no
Laboratério de Farmacologia e Neurobiologia do ICBAS. As amostras para doseamento
do ATP e do NGF foram congeladas imediatamente em azoto liquido e armazenadas a -

20°C até a data da determinagao.
Doseamento da concentracdo urinaria de ATP

As amostras foram descongeladas até atingirem a temperatura ideal de 25°C.
Seguidamente foram centrifugadas para remover possiveis restos celulares e realizar
uma avaliagdo sumaria do sedimento urindrio. Adicionou-se ao sobrenadante, uma
mistura de luciferina-luciferase (ENLITEN ATP assay system bioluminescence detection
kit, Promega, Madison, EUA). A concentracdo de ATP foi avaliada num
luminometro (20/20n Turner Biosystems Luminometer, Sunnyvale, USA) comparando a
luminescéncia das amostras com uma curva padrdao de ATP preparada diariamente. O
limite minimo de deteccéo foi de 100 pM e a luminescéncia correlacionou-se linearmente
com a concentracdo de ATP até a concentracdo delO00 nM, nestas condi¢cdes

experimentais.
Doseamento urinario da concentracdo de NGF urinario:

A concentragcdo de NGF urinario foi determinada por ELISA usando um kit
comercial de elevada sensibilidade (RIA ,Promega, Madison, EUA) com limite minimo de
deteccdo de 7,8 pg/ml. Os procedimentos foram realizados conforme as instru¢cées do

fabricante.
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Tratamento estatistico:

No estudo estatistico consideraram-se os valores minimos, maximos e as médias.
Foi utilizado o teste-t de Student. Considerou-se a existéncia de significancia estatistica
para valores de P<0,05. A correlagcéo entre os dois factores foi realizada por regresséo

linear. O software utilizado na analise estatistica foi o SPSS® 17.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela I, mostra-se que a idade média das doentes incluidas no grupo com
Bexiga Hiperactiva (BH) n&o diferiu significativamente (P>0.05) da do grupo controlo.

Tabela |l - Analise da idade do grupo BH vs grupo control

19 19

Idade Media 55+ 14 5310
Mediana 56 51
Idade minima 22 38
Idade méaxima 77 67

Na Tabela Il mostram-se os valores da bioquimica urinaria (creatinina urindria,
depuracéo creatinina urinaria, Na*, desidrogenase lactica) e do diario miccional nos dois
grupos estudados, BH e controlo. E importante realcar a inexisténcia de diferencas
estatisticamente significativas (P>0.05) em qualquer dos parametros analisados nos dois
grupos de individuos. A auséncia de variagfes na actividade da desidrogenase lactica
(enzima intracelular) entre o grupo controlo e as doentes com hiperactividade vesical
(BH) justifica a assumpcdo de que qualquer variacdo paramétrica obtida (e.g. teor de

ATP) nao deve ser originada por leséo celular importante.

Tabela Il - Estudo dos principais parametros analiticos da urina

CONTROLOS

Creatmma urinaria (umol/l) 7528 + 27.69 74.65 + 31,44
Urina ocasional

Depuracdo creatinina urinaria 113,71 + 25,08 120,58 + 41,05

(umol/l)

Diario miccional (ml/micc¢éo) 170,48 £ 85,73 191,21 £ 61,40

DHL (desidrogenase lactica) 20,76 £ 12,16 27,58 £ 22,30
Volume urina de 24hrs (ml) 1689,21 + 640,93 1652,63 £ 525,26
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Os doentes fizeram um diario miccional de 3 dias consecutivas, onde deviam
apresentar, em média entre todos os dias documentados, pelo menos, 8 mic¢des por dia,
um episodio de imperiosidade por dia e uma capacidade vesical funcional < 300ml, para
tentar uniformizar o grupo em estudo. Para tal usamos parametros de inclusdo no estudo

Muito rigorosos.

N&ao observamos diferengas no diario miccional dos doentes com hiperactividade da
bexiga comparativamente aos grupos controlo, que pode ser justificada pelo facto de
serem os doentes/controlos de cada grupo que registavam o seu préoprio diario miccional,
podendo nem todos serem rigorosos neste registo, além de que, outro factor que podera
justificar a auséncia de diferencas entre os dois grupos podera ser a consequéncia do
grupo com BH urinar mais vezes, compensando o facto de urinar menos quantidade,

contrariamente ao grupo controlo que urinavam menos vezes mas em mais quantidade.

Tabela lll - Estudo dos volumes urinarios e volumes residuais pos-miccionais nas
colheitas urinarias dos grupos em estudo

CONTROLOS

Média do volume urinado

12 colheita (ml) 261,58 + 165,72

240,00 + 126,82

Média do volume residual pds-

I 58,84 + 54,57 49,75 + 35,67
miccional (ml)

Média do volume urinado 310,26 + 132,69 357,63 £151,83
22 colheita (ml)

Média do volume residual pos- 57.66 + 40,07 58,68 + 35,01

miccional — 22 colheita (ml)

A Tabela Ill apresenta a média do volume urinado na 12 colheita e 22 colheita e do
volume residual pdés-miccional nos dois grupos em estudo. Nao se observaram
diferencas estatisticamente significativas (P>0.05) nos parametros em estudo, seja,
meédia do volume urinario e média do volume residual pos-miccional nas duas colheitas,
nos dois grupos em estudo. No entanto, deveria ter-se tomado em atengéo ao tempo de
enchimento da bexiga entre as duas colheitas, e analisar este tempo consoante o grupo

em estudo. Assim, supde-se e, futuramente seria necessaria confirmacdo, que
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provavelmente os doentes com BH devem demorar mais tempo a encher a bexiga
completamente, sendo que terdo contraccdes e sensacao de urinar durante o processo
de enchimento. Sendo também sugerivel neste estudo fazer uma comparacdo da
capacidade vesical com o volume urinado durante a miccéo, e verificar se 0os doentes

com BH chegam efectivamente a encher por completo a bexiga.

A determinacgdo do pH das amostras de urina que foram recolhidas e congeladas
ndo mostrou diferencas estatisticamente significativas (P>0.05) entre os dois grupos

analisados (Tabela IV).

Tabela IV - Determinacédo do pH da urina nos dois grupos
CONTROLOS

6,05+ 0,97 6,54 + 0,90

Reaccéo Luciferina-luciferase = pH - éptimo 7.75

Uma vez que o kit de determinacdo do teor de ATP por bioluminescéncia
(Promega, Madison, EUA ) sugeria que a reaccao entre a luciferina e a luciferase deveria
ocorrer a um pH éptimo de 7,75, foram realizados ensaios para determinar a influéncia
do pH na eficiéncia da determinagdo do ATP urinario. A andlise das curvas-padréo
representadas na Figura 1, construidas com amostras de urina a pH 5,5, 6,5 e 7,7,
mostra que o pH urinario ndo é um factor determinante de erro na quantificacdo do ATP
na urina dos doentes. O facto de ndo haver necessidade de correc¢cdo do pH urinario
antes da realizacéo dos ensaios facilita o procedimento e evita a manipulacédo excessiva
das amostras que pode ser fonte de contaminacdo biologica e, consequentemente, de

erros na determinacéo do ATP urinério.
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Figura 1 — Curvas padréao de ATP
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Determinacao do teor de ATP urinério

O doseamento do ATP foi realizado avaliando a luminescéncia (RLU’s) gerada
pelas amostras de urina do grupo controlo e BH apdés dois periodos de reaccéo distintos

(20 segundos e 6 minutos) com a luciferina-luciferase (Tabela V). Todos os doseamentos
foram realizados em duplicado.
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Tabela V — Quantificacdo do ATP urinério: influéncia do tempo de
incubacao com a luciferina-luciferase

ATP aos 20 SEGUNDOS (nM/ml)

H

7,43 3,57 12,59 6,07 9,15 5,08

Média 9,82 +£8,40 | 3,41+2,47 | 14,46 £9,97 7,71 £5,65 12,14 + 7,45 5,56 + 3,52

ATP aos 6 MINUTOS (nM/ml)

9,88 3,06 12,19 6,95 11,91 5,24

Média 11,35+7,67 | 3,91+297 | 16,27 +10,67 | 8,07 +6,03 | 13,81+6,93 | 5,99+ 3,79

Os niveis de ATP determinados na urina das doentes com hiperactividade vesical

0.05

foram consistentemente maiores do que os observados no grupo controlo (ver Tabela V),
independentemente do periodo de tempo de reaccdo com a luciferina-luciferase. Esta
diferenca foi consistente nas duas amostras de urina colhidas a cada individuo apos
mic¢cbes consecutivas com a sensacao de bexiga cheia. A auséncia de variagdes na
actividade da desidrogenase do lactato (DHL, enzima intracelular) nos dois grupos de
individuos mostra que as diferencas encontradas nos teores de ATP urinéario ndo se

devem a lesdo celular significativa (ver acima).

