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RESUMO

Bellucci CHS. Expresséo de genes associados a deposi¢do de colageno no
detrusor de pacientes com obstrugédo infravesical e hiperplasia prostatica
benigna [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sé&o
Paulo; 2022.

Introducgao: A obstrugéo infravesical (O1V) associada a hiperplasia prostatica
benigna (HPB) pode causar alteragbes morfoldégicas na bexiga urinaria,
incluindo o aumento da deposigao de colageno no detrusor. O aumento de
colageno no detrusor esta associado a alteragdes funcionais como diminuigéao
da complacéncia vesical e detrusor hipoativo. Os mecanismos fisiopatologicos
envolvidos nesse processo néo estdo esclarecidos. Cogita-se que a elevada
pressdo detrusora, caracteristica da OlV, module a expressao de genes que
sintetizam proteinas envolvidas no processo fibrogénico, incluindo o colageno
| (COL I), colageno Il (COL 1ll), o fator de crescimento transformador 1 (TGF-
B1), a histona deacetilase-4 (HDAC-4), o fator potencializador de miocito 2
(MEF-2) e o microRNA 29c (miR-29c). Objetivo: Avaliar a expressao dos
genes COL |, COL Illl, TGF-p1, HDAC-4, MEF-2 e miR-29c no detrusor de
homens com OIV associada a HPB. Métodos: Foram incluidos 29 homens
submetidos a prostatectomia transvesical para tratamento de HPB. Todos
foram avaliados com exame urodinamico no pré-operatorio. Nove doadores
de orgaos cadavéricos compuseram o grupo controle. Uma bidpsia da cupula
vesical foi obtida durante a prostatectomia e ao final da cirurgia para captagao
de o6rgaos. Amostras da camada detrusora foram preparadas para analise da
expresséo dos genes COL |, COL Ill, TGF-p1, HDAC-4, MEF-2 e miR-29c. A
expressao génica foi avaliada por reagdo em cadeia de polimerase em tempo
real e todas as reagdes foram realizadas em duplicata. O controle endégeno
utilizado para expressdo dos genes e do miR-29c foram a beta-2-
microglobulina (B2M) e os pequenos RNA nucleolares (RNU-48),
respectivamente. Os dados foram analisados com DataAssist Software
(Applied Biosystems, USA). As comparagdes foram executadas por meio dos
testes de Mann-Whitney, teste exato de Fischer e coeficiente de correlacédo
de Spearman. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos. Resultados: As expressdes de COL |, COL Ill, MEF-2 e miR-
29c foram similares no detrusor de homens com HPB e controles. As
expressdes de TGF-B1 e HDAC-4 foram significativamente inferiores no
detrusor de homens com HPB comparado aos controles. TGF-$1, HDAC-4 e
MEF-2 demonstraram-se superexpressos no detrusor de pacientes com HPB
e retencado urinaria em comparagao aos pacientes com micgado espontanea.
As expressbdes de TGF-B1 e HDAC-4 foram inferiores nos pacientes com
hiperatividade detrusora em comparagao aos pacientes sem hiperatividade
detrusora. Os valores de expressao de TGF-f1 e HDAC-4 correlacionaram-
se positivamente com a complacéncia vesical. Conclusoées: A subexpressao
dos genes TGF-B1 e HDAC-4 parece estar envolvida na fisiopatologia da
disfungéo vesical associada a OIV em homens com HPB. A subexpressao



destes genes associa-se a hiperatividade detrusora e a ma complacéncia

vesical. Além disso, a retengao urinaria associa-se a superexpressao de
ambos TGF-1 e HDAC-4.

Descritores: Prostata; Hiperplasia prostatica; Urodindmica; Expressao
génica; Colageno; Fibrose.
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ABSTRACT

Bellucci CHS. Expression of genes associated with collagen deposition in the
detrusor of patients with bladder outlet obstruction due to benign prostatic
hyperplasia [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo”; 2022.