Os resultados obtidos foram semelhantes aos estudos feitos previamente no
Laboratério de Farmacologia e Neurobiologia do ICBAS-UP num modelo de bexiga
hiperactiva induzida pelo acido acético no rato, onde se demonstrou que a irritagdo
vesical pelo &acido causa um aumento significativo da excrecdo de ATP na urina
comparativamente com o grupo controlo. Num trabalho recente, constataram que o teor

em ATP no fluido recolhido ap0s a realizacéo de testes urodinamicos era semelhante no
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grupo controlo (portadoras de incontinéncia de stresse) e em doentes com
hiperactividade do detrusor. Esta aparente discrepancia nos resultados obtidos por estes
autores e os apresentados neste trabalho pode ser justificada pela grande disperséo
etaria (28 aos 87 anos) das doentes incluidas no estudo publicado comparativamente
com o presente trabalho, bem como nas caracteristicas do fluido analisado. O mesmo
grupo avaliou o teor em ATP existente no fluido utilizado para perfundir a bexiga durante
os testes urodindmicos. Esta préatica causa uma diluicao significativa do conteudo vesical,
gue é contraria ao protocolo implementado no presente trabalho que procura concentrar
o0 ATP na urina esvaziada voluntariamente. Apesar disso, 0S mesmos autores verificaram
gue o nivel de ATP detectado na urina controlo (e doente) se correlacionava
inversamente com a capacidade cistométrica méxima e com o volume esvaziado,
sugerindo que o ATP tem um papel relevante na fisiologia normal da bexiga modulando a
sensacao de preenchimento. Nos doentes com hiperactividade vesical, também
mostraram a existéncia de uma relacao positiva entre os niveis de ATP no perfusado e a
primeira sensacdo de desejo de urinar, sugerindo que o ATP urinario pode ter um

importante papel na etiologia da sensacao de urgéncia urinaria nos doentes com BH.

Figura 2 — Especificidade e Sensibilidade do ATP como marcador bioldgico.

AUC:83,2% (CI95%: 69,7-96,7)
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Para percebemos se este estudo ndo estaria a ser falseado por eventualmente o

ATP néao ser considerado um bom marcador biologico, ou ndo muito fidedigno, fez-se a
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correlagcdo da sua sensibilidade vs especificidade. Desta forma e conforme podemos
constar na figura 2, a facilidade de colheita e doseamento do ATP urinario, aliada a
elevada sensibilidade e especificidade metodologica determinada nesta amostragem
(AUC: 83,2%, Intervalo de confianca 95%: 69,7-96,7), realcam as suas principais

vantagens, comparativamente com outros marcadores propostos (e.g. NGF).

O ATP é um neurotransmissor principal dos neurénios motores e sensitivos.™ > Apesar
de ser dificil de comprovar que o ATP urinario deriva principalmente do urotélio, estudos
tém demonstrado que nas bexigas provenientes de doentes com hiperactividade vesical
idiopética o ATP é libertado maioritariamente a partir de células ndo-neuronais sujeitas a
stresse mecanico ou a estimulacéo eléctrica.?? A contréario foi observado em situacdes de
bexiga neurogénica, onde o ATP deriva da activacéo de fibras nervosas ndo-mielinizadas
de tipo C localizadas na camada suburotelial. Usando culturas primarias de células
uroteliais demonstrou-se que as mesmas libertam grandes quantidades de ATP em
resposta a activacao de receptores TRPV1, a mediadores inflamatorios e a alteracdes do
pH e da temperatura do meio; esses teores sado significativamente aumentados em

doentes com cistite intersticial. % *®

DETERMINACAO DO TEOR DE NGF NA URINA

7

A contribuicho do NGF para o funcionamento da bexiga n&o é ainda bem
conhecida, mas tem sido sugerido em varios estudos que existe uma correlacédo directa
entre a BH e a elevacdo do teor de NGF na urina.*® Estudos realizados em ratos,
demonstraram um aumento da quantidade de NGF na bexiga correlacionado com
situacdes de hiperactividade vesical.” Outros trabalhos sugerem a existéncia de
aumentos no teor urinario de NGF na cistite intersticial, que pode ser responsavel pela

sensibilizacdo sensorial e aumento da hipersensibilidade somatica.? ** 2
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Tabela VI — Quantificacao do NGF

12 Amostra 22 Amostra

Da analise da Tabela VI e da Figura 3 (abaixo), pode constatar-se que o teor de

NGF urinario nos dois grupos de individuos, BH e controlo, ndo apresenta diferencas
estatisticamente significativas (P>0.05). Este resultado sugere que o NGF urinario ndo
constitui um bom biomarcador de hiperactividade vesical idiopatica, ao contrario do que
foi recentemente descrito por um trabalho que estudou diferentes tipos da patologia de
BH de etiologia especifica (e.g. bexiga neurogénica, cistite intersticial).** ** N&o obstante,
os resultados obtidos devem ser interpretados com alguma cautela atendendo a grande
dispersédo dos valores determinados, que podem ser atribuidos a dificuldades técnicas

havidas na utilizacdo do kit de doseamento do NGF na fase inicial do ensaio.

Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar / UP e Hospital de Santo Anténio / CHP
Aluna: Olga Oliveira
Ano lectivo: 2009/2010



Figura 3 — Comparacéao nas duas amostras de urina dos teores de NGF
urinarios corrigidos para os valores da creatinina
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Os resultados obtidos quer para os valores brutos de NGF, quer para quando
estes valores sao corrigidos com os valores de creatinina ndo sdo muito conclusivos,
como ja anteriormente foi dito. No entanto, tentou-se perceber se haveria alguma
correlagdo dos niveis de NGF, com os niveis de ATP determinados nas mesmas

amostras de urina, figura 4.

Figura 4 — Auséncia de correlacao entre os niveis de ATP e NGF nas
duas amostras de urina
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Pela analise da Figura 4, observamos uma auséncia de correlacdo entre a
concentracdo urinaria de ATP e NGF nos dois grupos de individuos, sendo estes
resultados confirmados nas duas amostras de urina (12 colheita e 22 colheita) de cada
grupo. Estes resultados, apesar de ainda preliminares, reforcam a ideia de que estes
dois marcadores urinarios ndo podem ser comparaveis, ndo sendo correlacionados e que
variam de forma independente um do outro, sendo esta variacdo consistente nos dois

grupos em estudo, grupo controlo e grupo BH.
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CONCLUSOES

Apesar dos resultados apresentados reflectirem o que se passa numa amostra
preliminar restrita, que esta englobada num estudo de maior dimenséo, é possivel prever
gue o doseamento de ATP urinario se venha a tornar um marcador biolégico muito util na
identificacdo e seguimento de doentes com hiperactividade vesical idiopatica. A
facilidade de colheita e doseamento do ATP urinéario, aliada a elevada sensibilidade e
especificidade metodoldgica determinada nesta amostragem (AUC: 83,2%, Intervalo de
confiangca 95%: 69,7-96,7) constituem as suas principais vantagens, comparativamente
com outros marcadores biolégicos propostos (e.g. NGF) e com os métodos urodindmicos
invasivos. Contudo, o doseamento do ATP urinario pode ser influenciado por infeccées
da bexiga e por situacfes de insuficiéncia renal, cuja andlise foi excluida do presente

trabalho através dos critérios de seleccéo clinica dos doentes.