Introduction: Bladder outlet obstruction (BOO) due to benign prostatic
hyperplasia (BPH) may lead to morphological changes in the bladder,
including increased collagen deposition in the detrusor. The increased
collagen content in the detrusor is associated with functional abnormalities,
such as decreased compliance and detrusor underactivity. The
pathophysiological mechanisms involved in this process are not well
understood. It has been hypothesized that high detrusor pressure due to BOO
influences the expression of genes that synthesize proteins involved in the
fibrogenic process, such as collagen | (COL 1), collagen Ill (COL lll),
transforming growth factor 1 (TGF-B-1), histone deacetylase 4 (HDAC-4),
myocit enhancer factor 2 (MEF-2) and microRNA-29c (miR-29c). Objective:
Evaluate the gene expression of COL I, COL Ill, TGF-p1, HDAC-4, MEF-2 e
miR-29c in the detrusor of men with BOO due to BPH. Methods: We evaluated
29 men undergoing suprapubic prostatectomy due to BPH. Urodynamic was
performed in all patients preoperatively. Nine cadaveric organ donors
composed the control group. A bladder specimen from the dome was obtained
during the prostatectomy and the organ harvesting surgery. Detrusor biopsies
were prepared for gene expression analyses of COL |, COL Ill, TGF-p1,
HDAC-4, MEF-2 e miR-29c. Gene expression was evaluated by quantitative
polymerase chain reaction (QPCR) and all reactions were performed in
duplicate. Beta-2 microglobulin and small nucleolar RNA-48 were utilized,
respectively, as the endogenous controls for gene and miR-29c expression.
The data were analyzed in DataAssist Software (Applied Byosystems, USA).
Comparisons were performed with Mann-Whitney and Fischer exact tests and
the Spearman correlation coefficient. Statistical significance was considered
at p < 0.05. Results: mRNA expressions of COL |, COL Ill, MEF-2 and miR-
29c were similar in the detrusor of men with BPH and controls. Otherwise,
MRNA expressions of TGF-f1 and HDAC-4 were significantly inferior in the
detrusor of BPH patients in comparison with controls. TGF-1, HDAC-4 and
MEF-2 demonstrated overexpression in the detrusor of BPH patients with
urinary retention in comparison with patients with spontaneous voiding. TGF-
1 and HDAC-4 mRNA expressions were decreased in patients with DO
compared to patients without DO. TGF-1 and HDAC-4 mRNA expression was
positively correlated with bladder compliance. Conclusions: Downregulation
of TGF-B1 and HDAC-4 gene expression may play role in the pathophysiology
of bladder dysfunction in men with BOO due to BPH. Underexpression of these
genes is associated with detrusor overactivity and low bladder compliance.
Also, urinary retention was associated with overexpression of both TGF-31
and HDAC-4.
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1 INTRODUGAO

A hiperplasia prostatica benigna (HPB), uma das doengas mais comuns
na populagéo adulta masculina, € definida histologicamente pela proliferagéo
benigna do tecido glandular e estromal da prostata (). A prevaléncia da HPB
€ alta em homens adultos e eleva-se progressivamente com o aumento da
idade, podendo atingir 50% dos homens aos 60 anos e 90% ao redor dos 80
anos (). Paralelamente ao desenvolvimento histologico da HPB, observa-se o
aumento volumétrico da préstata com o avango da idade, entretanto a taxa de
crescimento varia individualmente. Apesar de intuitivo, HPB ndo & sinbnimo
de aumento volumétrico da prostata. Estima-se que apenas 50% dos homens
com diagnostico histologico de HPB desenvolverdo aumento do volume
glandular ).

A HPB apresenta variabilidade em sua manifestagao clinica. Alguns
homens tém sintomas intensos com consequente impacto na qualidade de
vida, enquanto outros nunca procurardo assisténcia médica nem precisarao
de tratamento para esta condicdo (. A HPB torna-se uma condigédo clinica
relevante se sintomas do trato urinario inferior (STUI) estiverem presentes e
impactarem a qualidade de vida do individuo acometido. Os STUI sdo a
terminologia adotada para descrever sintomas que podem ser causados por
inumeras doengas do trato urinario inferior. Os STUI podem ser classificados
em sintomas de armazenamento (p.ex. urgéncia miccional, frequéncia urinaria
aumentada e nocturia), de esvaziamento (p. ex. jato urinario fraco,
intermiténcia, hesitagcdo, esforgo miccional) e pds-miccionais (sensagédo de

esvaziamento incompleto e incontinéncia pds-miccional) ). A prevaléncia de
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STUI aumenta com a idade, mas nem todos os acometidos apresentarao
impacto na qualidade de vida, tampouco procurardo assisténcia médica %),

Ha alguns anos, a obstrugédo infravesical (OIV) caracterizada por
micgdo com fluxo urinario diminuido e pressdo detrusora elevada ),
secundaria ao aumento volumétrico da prostata era considerada o fator
determinante do surgimento dos STUI relacionados a HPB ©). Entretanto, a
severidade dos STUI ndo se correlaciona consistentemente com parédmetros
usados para avaliar objetivamente a OIV, como volume da proéstata, fluxo
urinario livre e residuo pds-miccional 9. Persiste também obscuro o
mecanismo pelo qual a OIV pode ocasionar o surgimento dos sintomas de
armazenamento, como por exemplo, a urgéncia miccional ('%. E mais, muitos
pacientes persistem com STUI, especialmente sintomas de armazenamento,
apos serem submetidos a procedimentos cirdrgicos desobstrutivos (113, No
intuito de encontrar melhores explicagdes fisiopatoldgicas para o surgimento
e a severidade dos STUI relacionados a HPB, muitos investigadores vém
tornando seus olhares mais atentos as anormalidades vesicais ("% %), Estudos
experimentais em modelos animais revelam que a OIV acarreta alteragdes
morfolégicas e funcionais na bexiga que podem resultar em disfungdes
vesicais, tais como hiperatividade detrusora (HD), detrusor hipoativo e déficit
de complacéncia (' '8, Homens com OIV associada a HPB podem
desenvolver hipertrofia e hiperplasia do detrusor, bem como acumulo de

tecido conjuntivo na matrix extracelular (MEC) entre as fibras musculares ('":

18).
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O acumulo anormal de componentes da MEC é observado em
inumeros processos patolégicos em diversos 6rgaos, como pulmao, figado,
rim e coragdo (1922, A deposigao de colageno ocorre em resposta a diversas
injurias teciduais e pode acarretar fibrose e, consequentemente, disfungéo
tissular 23 24). Os dois tipos de colageno predominantes na bexiga s&o o tipo
| e o Ill, assim como na maioria dos tecidos humanos 3. O colageno tipo |
confere resisténcia a forga ténsil e predomina em ossos, tenddes, fascias,
ligamentos e derme ¥, O colageno tipo Il é o principal constituinte do
arcabougo dos 6rgdos parenquimatosos ?%. Um estudo avaliando bexigas
fibrosadas na populacdo pediatrica por meio de imuno-histoquimica
demonstrou aumento do colageno no detrusor, sobretudo o colageno do tipo
Il ?8) Estudos histolégicos mostraram consistentemente maior deposigéo de
colageno no detrusor de homens portadores de OIV associada a HPB em
relagdo a controles ('8 27. 28) Mirone et al. demonstraram ainda correlagao
entre a magnitude de deposigao de colageno no detrusor com a severidade
dos STUI 7). Um estudo realizado pelo nosso grupo mostrou que, em homens
com OIV associada a HPB, o aumento de colageno no detrusor associa-se a
reducdo da complacéncia vesical, a hiperatividade detrusora e ao risco de
retengdo urinaria ?%. Conclui-se, portanto, que a deposigédo de colageno no
detrusor constitui etapa importante na fisiopatologia da disfungédo vesical
associada a HPB. A compreensdo dos mecanismos envolvidos neste
processo ainda precisa ser esclarecida e podera fomentar o desenvolvimento
de novas terapias que impegam a fibrose vesical. Uma das hipoteses é que a

OlV desencadearia alteragcdes no detrusor pela influéncia sobre a expressao
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génica e a sintese proteica. Na OlV, a parede vesical € submetida a elevada
pressao durante a miccio e o estresse de estiramento mecanico vém sendo
estudado como possivel gatilho para alteragcbes estruturais e funcionais no
detrusor ("%, Estudos em modelos animais e com células musculares lisas de
bexiga cultivadas sobre uma membrana deformavel demonstraram que o
estiramento mecéanico destas células altera a expressdo génica G933, Este
processo desregula a sintese de proteinas, como fatores de crescimento,
proteinas contrateis e enzimas reguladoras da deposigdo da MEC #3438 Um
estudo realizado na Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
mostrou expressao aumentada dos genes colageno tipo | (COL 1) e tipo Il
(COL Ill) no detrusor de homens com HPB comparado a controles n&o
obstruidos 9. Entretanto, estudos avaliando a expressdo de genes
envolvidos na fisiopatologia da disfungdo vesical associada a OIV em
humanos ainda sdo escassos.