Perante os resultados apresentados e os dados disponiveis na literatura, antevé-se
gue o aumento da amostragem possa contribuir decisivamente para colocar o
doseamento de ATP urinario como um marcador biolégico determinante na avaliacdo dos
doentes com sindromes de hiperactividade da bexiga. No futuro, seria muito util
investigar se 0s niveis deste marcador se relacionam ou ndo com a severidade
sintomatoldgica observada, no sentido de obter uma escala objectiva de estadiamento

dos doentes.
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que respeita aos estudos de investigacdo efectuados no ICBAS/UP.
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articulacdo com o ICBAS/UP (recepcdo, processamento e envio dos produtos bioldgicos).
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DESENHO DO ESTUDO

Estudo nacional, institucional, observacional, analitico, transversal, de tipo “coorte”, clinico e
laboratorial, feito em seres humanos.
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CALENDARIZACAO
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Clinica, a organizar pelos alunos da DIIC.
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A) PLANO CIENTIFICO
INTRODUCAO

O Sindrome de Bexiga Hiperactiva (SBH) é definida pela International Continence Society como um
guadro clinico caracterizado por imperiosidade miccional, isto é, uma vontade forte, desconfortavel e subita de
urina, associada frequentemente a incontinéncia, nocturia e polquiuria, na auséncia de factores locais,
infecciosos ou metabdlicos . E habitualmente causada por hiperactividade do detrusor, isto €, por contraccées
involuntarias do musculo detrusor durante a fase de armazenamento do ciclo miccional

SINTOMAS
Clinicamente, a bexiga hiperactiva pode apresentar-se como:

e Imperiosidade ou urgéncia miccional — sentir frequentemente um desejo subito, intenso e
imprevisivel de urinar.

e Aumento de frequéncia — mais de oito mic¢gdes em um periodo de 24 horas. Os individuos podem
aumentar a frequéncia de mic¢des como tentativa de reduzir a presséo da bexiga e evitar episédios de
incontinéncia. Pode incluir noctuaria: levantar-se duas ou mais vezes durante a noite para urinar.

e Incontinéncia por imperiosidade — episddios de perda involuntaria de urina associados com desejo
subito e intenso de urinar.

Estes trés sintomas podem aparecer isolados ou em associacdo, ou seja, 0 doente pode apresentar
somente um e/ou mais sintomas para ter bexiga hiperactiva.10 Para evitar a perda de grandes volumes de
urina, os individuos com bexiga hiperactiva tendem a urinar frequentemente, para manterem um volume
relativamente baixo de urina na bexiga. No entanto, apesar deste mecanismo adaptativo, a incontinéncia
continua a ser um problema incémodo e limitante para estas pessoas.

PREVALENCIA

Ha poucos estudos baseados em populacdes que avaliam a prevaléncia de Bexiga Hiperactiva. As
estimativas da prevaléncia oscilam bastante de acordo com o estudo ou pesquisa avaliada, variando de 3% a
43% da populacdo, dependendo da faixa etéria avaliada. O estudo feito por na América do Norte estimou a
prevaléncia Bexiga Hiperactiva em adultos = 18 anos de 16% em homens e 16,9% em mulheres.”™ *® Na
Europa, estimaram a prevaléncia em adultos = 40 anos de 15,6% para homens e 17.4% em mulheres.™ ** No
estudo internacional feito por estimaram a prevaléncia em adultos = 18 anos sendo 11.8%, sendo 10.8% em
homens e 12.8% em mulheres.® A prevaléncia da Bexiga Hiperactiva aumenta com o0 avanco da idade, em
todos os estudos confirmaram que as mulheres tém maior prevaléncia de sintomas de Bexiga Hiperactiva
comparada com os homens antes dos 60 anos de idade, enquanto os homens tém maior prevaléncia apds os
60 anos de idade.” Em relacdo a frequéncia dos sintomas, geralmente, tanto a frequéncia quanto a
imperiosidade sdo sintomas muito mais presentes que a incontinéncia por imperiosidade, especialmente entre
as idades de 35 a 55 anos. Mais pessoas sao afectadas por sintomas de bexiga hiperactiva do que por doenca
de Alzheimer ou osteoporose.” "1

REPERCUSSOES SOCIAIS

A bexiga hiperactiva € um problema social, generalizado e preocupante, que pode afectar qualquer
individuo em qualquer idade e compromete a qualidade de vida, sendo causa de isolamento social, frustragédo
e ansiedade. Ha estudos que referirem que a depressdo € mais comum em doentes com incontinéncia por
imperiosidade (60%) em comparacao aguelas com incontinéncia urinaria mista (42%) ou incontinéncia urinaria
de esforco (14%) e outros estudos ressaltam que mesmo as doentes com Bexiga Hiperactiva sem perda
urinaria tém a qualidade de vida bastante comprometida.'® *> *°
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FISIOPATOLOGIA

A bexiga desempenha duas funcdes primordiais, o0 armazenamento e a expulsédo periddica da urina. A
execucao destas funcdes é regulada por mecanismos miogénicos e neurolégicos complexos. A mic¢ao envolve
cértex do cérebro, nlcleos da base do cérebro, substancia reticular ponto-mesencefalica, sistema limbico,
hipotadlamo, cerebelo, a medula espinal; inervagéo sensorial aferente e os componentes anatomicos de tracto
urinario inferior. Qualquer perturbacdo nestas estruturas pode contribuir para os sintomas de bexiga
hiperactiva.

Os neurdnios motores da bexiga e da uretra estdo localizados no no segmento sagrado da medula
espinal (S2-S4) e sé@o coordenados pelo centro pontino da mic¢éo e pelos nucleos da base do cérebro. O
cérebro recebe informacdes sensoriais da bexiga e do soalho pélvico, sendo importante na manutencéo do
tonus do soalho pélvico e na coordenacéo entre contracgao do detrusor e relaxamento do esfincter. O cerebelo
participa, também, activamente da coordenacao dos véarios musculos envolvidos no acto da miccao.

A musculatura lisa da bexiga, a regido uretro-trigonal, e a uretra proximal sdo inervadas por fibras do
plexo-pélvico que esta localizado profundamente na cavidade pélvica e € composto por fibras mescladas dos
nervos pélvicos (parassimpatico) e dos nervos hipogastricos (simpatico). As fibras parassimpéticas originam-se
na substancia cinzenta da medula sagrada (S2-S4), possuem varios ganglios préximos a bexiga e fibras pés-
ganglionares curtas. J& os nervos hipogéstricos (enervagdo simpatica) tem origem na regido lateral da
substancia cinzenta da medula entre T10 e L2. O nervo pudendo, que inerva o esfincter uretral externo, tem
sua origem no nucleo de Onuf, no corno ventral do segmento sacral da medula S2-S4. Todo controle somético
(motor) dependente da vontade é exercido pelo nervo pudendo.

Na fase de enchimento vesical, a continéncia € mantida pela acomodacao vesical associada a total
inibicdo dos impulsos eferentes parassimpéticos e activacdo dos eferentes simpaticos e somaticos. O cértex
cerebral envia impulsos descendentes inibitérios para o centro pontino e para o nervo pélvico (parassimpatico)
relaxando o detrusor e impulsos excitatérios para o nervo hipogastrico (simpético) e nervo pudendo
aumentando a resisténcia uretral. Os impulsos aferentes vesicais activam, também, os motoneurénios do
nacleo de Onuf, aumentando a actividade ténica do esfincter uretral e, por conseguinte, a resisténcia da uretra.

Na micg¢édo voluntéria ha diminuicéo da actividade dos musculos do soalho pélvico e da pressao uretral,
gue precedem a contrac¢do do detrusor. Esta coordenacdo € regulada pelo sistema nervoso, através do
reflexo miccional espinobulboespinal. Ocorre a liberacdo do centro pontino, que envia impulsos para a medula
sagrada, activando neurdnios parassimpaticos desencadeando, assim, a contraccdo do detrusor.
Simultaneamente impulsos da ponte inibem motoneurdnios pudendos (nucleos de Onuf) que enervam o
esfincter uretral estriado, relaxando-o. Iniciada a contrac¢cdo do detrusor, a descarga aferente gerada pela
tensdo na parede vesical reforca o reflexo miccional. O fluxo de urina pela uretra facilita 0 esvaziamento, pois
também estimula a contraccdo do detrusor. Quando a mic¢éo esta chegando ao fim, o soalho pélvico contrai-
se, eleva o colo vesical, que se fecha e a pressao do detrusor diminui.

Os impulsos aferentes séo essenciais para o controlo da miccdo. Alteragdes nesta actividade
aferente estdo implicadas na etiologia da bexiga hiperactiva. Os impulsos aferentes provenientes da bexiga
sdo conduzidos predominantemente por fibras pequenas e mielinizadas do tipo Ad, que sdo sensiveis a
distensdo e/ou a contracgdo vesical. As fibras aferentes do tipo C, localizadas principalmente na regido sub-
urotelial, ndo sdo mielinizadas, sdo menos sensiveis a estimulos mecéanicos e sdo essencialmente activadas
por estimulos quimicos, irritativos e térmicos. Sao relativamente pouco activas na micgdo normal, mas tém um
papel muito importante na génese dos sintomas da bexiga hiperactiva. Varios tipos de receptores foram
identificados nestes nervos, como receptores vanildides, purinérgicos, das neurokininas e receptores do NGF
(trk-A). Varios estudos mostram um aumento da activacdo destes receptores em bexigas hiperactivas,
aumentando o sinal aferente ao SNC que pode condicionar um reflexo miccional mais precoce e menos
controlado.
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Factor de crescimento neuronal (NGF)

O factor de crescimento neuronal (NGF) é uma pequena proteina essencial para a sobrevivéncia e
diferenciacdo neuronal, em particular dos neurénicos simpaticos e dos neurénios sensitivos. Apés a sua
secrecdo, liga-se e activa receptores presentes nas células neuronais, apés o que € internalizado. Séo
conhecidos dois receptores para o NGF: o TrkA (pronuncia-se "Track A"), que é um receptor da cinase da

tirosina, de elevada afinidade, e 0 LNGFR ("Low Affinity Nerve Growth Factor Receptor”).

No trato urinario, o NGF é produzido no urotélio e no musculo liso, e parece ter um papel muito
importante como factor neurotréfico essencial na manutencao das fibras senstivas envolvidas na nocicepcéo.
Tem também sido verificado que as bexigas hipertrofiadas de ratos e humanas tém uma quantidade
significativamente maior de NGF por mg de tecido do que as bexigas normais™ e que a sobrexpressdo de NGF
na bexiga esta associada a hiperactividade do detrusor e alteracdes miccionais em ratos?’.

Estudos clinicos e experimentais tém detectado niveis aumentados de NGF no urotélio e na urina, em
condic¢des inflamatérias do aparelho urinario baixo, tais como na cistite intersticial e a prostatite cronica. A
descoberta de que a instilacdo intra-vesical de NGF pode induzir hiperactividade da bexiga em ratos sugere
gue NGF possa sensibilizar as fibras aferentes na auséncia de inflamagé&o. A instilacao intra-vesical de k252a,
um inibidor da actividade da cinase da tirosina, ou de anti-soros neutralizantes do NGF, atenua a hiperalgesia
associada a cistite induzida em ratos.’ Por outro lado, a injeccao intravesical de toxina botulinica, um inibidor
potente da libertacdo de acetilcolina pelos terminais nervosos motores utilizado para tratar a espasticidade

muscular, reduz o conteldo vesical e urinario de NGF em doentes com hiperactividade do musculo detrusor.*®
14

Niveis aumentados de NGF também tém sido observados no urotélio e na urina em doentes com
hiperalgesia urinéria e hiperactividade do detrusor. H4 possibilidade que NGF seja responsavel pelo aumento
de sensibilidade da bexiga e da hiperactividade do detrusor, por mecanismos ainda ndo conhecidos. Existem
algumas evidéncias de que este neuromodulador pode constituir um alvo preferencial para o diagnostico e
monitorizacdo da progresséao de disfun¢do do tracto urinario inferior.

Trifosfato de Adenosina (ATP)

O urotélio ndo é s6 uma barreira para substancias téxicas na urina, mas também é um tecido
metabolicamente muito activo, capaz de produzir e libertar ATP e outros mediadores celulares (e.g.
acetilcolina, prostanéides). O ATP é uma molécula multifuncional que actua ndo s6 ao nivel intra-celular como
fonte de energia, mas também ao nivel extra-celular, como um neurotransmissor importante que regula os
processos celulares diversos que incluem a transmissdo, nocicep¢do, o transporte de ides, a apoptose, a
secrecdo e a contrac¢do muscular, por exemplo na bexiga. E abundante no citoplasma das células e pode ser
libertado para o meio extracelular por diversos mecanismos que incluem o exocitose de vesiculas que contém
ATP, mas também processos ndo exocitéticos como os hemicanais, as bombas de efluxo ABC, canais idnicos
(P2X5), entre outros. No meio extracelular o ATP pode activar receptores purinérgicos de membrana da classe
P2, que incluem os 8 subtipos de receptores metabotropicos (P2Y,, P2Y,, P2Y,, P2Ys, P2Y,,, P2Yq,, P2Y3 €
P2Y4,) e 7 subtipos de receptores ionotropicos P2X (P2X; _7).

Varios estudos reconhecem que a estimulagdo mecéanica pode causar a libertagdo de ATP a partir de
células epiteliais. Quando estas células sao estimuladas pode ocorrer a libertacdo de acetilcolina e ATP; a
acetilcolina aumenta a producdo de ATP induzindo hiperactividade da bexiga.20 A funcao do ATP no urotélio

ainda ndo é completamente conhecida, apesar de ja ter sido demonstrado que o nucleétido é capaz de
estimular a sua propria libertagéo a partir dos resrvatérios intracelulares.?®

A sinalizacdo purinérgica pode desempenhar um papel importante na regulacdo da actividade da
bexiga. A actividade da bexiga humana normal deve-se quase exclusivamente a activacdo de receptores
muscarinicos M, e M; pela acetilcolina libertada por células neuronais e ndo-neuronais. No entanto, durante o

envelhecimento e em situacdes patoldgicas da bexiga (e.g. sindromes obstrutivos, cistite intersticial) a
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contraccdo do detrusor pode depender (~50%) activacdo de receptores purinérgicos pelo ATP libertado.
Existem receptores P2X; no musculo liso do detrusor através dos quais o ATP pode regular a contractilidade
da bexiga. A sensibilidade da fase de armazenamento parece dever-se a activagdo de receptores P2X;
localizados nos nervos aferentes pélvicos suburotelias e na medula espinhal. Assim o urotélio liberta ATP em
resposta a estimulacdo mecénica da replecdo vesical, que estimula receptores P2X3 nas terminacdes aferentes
suburoteliais, sinalizando o enchimento da bexiga.® O urotélio de determinadas espécies animais expressa
multiplos subtipos de receptores purinérgicos, incluindo todos os subtipos de receptores ionotrépicos P2X, bem
como os receptores metabotrépicos sensiveis aos nucleétidos, P2Y 4, P2Y, e P2Y,, e a adenosina, A;, A, and
A;. Consequentemente, as purinas parecem exercer uma actividade autécrina/paracrina regulando a via
mecanosensitiva aferente da bexiga.