Estudos envolvendo diversos o©0rgdos, como rim e coragao,
demonstraram que fatores de crescimento, como o fator de crescimento
transformador beta (TGF-B), podem influenciar na fisiopatologia que
determina fibrose tecidual por meio da alteragdo na deposigao de proteinas
da MEC “0 41 O TGF-R ¢ uma familia de citocinas multifuncionais que
influencia diversos processos fisioldégicos e patoldgicos, dentre eles, a
expressao de proteinas da MEC *2. Em mamiferos, existem trés isoformas
(TGF-B1, TGF-R2, TGF-R3) com fungdes em processos fisiologicos como
apoptose, cicatrizagdo e regulagdo imunoldgica “3). Roberts et al.

demonstraram que a isoforma TGF-31 promove a sintese de colageno in vitro
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e induz fibrose orgénica in vivo 44, Foi também demonstrado que o TGF-R1
controla a deposi¢ao de colageno pela atuagédo sobre fatores nucleares que
aumentam a express&o dos genes de COL | e IIl 4%, Células musculares lisas
de bexiga humana, ao serem tratadas com TGF-31, demonstraram deposigéao
tecidual de colageno e, em nivel transcricional, superexpressao dos genes
COL | e Il “¥8 Postula-se, portanto, que o TGF-R1 tenha papel na
fisiopatologia da disfun¢do vesical associada a HPB e dados relacionados a
expressdo do gene TGF-31 em bexigas obstruidas ainda sdo escassos e
conflitantes. Chul Kim et al., estudando ratos submetidos a ligadura parcial da
uretra, mostraram superexpressdo de TGF-[31 apenas em animais com OIV
severa 7). Por outro lado, estudos utilizando este mesmo modelo animal
demonstraram subexpressdo de TGF-R1 na fase aguda da obstrucédo e
superexpressdo apos a desobstrugdo @ 49 Além de dados conflitantes
provenientes de estudos realizados em modelos animais, ndo existem
estudos que avaliem a expressao de TGF-31 em humanos portadores de OIV
associada a HPB.

Na ultima década, estudos vém demonstrando a influéncia dos
microRNAs (miRs) sobre a agdo do TGF-B1 051 Os miRs sdo pequenas
moléculas de RNA (aproximadamente, 22 nucleotideos) n&o codificadoras de
proteinas, que influenciam a expressao génica por meio da degradagao e/ou
supressao pos-transcricional de RNA mensageiro 2). Estima-se que mais de
1.000 miRs sejam codificados pelo genoma humano e expressos em diversos
tecidos. Os miRs podem ter também como alvos outros miRs, resultando em

um complexo potencial regulatorio ©3). Alguns estudos vém demonstrando o
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papel dos miRs no processo de remodelacdo da MEC e desenvolvimento de
fibrose pela deposicédo de colageno tecidual em diversos érgéos, como pele,
coragéo, rim e pulmio 45 Dentre eles, o miR-29 ¢ considerado um
importante regulador da sintese de componentes da MEC. A familia miR-29
inclui 0 miR-29a, miR-29b (subtipos miR-29b1 e miR-29b2) e miR-29c, que
diferem em apenas dois e trés nucleotideos, respectivamente 8. O miR-29
participa do metabolismo de proteinas da MEC e de processos patologicos,
como a fibrose cardiaca pds-isquemia e em modelos animais de fibrose
pulmonar, renal e hepatica 9-62), Estudos experimentais demonstraram que o
miR-29 atua inibindo a expresséo e deposigao de colageno na MEC sendo,
portanto, um importante mediador antifibrético 4%-63). O miR-29 pode atuar na
inibicdo da fibrose pela atuagdo sobre diversas vias de sinalizagao, dentre
elas, a via mediada pelo TGF-R1 €0 61 Wang et al., estudando modelos
experimentais de fibrose glomerular, demonstraram que o TGF-[31 reduziu a
expressdo de miR-29 e essa redugdo associou-se a um aumento da
expressdo de colagenos tipo I, Il e IV ©®, Analogamente, Cushing et al.
demonstraram a subexpressdo de miR-29 em cultura de fibroblastos
pulmonares humanos 48 horas, apds o tratamento destas células com TGF-
R1 (60), Assim, postula-se que o miR-29 seja um importante intermediador dos
processos fibrogénicos mediados pelo TGF-31.