Estudos preliminares realizados no Laboratério de Farmacologia e Neurobiologia do ICBAS-UP
detectaram niveis elevados de ATP em amostras de bexigas humanas colhidas de doentes com obstrucéo
infra-vesical. A elevacdo dos niveis de ATP libertado correlacionam-se com aumentos da regulacéo purinérgica
da contraccdo do detrusor e da libertacdo de acetilcolina induzida por estimulacdo eléctrica (resultados nao
publicados).

Neste contexto, o objectivo do presente estudo foi o de avaliar se os doentes portadores de bexiga
hiperactiva (BH) ideopética possuiam maior concentracdo urinaria de ATP e de NGF relativamente a uma
populagdo controlo e qual seria o valor predictivo destes mediadores como marcadores biolégicos néo
invasivos no diagndstico e seguimento da hiperactividade vesical nos doentes.

Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar / UP e Hospital de Santo Anténio / CHP
Aluna: Olga Oliveira
Ano lectivo: 2009/2010



Trabalho Académico de Investigacdo:

ATP E NEUROTROFINAS URINARIAS COMO MARCADORES BIOLOGICOS DA BEXIGA HIPERACTIVA

2. OBJECTIVOS

Este estudo pretende avaliar se os doentes com Bexiga Hiperactiva tem maior concentracdo urinaria de ATP e
de NGF relativamente a populacdo controlo e se estes mediadores podem funcionar com marcadores para o
diagndstico de bexiga hiperactiva.

3. PLANO DE TRABALHO

Populacdo e Amostra

Populacdo: Doentes do sexo feminino observados na Consulta de Urologia do HSA/CHP.
Amostra: 50 doentes do sexo feminino, divididas em 2 grupos:
e 1°=>» 25 Individuos com Bexiga Hiperactiva com musculo detrusor hiperactivo;
e 2°=>» 25 |Individuos sem sintomas de Bexiga Hiperactiva comprovada.
Critérios de incluséo

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

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

e Hiperactividade do detrusor confirmado por exame Urodindmico efectuado 3 meses antes da Visita 1,
de acordo com as orientagdes da ICS: hiperactividade do detrusor definida como contracgbes
involuntarias e espontaneas do detrusor durante a fase de enchimento.

o Diéario miccional de 3 dias consecutivos entre as Visitas 1 e 2, e cada doente deve apresentar, em
média entre todos os dias documentados:

= Pelo menos 8 mic¢des por dia e
» Pelo menos um episddio de imperiosidade por dia e
= Capacidade vesical funcional < 300ml.
e Depuracéo de creatinina <71 ml/min/1,73m?, na urina de 24 hrs que sera realizada entre Visita 1 e 2
Critérios de excluséo

Medicacdo concomitante

e 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;

e Tratamento com toxina botulinica, capsaicina ou resiniferatoxina nos 6 meses que precedem a
Visita 1 ou em qualquer outra altura durante o estudo;

e Utilizagdo de agonistas colinérgicos e de inibidores da colinesterase, por ex. betanecol, donepezil,
rivastigmina;
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Doentes que estejam a tomar dadores de nitratos ou de 6xido nitrico;

Utilizacao de inibidores da PDE5 nos 7 dias que precedem a Visita 1 ou em qualquer outra altura
durante o estudo.

Historia clinica anterior ou actual — tracto urinario

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

Patologia local crénica, persistente, que na opinido do Investigador pode levar a sintomas
urindarios, tais como um dos sindromas de dor genito-urinaria, cistite intersticial;

Macro e micro-hematuria inexplicavel, conforme determinado pelo investigador;
Histoéria de qualquer carcinoma do tracto urogenital;

Retenc¢éo urinaria ou obstrugéo clinicamente significativa do orificio de saida da bexiga, conforme
determinado pelo investigador;

Qualquer cirurgia urogenital (incluindo termoterapia, terapéutica por ultra-sons ou por laser,
histerectomia, cirurgia para a incontinéncia) nos 12 meses que precedem a Visita 1 ou em
gualquer outra altura durante o estudo;

Instrumentacdo do tracto urinario inferior (incluindo cistoscopia, urodindmica) nos 14 dias que
precedem a Visita 1 ou em qualquer outra altura durante o estudo;

Biopsia & bexiga nos 30 dias que precedem a Visita 1 ou em qualquer outra altura durante o
estudo;

Qualquer histéria de radioterapia pélvica;

Cateter permanente.

Histéria clinica anterior ou actual — gerais

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

Histéria de malignidade em qualquer sistema de 6rgdos, tratada ou ndo, nos ultimos 5 anos,
independente de haver evidéncia de recorréncia local ou metastases;

Distarbio hemorragico;

Diabetes.

Outros critérios de exclusdo

Mulheres gravidas em periodo de amamentagéo;

Participacdo num programa de controlo da bexiga ou qualquer terapéutica de electro-estimulacéo
nas 2 semanas gque precedem a Visita 1 ou em qualquer outra altura durante o estudo;
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o Doentes que receberam qualquer farmacos experimental (incluindo placebo) nos 30 dias que
precedem a Visita 1 ou em qualquer outra altura durante o estudo;

e Doentes que, na opinido do Investigador, ndo iriam aderir ao esquema de procedimentos de
estudo;

e Doentes que ndo estejam dispostos ou que sejam incapazes de completar independentemente o
diario de micgdo ou 0s questionarios;

e Doentes iletrados ou que sejam incapazes de compreender o diario de miccdo ou 0s questionarios.

Procedimentos

TO — Pré-Screening

e Consultando os processos dos doentes observados na Consulta de Urologia do HSA/CHP, sera
feita uma pré-seleccdo de individuos (doentes do sexo feminino), de acordo com os critérios de
inclusdo e exclusdo no estudo, com um Exame Urodindmico de acordo com as orientacdes da ICS:
hiperactividade do detrusor definida como contrac¢des involuntarios e espontdneas do detrusor
durante a fase de enchimento.

e As doentes serdo divididas em 2 grupos:
= 1°grupo: com detrusor hiperactivo e
=  2°grupo: sem Bexiga Hiperactiva comprovada.

e As doentes que preencherem critérios para inclusdo no estudo serdo convocadas para a Visita 1
através de carta.

Tl - Visital

e As Doentes serdo informadas sobre a natureza da investigacdo e 0s seus riscos e beneficios, ser-
Ihes-h& fornecido um Documento com Informacdo sobre o Estudo e serd solicitada a sua
participacdo no Estudo de Investigagao.

e As Doentes que concordarem em participar no estudo, serd pedido que assinem o Termo de
Consentimento Informado.

e Sera pedido as Doentes que fagam um diario de mic¢éo de 3 dias consecutivos entre as Visitas 1 e
2. Cada doente deve apresentar, em média entre todos os dias documentados:

= Pelo menos 8 micgbes por dia e
» Pelo menos um episddio de imperiosidade por dia e
= Capacidade vesical funcional < 300ml.

e Sera programada uma colheita de urina de 24hrs e de uma amostra de sangue para doseamento
as seguintes analises (a realizar no Laboratério de bioquimica do HGSA/CHP).

= Urina: Creatinina; depuracéo creatinina; pH; lonograma (Na2+; K" Ca2+);
= Sangue: Creatinina; lonograma (Na**; K*; Ca®").

» Serdo excluidos os doentes com depuracdo de creatinina < 71 ml/min/1,73m2
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e Sera agendada a Visita 2
Deslocacédo do doente ao hospital

e Entrega de uma colheita de urina de 24hrs e de sera recolhida uma amostra de sangue para
doseamento as seguintes analises (a realizar no Laboratério de bioquimica do HGSA/CHP).