Um estudo com modelo animal de miocardiopatia hipertrofica, no qual
se realiza uma ligadura parcial na aorta toracica de ratos, com consequente
hipertrofia e deposigdo de colageno na MEC miocardica, demonstrou

subexpressao do subtipo miR-29¢ 4. Estudos com modelos animais de OIV
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também mostraram subexpressdo do miR-29¢c, o que nado foi
consistentemente demonstrado com miR-29a e b 5. Em modelos animais de
OlV, Ekman et al. mostraram redugédo da expressdo génica do miR-29c 6
semanas, apos a realizagdo de ligadura parcial da uretra de ratos (69
Demonstraram ainda que essa redugao contribuiu para aumento da sintese
de proteinas da MEC e alteracao das propriedades viscoelasticas do detrusor
(66)_

Os mecanismos pelos quais o miR-29 exerce sua funcéo antifibrética
ainda ndo esta completamente esclarecida. Estudos realizados com cultura
celular de musculo esquelético sugerem que um dos alvos do miR-29 é a
histona deacetilase 4 (HDAC-4), que inibe a miogénese e promove fibrose
pela supressao do fator potencializador de miécito (MEF-2) (67.68) Em células
eucariotas, o DNA é envolvido por proteinas do tipo histona, que formam a
unidade fundamental da cromatina. A acetilagdo das histonas constitui um dos
principais mecanismos responsaveis pela regulagio da expressao génica (69
A acetilacado expde a estrutura condensada da cromatina por meio da redugao
da afinidade do DNA pelas histonas e libera o DNA para acdo de fatores
transcricionais, cofatores e RNA polimerase 9. Por sua vez, a histona
deacetilase, € uma enzima que remove o grupo acetil e, portanto, atua
suprimindo a expressdo génica 9. Em tecido muscular esquelético, a HDAC-
4 inibe a miogénese e promove fibrose pela supressdo do MEF-2 ¢7.88) O
MEF-2 é uma proteina que permite a ligagdo do DNA a RNA polimerase,
possibilitando a transcricdo génica e a sintese de inumeras proteinas com

fungbes no controle da miogénese (9. Estudos experimentais avaliando a
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regulagcdo do processo fibrotico no musculo esquelético sugerem que a
supresséo do MEF-2 inibe a miogénese e promove a diferenciagao de células
totipotenciais em miofibroblastos produtores de proteinas da MEC ©7-68) No
musculo liso vesical, entretanto, o papel da HDAC-4 e do MEF-2 ainda nao foi
estudado.

Previamente, foi demonstrado que a HDAC-4 é necessaria para a
diferenciagdo induzida pelo TGF-B1 de células totipotenciais em
miofibroblastos promotores de fibrose ("), Estudos experimentais com células
musculares esqueléticas e fibroblastos cutaneos mostraram que o TGF-31
pode diretamente aumentar a expressdo de HDAC-4 por meio da inibicdo da
expressdo de miR-29 & 71 Wang et al., estudando um modelo animal de
distrofia muscular de Duchene, uma condicdo caracterizada pela fibrose
muscular esquelética progressiva, demonstraram subexpresséo de miR-29 no
tecido muscular (/2. Demonstraram ainda que a magnitude da subexpressao
correlaciona-se com a severidade da fibrose (/2. Os autores propdem a
hipétese de que o aumento da atividade de TGF-R1 suprime a expressao de
miR-29, o que atenua a inibicdo da HDAC-4. O aumento da atividade da
HDAC-4 reduz a expressao de genes pré-miogénicos, incluindo o MEF-2,
contribuindo para maior diferenciagdo de mioblastos em miofibroblastos e,
consequentemente, promove a fibrose muscular.

Apesar da cascata acima postulada, envolvendo TGF-31, miR-29,
HDCA-4 e MEF-2 mostrar-se bastante promissora na fisiopatologia de
doencgas que se caracterizam por fibrose muscular, ndo ha relatos na literatura

do estudo desta via em tecido muscular liso vesical. Dados isolados e obtidos,
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sobretudo por meio de modelos animais de OIV, sugerem o papel do TGF-[31
e do miR-29c na fisiopatologia da disfungao vesical associada a OIV. Nos
levantamos a hipotese de que, no detrusor de homens com OIV associada a
HPB, o TGF-[31 suprime a expressao de miR-29c, o que atenua a inibicdo da
HDAC-4. O aumento da atividade da HDAC-4 reduz a expressao do MEF-2,

culminando com a deposigao de colageno e fibrose vesical (Figura 1).

R — miR-29¢

VRN
[ MEF2 |
N
> \
Fibrose Miogénese

Figura1 - Hipétese do mecanismo fisiopatolégico da deposi¢ao de
colageno no detrusor em homens com OIV associada a HPB.
O TGF-B1 inibe a expressao do miR-29c e, consequentemente,
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aumenta a atividade da HDAC-4. A HDAC-4 remove o radical
acetil da histona, inibindo a expressdao do MEF-2, o que induz a
diferenciagdo de mioblastos em miofibroblastos, que s&o os
principais promotores de fibrose muscular
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo primario

Avaliar a expressao dos genes COL |, COL lll, TGF- 31, HDCA-4, MEF-

2 e do miR-29c¢ no detrusor de homens com OIV associada a HPB.

2.2 Objetivo secundario

Investigar a associagéo entre a expressao dos genes COL |, COL ll,

TGF- 31, HDCA-4, MEF-2 e miR-29c no detrusor e caracteristicas clinicas e

urodindmicas em homens com OIV associada a HPB.
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3 METODOS

3.1 Sujeitos

Foram incluidos 29 pacientes submetidos a prostatectomia transvesical
no periodo entre agosto de 2015 e agosto de 2017, para o tratamento de
hiperplasia prostatica benigna. Os critérios de exclusdo foram cirurgia e/ou
radioterapia pélvica prévia, presenca de calculo vesical, estenose de uretra,
neuropatia com impacto sobre a fungdo do trato urinario inferior e pacientes
gue nao obtiveram micg¢ao durante a avaliagdo urodinamica.

Todos os pacientes incluidos no estudo assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo A). O protocolo do estudo foi
aprovado pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP — Anexo B) e
pelo Comité de Etica para Anélise de Projetos de Pesquisa do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade S&o Paulo (Cappesg-
Anexo C).

Os pacientes foram submetidos a avaliacio clinica pré-operatoria pela
histéria clinica e exame fisico, incluindo o exame digital retal. Dentre os
pacientes que nao estavam em uso de sonda vesical de demora, a severidade
dos STUI foi avaliada por meio do escore internacional de sintomas
prostaticos (IPSS — Anexo D) /3. O IPSS é um questionario composto de oito
perguntas, incluindo sete relacionadas a STUl e uma a qualidade de vida.

Trata-se de um questionario validado em varios paises e varias linguas,
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inclusive na lingua portuguesa no Brasil (™), e amplamente utilizado na
estratificacdo dos pacientes, de acordo com a severidade dos sintomas.
Todos os pacientes foram submetidos a exames complementares, incluindo
dosagem sérica de antigeno prostatico especifico (PSA), urinalise, urocultura,
e ultrassonografia transabdominal com avaliagdo de rins, bexiga e prostata.
Todos os pacientes foram submetidos a avaliagdo urodinamica completa,
incluindo fluxometria livre, cistometria e estudo fluxo-pressdo. Todas as
definicbes utilizadas nas avaliagdes urodindmicas basearam-se na
padronizagdo da Sociedade Internacional de Continéncia ). Os parametros
urodinamicos avaliados foram capacidade cistométrica maxima (CCM),
complacéncia vesical (CV), presencga de hiperatividade detrusora (HD), fluxo
urinario maximo (Qmax), pressao detrusora no fluxo urinario maximo
(Pdet.Qmax) e o residuo pos-miccional (RPM). A CV foi calculada pela divis&o
da variagao do volume (em ml) pela variagao simultanea da pressao detrusora
(em cmH20) durante a cistometria ®). O indice de obstrugao infravesical (I0IV)
foi calculado pela formula “IOIV= Pdet.Qmax — 2Qmax” e os pacientes
classificados como “n&o-obstruidos” se 101V < 20, “equivoco” se 101V for entre
20 e 40 e “obstruidos” se I0IV > 40 (%), O indice de contratilidade vesical (ICV)
foi calculado por meio da férmula “ICV= Pdet.Qmax + 5Qmax” e os pacientes
foram classificados como “contratilidade fraca” se ICV < 100, “contratilidade
normal” se ICV entre 100 e 150 e “contratilidade forte” se ICV > 150 (7).