T2 - Visita 2
e Avaliacdo do diario miccional e dos resultados analiticos e verificacao dos critérios de inclusao.

e Apds confirmacéao dos critérios de inclusdo serao realizadas 2 colheitas de urina, em duas miccdes
consecutivas com a sensagado de bexiga cheia, apds cada miccao proceder-se-a:

=  Registo do volume urinado e o avaliacao ecografica do residuo pés-miccional
» Realizacdo de teste com tira reagente para avaliar existéncia de infeccao.
=  Se 0 teste for negativo serdo colectadas 3 amostras de urina para:

= Exame do sedimento e doseamento de Creatinina, lonograma e DHL, a realizar no
Laboratério de Bioquimica do HSA/CHP

= Doseamento do NGF urinario, a realizar no Laboratério de Quimica Clinica do
HSA/CHP

= Doseamento do ATP urinario, a realizar no Laboratério de Farmacologia do ICBAS/UP

e As amostras para doseamento do ATP e do NGF serdo congeladas de imediato em azoto liquido e
armazenadas a -20°C.

Metodos

Doseamento de Creatinina, depuracdo da creatinina, pH urinario e lonograma (Naz+; K"; Ca2+) urindrio;
Doseamento de Creatinina e lonograma (Na**; K*; Ca®") sérico.

e Métodos convencionais utilizados no Servi¢o de Quimica Clinica do HSA/CHP

Doseamento urinario da concentracdo de NGF urinario
e A concentracdo de NGF urinario serd determinada usando um kit de ELISA de alta sensibilidade
(Emax ImmunoAssay System, Promega, Madison, EUA) com limite minimo de detec¢do de 7,8pg/ml.
Os procedimentos seréo realizados conforme as instru¢des do fabricante.

Doseamento urinério da concentracdo de ATP

e As amostras serdo descongeladas até atingir 25°C e a seguir centrifugadas para remover possiveis
restos celulares.

e Posteriormente sera adicionada uma mistura de Luciferina-luciferase (ENLITEN ATP assay system
bioluminescence detection kit, Promega, Madison, EUA) as amostras.

e A concentragdo de ATP sera avaliada usando um luminometro (20/20n Turner Biosystems
Lumindmeter, Sunnyvale, USA) comparando a luminescéncia das amostras com uma curva padréo de
ATP realizada diariamente.

e O limite minimo de deteccdo é de 100pM e a luminescéncia correlaciona-se linearmente com a
concentracdo de ATP até 1000nM.
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4. RESULTADOS ESPERADOS

Espera-se contribuir para o conhecimento da fisiopatologia da Bexiga Hiperactiva, e para o desenvolvimento de
marcadores biolégicos desta patologia.

5. INDICADORES DE PRODUGAO CIENTIFICA

A divulgacao dos resultados serd efectuada através de apresentacdo de poster ou comunicacdo oral no
Congresso de Iniciacdo a Investigacao Clinica, a organizar no HSA/CHP, pelos alunos da DIIC. Esta também
prevista a apresentacdo dos resultados em Congresso da Especialidade.
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B) QUESTOES ETICAS

As Doentes serdo informadas pelo Investigador Responsavel no HSA/CHP (Dr. Miguel Silva Ramos) ou pelo
Médico que o substitua na Consulta, sobre a natureza e os objectivos da investigacdo e sobre os seus riscos e
beneficios. Serd fornecido um Documento com Informagdo sobre o Estudo e solicitada a participagao no
Estudo de Investigacao.

Sé serdo incluidas neste estudo Doentes capazes de compreender a informacdo dada e tendo assinado e
datado o Termo de Consentimento Informado, de forma livre e esclarecida.

N3o existem custos para os doentes participantes, uma vez que no orcamento do estudo estd previsto o
pagamento das taxas moderadoras relativas a consultas, exames e analises efectuados no ambito do estudo
de investigacdo, bem como eventuais despesas de deslocacgao.

N3o existem riscos inerentes a participacdo no Estudo de Investigacdo, para além dos associados as colheitas
de sangue e a realizacdo dos exames urodindmicos, procedimentos estes que ja sdo habituais na Consulta de
Urologia. Também ndo existem beneficios imediatos para as Doentes. Os beneficios do estudo serdo
beneficios a longo prazo, decorrentes de uma melhor compreensdo da fisiopatologia da Bexiga Hiperactiva.

No plano financeiro do estudo estd prevista o pagamento de eventuais despesas de deslocacdo das Doentes,
bem como das taxas moderadoras das consultas, exames e andlises efectuadas para fins de investigacao.
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INFORMACAO AO DOENTE

A Bexiga Hiperactiva pode afectar qualquer individuo e qualquer idade e compromete a qualidade de vida.
Embora se saiba que existem varios tipos de Incontinéncia Urinaria, as causas de alguns deles ainda ndo estao
bem esclarecidas.

Gostariamos de contar com a sua colaboragdo para participar neste Estudo, que tem como Investigador
Responsavel o Dr. Miguel Silva Ramos, do Servico de Urologia.

Este estudo tem como objectivos estudar os mecanismos da Bexiga Hiperactiva. Se concordar, terd que ser
observada em duas consultas, fazer o registo das mic¢des durante trés dias consecutivos e efectuar alguns
exames e analises ao sangue e a urina.

Se desejar, podera receber o dinheiro que gastar em transportes (valor maximo de 5,00 Euros por deslocagao)
para vir a essas duas consultas e uma deslocagdo para fazer andlises, mediante apresentacdo dos respectivos
recibos (bilhete de autocarro, taldo de gasolina, etc.). Também ndo terd que pagar as taxas moderadoras das
consultas, andlises e exames efectuados para fins de investigacdo. Deve entregar os documentos para
pagamento dessas taxas moderadoras e os comprovativos das despesas de deslocacdo ao Investigador
Responsavel por este estudo.

A participacdo neste estudo ndo acarretard riscos para si. Este estudo terd o objectivo principal para uma
melhor compreensdo das causas da Bexiga Hiperactiva.

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Eu, abaixo-assinado fui informado de que este Estudo de Investigacdo se destina a estudar os mecanismos
da Bexiga Hiperactiva.

Sei que neste estudo esta prevista a realizacdo de consultas, exames (ecografia) e andlises (colheita de sangue
e urina) tendo-me sido explicado em que consistem. Sei que parte das andlises vai ser efectuada no Hospital
de Santo Anténio e que outra parte vai ser efectuada no Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar.

Foi-me garantido que todos os dados relativos a identificacdo dos participantes neste estudo sdo
confidenciais e que serd mantido o anonimato.

Sei que posso recusar-me a participar ou interromper a qualguer momento a participacdo no estudo, sem
nenhum tipo de penalizacdo por este facto.

Compreendi a informacdo que me foi dada, tive oportunidade de fazer perguntas e as minhas duvidas foram
esclarecidas.

Aceito participar de livre vontade no estudo acima mencionado e concordo que sejam efectuados os exames e
a colheita de amostras de sangue e urina para realizar as analises que fazem parte deste estudo. Também
autorizo a divulgacdo dos resultados obtidos no meio cientifico, garantindo o anonimato.

Nome completo do participante no estudo

Assinatura Data
Nome do médico:

Assinatura Data

Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar / UP e Hospital de Santo Anténio / CHP
Aluna: Olga Oliveira
Ano lectivo: 2009/2010



Trabalho Académico de Investigacdo:

ATP E NEUROTROFINAS URINARIAS COMO MARCADORES BIOLOGICOS DA BEXIGA HIPERACTIVA

C) PLANO FINANCEIRO

1. Orcamento

Total: 7.500,00 Euros

Sub-total HSA / CHP: 4.500,00 Euros

Sub-total ICBAS / UP: 2.700,00 Euros

Sub-total Outros: 300,00 Euros
HSA / CHP

SUB-TOTAL: 4500,00 Euros

Nao sdo incluidos os custos dos procedimentos destinados ao estudo Urodindmico, uma vez que esse estudo
seria feito mesmo que o doente nao participasse neste estudo de investigacao.