A prostatectomia transvesical foi realizada por cirurgides da Divisao de
Clinica Urologica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da

Universidade de Sao Paulo, de acordo com a técnica previamente descrita
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(76), Um fragmento medindo 1,0 x 0,5cm incluindo todas as camadas da bexiga
foi obtido de uma das bordas da cistotomia, imediatamente antes de se iniciar
a sintese vesical. Foram removidas as camadas mucosa e adventicia e a
camada muscular foi armazenada em solucdo estabilizadora de RNA (RNA
later, Applied Biossystems®). O fragmento foi mantido em freezer a
temperatura de -80°C até seu processamento no Laboratério de Investigagao
Médica (LIM-55) da Disciplina de Urologia do Hospital das Clinicas da

Faculdade de Medicina de Sao Paulo.

3.2 Grupo controle

A fim de estabelecer os parametros normais de expressao dos genes
estudados, selecionamos um grupo controle de doadores cadavéricos. Ao
final do procedimento cirurgico para captagdo de 6rgéos, um fragmento da
bexiga, semelhante ao obtido na prostatectomia, foi extraido utilizando a
mesma técnica realizada nos pacientes com HPB. Optamos por doadores
cadavéricos para compor O grupo controle por compreenderem,
predominantemente, individuos jovens e sem morbidades associadas, o que
caracteriza uma boa populagédo controle. O grupo controle foi composto por
nove cadaveres doadores de 6rgéos, incluindo sete homens e duas mulheres,
com idade média de 35,1+14,5 anos. Todos apresentavam parede vesical fina

e de aspecto macroscopicamente normal.
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3.3 Extragcdo do acido ribonucleico (RNA) e sintese de acido

desoxirribonucleico complementar (cDNA)

Os fragmentos congelados -80°C de detrusor foram macerados e
colocados em tubo de micro centrifuga de 1,5 ml estéril. O RNA foi isolado
com o kit mirVana (Ambion®), de acordo com as recomendagdes do
fabricante. Este kit permite o isolamento de todos os tipos de RNA. Ao tubo,
foram entdo adicionados 500 ul do tampao de lise e 50 ul do aditivo de
homogeneizar, e a solugdo foi deixada por 10 min no gelo. Foram ent&o
adicionados 500 ul de fenol-cloroférmio e as amostras foram vortexadas e
centrifugadas na velocidade 14.000 rotagées/minutos (rpm) por 5 minutos em
temperatura ambiente. A fase aquosa entdo foi removida para um novo tubo
e foi adicionado um terco do volume de etanol 100%. Posteriormente, a
solugéo foi transferida para um filtro e centrifugada a 10.000 rpm por 15
segundos. No filtro que continha o RNA total, foi feita uma lavagem com 700
ul de solugdo de lavagem 1/3, e as amostras foram centrifugadas por 10
segundos a 10.000 g. Foram feitas entdo duas lavagens com 500 ul de
solugéo de lavagem 2/3, e nos intervalos as amostras foram centrifugadas por
10 segundos a 10.000 g. O filtrado foi depois descartado e foram adicionados
100 pl de agua livre de nucleases a 95°C aos tubos contendo RNA e as
amostras foram novamente centrifugadas a 10.000g por 10 segundos. O
fitrado contendo RNA foi entdo armazenado em freezer a

-80°C até ser utilizado.
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A concentracdo e pureza do RNA foram estimadas em
espectrofotometro (Nanodrop ND-1000, Wilmington, EUA) (260/280 nM).

A sintese de cDNA foi realizada a partir de 20 ul de RNA, utilizando-se
a enzima Multiscribe® transcriptase reversa e iniciadores randémicos (Applied
Biosystems®).