Consultas:

Taxas moderadoras de consultas (por consulta, Hospital Central): 4,40 Euros
Total / doente (2 consultas /doente): 8,80 Euros
Total / 50 doentes: 440,00 Euros

Analises:

(Consultar Tabela 1 na pagina seguinte)

Custos de analises
Total / doente: 29,60 Euros
Total / 50 doentes: 1480,00 Euros

Custos de taxas moderadoras de analises
Total / doente: 7,90 Euros
Total / 50 doentes: 395,00 Euros

Custos de andlises + taxas moderadoras de analises
Total / doente: 37,50 Euros

Total / 50 doentes: 1875,00 Euros
Exames:

Custo de exames (por exame): Ecografia pds miccional com calculo de residuo urinério

Total / por doente: 27,70 Euros
Total / por 50 doentes participantes: 1.385,00 Euros

Deslocacdo de doentes:

Transporte / deslocagdo dos doentes (maximo de 5 Euros/dia/deslocacdo/ doente)

Total / méaximo por doente (3 deslocac¢des): 15,00 Euros
Total / por 50 doentes: 750,00 Euros

Outros:

Garrafas de agua para realizagdo dos exames: 50,00 Euros (50 garrafas)

Tabela 1: Custos relativos a andlises efectuadas no HSA/CHP e respectivas taxas moderadoras

Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar / UP e Hospital de Santo Anténio / CHP
Aluna: Olga Oliveira
Ano lectivo: 2009/2010



Trabalho Académico de Investigacdo:

ATP E NEUROTROFINAS URINARIAS COMO MARCADORES BIOLOGICOS DA BEXIGA HIPERACTIVA

CUSTO DAS ANALISES (Euros) segundo a Tabela de pregos do Sistema Nacional de Satide (Portaria n.2 110-A/2007)

Cédigo Custo / Custo / Custo / 50
IGIF analise Soro Urina doente doentes
12 Colheita — Andlises
Clearance da creatinina 21623 4,10 X 4,10 205,00
Creatinina (s/u) 21620 1,20 X X 2,40 120,00
lonograma (Na+, Cl-, K+) (s/u) 22271 1,50 X X 9,00 450,00
Anélise sumaria de urina (inclui sedimento e pH) 22954 2,70 X 2,70 135,00
Sub-total 18,20 910,00
22 Colheita - Andlises
Creatinina (s/u) 21620 1,20 X 1,20 60,00
Analise sumaria urina (inclui sedimento e pH) 22954 2,70 X 2,70 135,00
Exame bacterioldgico urina Dipstick X 1,00 50,00
Desidrogenase lactica (DHL) 21665 1,30 X 1,30 65,00
Sub-total 6,20 310,00
32 Colheita - Andlises
Creatinina (s/u) 21620 1,20 X 1,20 60,00
Analise sumaria urina (inclui sedimento e pH) 22954 2,70 X 2,70 135,00
Exame bacterioldgico urina Dipstick X 0,00 0,00
Desidrogenase lactica (DHL) 21665 1,30 X 1,30 65,00
| sub-total 5,20 260,00
Total Custo Andlises 29,60 1480,00
CUSTO DAS TAXAS MODERADORAS (Euros) - Sistema Nacional de Saude (Portaria n.2 1637/2007)
Codigo Taxa/ Taxas / Taxas / 50
IGIF analise Soro Urina doente doentes
12 Colheita - Andlises
Outras analises bioquimicas (clear. creatinina) 288 1,05 X 1,05 52,50
Creatinina (s/u) 244 0,35 X X 0,70 35,00
lonograma (Na+, Cl-, K+) (s/u) 264 0,45 X X 2,70 135,00
Analise sumadria urina (inclui sedimento e pH) 285 0,65 X 0,65 32,50
Subtotal 5,10 255,00
29 Colheita - Andlises
Creatinina (s/u) 244 0,35 X 0,35 17,50
Analise sumaria urina (inclui sedimento e pH) 285 0,65 X 0,65 32,50
Exame bacterioldgico urina Dipstick X 0,00 0,00
Desidrogenase lactica (DHL) 246 0,40 X 0,40 20,00
Subtotal 1,40 70,00
32 Colheita - Andlises
Creatinina (s/u) 244 0,35 X 0,35 17,50
Analise sumaria urina (inclui sedimento e pH) 285 0,65 X 0,65 32,50
Exame bacterioldgico urina Dipstick X 0,00 0,00
Desidrogenase lactica (DHL) 246 0,40 X 0,40 20,00
Subtotal 1,40 70,00
Total Taxas Moderadoras 7,90 395,00
TOTAL (CUSTO ANALISES + TAXAS MODERADORAS) 37,50 1875,00
ICBAS/UP

SUB-TOTAL: 2.700,00 Euros

Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar / UP e Hospital de Santo Anténio / CHP
Aluna: Olga Oliveira
Ano lectivo: 2009/2010
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Andlises

Tabela 2: Custos relativos a andlises efectuadas no ICBAS/UP (por tipo de analise):
Reagentes e produtos quimicos

e Kit ATP ENLITEN 500,00 Euros
o Kit NGF ELISA (*) 1.000,00 Euros
e Azoto liquido 300,00 Euros
Consumiveis e material descartdvel
e Tubos, caixas e ansas de criopreservacao; luvas; pontas, etc. 150,00 Euros
Pequenos equipamentos
e Contentor portatil para transporte de azoto liquido 400,00 Euros
e Agitador orbital de microplacas 350,00 Euros
TOTAL 2.700,00 Euros

(*) O kit para doseamento do NGF urinario sera fornecido ao Laboratério de Quimica Clinica do HSA/CHP.

OUTROS

SUB-TOTAL: 400,00 Euros

Apresentacdo de resultados:
Inscricdo da Aluna em Congresso da Especialidade: 200,00 Euros.
Elaboracdo de Poster: 50,00 Euros.

Contribuicdo para as despesas de organizacdao do Congresso de Iniciagdo a Investigacao Clinica 2008:
50,00 Euros.

2. Financiamento

Este estudo sera financiado pela Roche Farmacéutica: Bolsa de Iniciagdo a Investigagdo Clinica ICBAS/HSA.
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PEDIDOS DE AUTORIZACAO INSTITUCIONAL

HSA / CHP

Carta ao Presidente do Conselho de Administracdo

Exmo. Senhor Presidente do Conselho de Administracdo do Centro Hospitalar do Porto

OLGA MARIA DOS SANTOS OLIVEIRA, na qualidade de Aluna da Disciplina de Iniciagdo a Investigacdo Cientifica
do Curso de Mestrado Integrado em Medicina do ICBAS/HGSA, vem por este meio, solicitar a Vossa Exa.
autorizacdo para realizar no Centro Hospitalar do Porto Estudo de Investigacdo / Trabalho Académico acima
mencionado, acima mencionado, de acordo com o programa de trabalhos e os meios apresentados.

Data Assinatura

Carta & Presidente da Comissdo de Etica

Exma. Senhora Presidente da Comiss3do de Etica para a Satde do Centro Hospitalar do Porto

OLGA MARIA DOS SANTOS OLIVEIRA, na qualidade de Aluna da Disciplina de Iniciacdo a Investigacdo Cientifica
do Curso de Mestrado Integrado em Medicina do ICBAS/HGSA, vem por este meio, solicitar a Vossa Exa.
autorizagdo para realizar no Centro Hospitalar do Porto o Estudo de Investigacdo / Trabalho Académico
acima mencionado, de acordo com o programa de trabalhos e os meios apresentados.

Data Assinatura

Carta ao Director do Departamento de Ensino, Formacéao e Investigacéo

Exma. Senhora Directora do Departamento de Ensino, Formagdo e Investigacdo do Centro Hospitalar do
Porto

OLGA MARIA DOS SANTOS OLIVEIRA, na qualidade de Aluna da Disciplina de Iniciagdo a Investigacdo Cientifica
do Curso de Mestrado Integrado em Medicina do ICBAS / HSA, vem por este meio, solicitar a Vossa Exa.
autorizagdo para realizar no Centro Hospitalar do Porto Estudo de Investigacdo / Trabalho Académico acima
mencionado, de acordo com o programa de trabalhos e os meios apresentados.

Data Assinatura
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ICBAS / UP

Carta ao Presidente do Conselho Directivo do ICBAS

Exmo. Senhor Presidente do Conselho de Directivo do Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar da
Universidade do Porto

Prof. Doutor Antdnio Sousa Pereira

OLGA MARIA DOS SANTOS OLIVEIRA, na qualidade de Aluna da Disciplina de Iniciagdo a Investigacao Clinica do
Curso de Mestrado Integrado em Medicina do ICBAS/HSA, vem por este meio, solicitar a Vossa Exa.
autorizacdo para realizar no Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar o Estudo de Investigacdo / Trabalho
Académico acima mencionado, de acordo com o programa de trabalhos e os meios apresentados.

Data Assinatura

PEDIDO DE FINANCIAMENTO

Bolsa de Iniciacdo a Investigagéo Clinica

Carta ao Presidente do Conselho Directivo do ICBAS

Exmo. Senhor Presidente do Conselho de Directivo do Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar da
Universidade do Porto

Prof. Doutor Antdnio Sousa Pereira

OLGA MARIA DOS SANTOS OLIVEIRA, na qualidade de Aluna da Disciplina de Iniciacdo a Investigacdo Clinica do
Curso de Mestrado Integrado em Medicina do ICBAS/HSA, vem por este meio, solicitar a Vossa Exa. a
atribuicdo de 7500,00 € (sete mil euros) da Bolsa de Iniciacdo a Investigacdo Clinica da Roche Farmacéutica,
SA, para financiamento do Estudo de Investigacdo / Trabalho Académico acima mencionado, de acordo com
or¢camento apresentado.

Data Assinatura
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TERMOS DE RESPONSABILIDADE

Investigadores

Termo de Responsabilidade do Investigador Principal e Responsével no CHP

Eu, abaixo assinado, MIGUEL SILVA RAMOS, médico Assistente Hospitalar de Urologia do HSA/CHP, na
qualidade de Orientador de OLGA MARIA DOS SANTOS OLIVEIRA, Aluna da Disciplina de Iniciacdo a
Investigacdo Cientifica do Curso de Mestrado Integrado em Medicina do ICBAS/HSA e de Investigador Principal
e Responsavel no Centro Hospitalar do Porto, declaro assumir a lideranca cientifica do Estudo de Investigacao
acima mencionado, de acordo com o programa de trabalhos e os meios apresentados e com as normas
internas da Instituicdo.

Data Assinatura
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DECLARACOES

Aluno

Declaracéo do Aluno

Eu, abaixo assinado, OLGA MARIA DOS SANTOS OLIVEIRA, na qualidade de Aluna da Disciplina de Iniciagdo a
Investigacdo Clinica do Curso de Mestrado Integrado em Medicina do ICBAS / HSA, declaro que durante a
realizacdo do Estudo de Investiga¢do / Trabalho Académico acima mencionado, respeitarei as normas éticas e
deontolégicas, que a identificacdo dos doentes nao serd revelada e que os dados necessarios para a realizacao
do trabalho serdo mantidos anénimos e ndo serao utilizados para qualquer outro fim.

Data Assinatura

Orientadores / Supervisores

Declaracéo do Orientador

Eu, abaixo assinado, MIGUEL SILVA RAMOS, médico Assistente Hospitalar de Urologia do HSA/CHP, na
qualidade de Orientador / Supervisor no HSA/CHP de OLGA MARIA DOS SANTOS OLIVEIRA, Aluna da Disciplina
de Iniciagdo a Investigagdo Clinica do Curso de Mestrado Integrado em Medicina do ICBAS/HSA, declaro que
me comprometo a acompanhar o aluno nas diferentes fases da sua realizacdo Estudo de Investigacdo /
Trabalho Académico acima mencionado, responsabilizando-me por supervisionar a recolha e utilizacdao dos
dados necessdrios para a realizacdo, bem como zelar pelo cumprimento das normas éticas e deontoldgicas,
nomeadamente para que os dados utilizados na realizacdo do referido trabalho sejam mantidos andnimos e
ndo sejam utilizados para qualquer outro fim.

Data Assinatura

Declaracéo do Co-Orientador

Eu, abaixo assinado, PAULO CORREIA DE SA, Professor e Investigador do ICBAS, na qualidade de Co-Orientador
/ Supervisor no ICBAS de OLGA MARIA DOS SANTOS OLIVEIRA, Aluna da Disciplina de Iniciagdo a Investigagdo
Clinica do Curso de Mestrado Integrado em Medicina do ICBAS/HSA, declaro que me comprometo a
acompanhar o aluno nas diferentes fases da sua realizacdo do Estudo de Investigacdo / Trabalho Académico
acima mencionado, bem como zelar pelo cumprimento das normas éticas e deontoldgicas, nomeadamente
para que os dados utilizados na realizagdo do referido trabalho sejam mantidos andénimos e ndo sejam
utilizados para qualquer outro fim.

Data Assinatura

Declaracdo do Supervisor / Responsavel pela Disciplina
Eu, abaixo assinado, MARGARIDA MARIA DE CARVALHO LIMA, Médica, Assistente Hospitalar de

Imunohemoterapia do HSA/CHP, na qualidade de Professora Responsavel pela Disciplina de Iniciacdo a
Investigacdo Clinica do Curso de Mestrado Integrado em Medicina do ICBAS/HSA, declaro que me
comprometo a acompanhar a aluna OLGA MARIA DOS SANTOS OLIVEIRA, Aluna da Disciplina de Iniciacdo a
Investigacdo Clinica do Curso de Mestrado Integrado em Medicina do ICBAS/HSA nas diferentes fases da sua
realizacdo do Estudo de Investigacdo / Trabalho Académico acima mencionado.

Data Assinatura
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TERMOS DE AUTORIZACAO LOCAL

Servicos

Autorizacdo do Director de Servigo de Urologia

FILINTO GOMES MARCELO SILVA, na qualidade de Director do Servico de UROLOGIA do HSA/CHP, declaro que
autorizo a execuc¢do do Estudo de Investigacdo / Trabalho Académico acima mencionado e comprometo-me a
prestar as condicdes necessarias para a boa execu¢do do mesmo, de acordo com o programa de trabalhos e os
meios apresentados.

Data Assinatura e carimbo

Autorizagao do Director de Servi¢go de Quimica Clinica

JOSE CARLOS AZEVEDO OLIVEIRA, na qualidade de Director do Servico de QUIMICA CLINICA do HSA/CHP,
declaro que autorizo a execucdo do Estudo de Investigacdo / Trabalho Académico acima mencionado e
comprometo-me a prestar as condi¢Ges necessarias para a boa execucdo do mesmo, de acordo com o
programa de trabalhos e os meios apresentados.

Data Assinatura e carimbo

Departamentos

Autorizacédo do Director do Departamento de Cirurgia

VITOR MANUEL RIBEIRO, na qualidade de Director do Departamento de CIRURGIA do HSA/CHP, declaro que
autorizo a execugdo do Estudo de Investigacdo / Trabalho Académico acima mencionado e comprometo-me a
prestar as condi¢Ges necessarias para a boa execu¢do do mesmo, de acordo com o programa de trabalhos e os
meios apresentados.

Data Assinatura e carimbo

Autorizagao do Director do Departamento de Patologia Laboratorial

MARIA HELENA S SANTOS RAMOS, na qualidade de Directora do Departamento de PATOLOGIA
LABORATORIAL do HSA/CHP, declaro que autorizo a execu¢do do Estudo de Investigacdo / Trabalho
Académico acima mencionado e comprometo-me a prestar as condi¢cdes necessarias para a boa execuc¢do do
mesmo, de acordo com o programa de trabalhos e os meios apresentados.

Data Assinatura e carimbo
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