O RNA total foi diluido em H2O livre de nucleases em um volume final
de 20 ul. A este volume, foram acrescentados 2 pul de oligonucleotideos
randémicos (10x), 1,6 ul do mix de desoxirribonucleotideos fosfatados (100
mM), 2 ul do tampé&o de enzima (10x), e 8,4 ul de agua livre de nucleases. As
solugdes foram entdo submetidas a ciclos de temperaturas (25°C por 10 min,
37°C por 120 min e 85°C por 5 min) em termociclador Veriti (Applied
Biosystems®, Foster City, CA). Apds o término dos ciclos, o cDNA foi

armazenado a -20°C até o uso.

3.4 Extragcao do miR e sintese de cDNA

O miR foi isolado com o kit mirVana (Ambion®), de acordo com as
recomendagdes do fabricante. Ao tubo contendo os espécimes macerados,
foram adicionados 500 ul de tampédo de lise e 50 ul do aditivo de
homogeneizar, e a solugdo foi deixada por 10 min no gelo. Foram ent&o
adicionados 500 ul de fenol-cloroférmio e as amostras foram vortexadas e
centrifugadas na velocidade maxima de 10.000 rpm por 5 minutos em

temperatura ambiente. A fase aquosa entdo foi removida para um novo tubo
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e foi adicionado 1/3 do volume de etanol 100%, ent&o, a solugao transferida
para um filtro e centrifugada a 10.000 rpm por 15 segundos. O filtro que
contém o RNA total foi armazenado. No filtrado que continha o miR, foram
adicionados 2/3 de etanol a 100%. A solugéo foi transferida para uma nova
coluna e centrifugada a 10.000 rpm por 15 segundos. Em seguida, foi feita
uma lavagem com 700 ul de solugéo de lavagem 1/3, e as amostras foram
centrifugadas por 15 segundos a 10.000 rpm, seguidas de mais duas lavagens
com 500 ul de solugédo de lavagem 2/3, e nos intervalos as amostras foram
centrifugadas por 15 segundos a 10.000 rpm. Neste momento, foram
adicionados 100 pul de agua livre de nuclease a 95°C no filtro e as amostras
foram novamente centrifugadas a 10.000 rpm por 15 segundos. O filtrado
contendo miR foi entdo armazenado em freezer a -80°C até ser utilizado.

A concentracdo e pureza do miR foram estimadas em
espectrofotometro (Nanodrop ND-1000, Wilmington, EUA) (260/280nM).

Para sintese de cDNA, o miR foi diluido em agua livre de nucleases e
utilizado 3 pl desta diluigdo, acrescidos de 0,15 pl de mix de
desoxirribonucleotideos fosfatados (100 mM), 0,19 ul de inibidor de RNAse
(20 U/ul), 1,5 pl do tampéo de enzima (RT Buffer 10x), e 0,5 ul da enzima
“‘Multiscribe RT” (50 U/ul), 3,66 ul de agua livre de nucleases e 1 ul de primers
especificos para cada miR. As misturas foram submetidas a 16°C por 30
minutos, 42°C por 30 minutos e 85 °C por 5 minutos para sintese da fita de

cDNA em aparelho termociclador Veriti (Applied Biosystems®, California,

EUA)
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3.5 Analise da expressao génica

A expressao génica foi avaliada por meio da reacdo em cadeia de
polimerase quantitativa em tempo real (QRT-PCR). Os genes analisados
foram COL I, COL lll, TGF- 1, HDCA-4, MEF-2 e o miR-29c. Todas as
reacgdes foram realizadas em duplicata e o controle endogeno utilizado para
expressdo dos genes e dos miR foram a beta-2-microglobulina (B2M) e os
pequenos RNA nucleolares (RNU-48), respectivamente. Os primers utilizados
para expressao dos genes, dos controles endogenos e do miR-29¢ estéo
expostos nos dados da Tabela 1. Os dados de expressdo génica foram
analisados, utilizando o DataAssist Software (Applied Biosystems, USA).

As reagdes foram realizadas no termociclador ABI 7500 Fast (Applied
Biosystems®, CA, EUA) no modo “standard”. Para quantificagdo das
amostras, foi utilizado o reagente TagMan® (Applied Biosystems®, CA, EUA).
Esta reacdo utiliza dois iniciadores fluorescentes e uma sonda com dupla
marcagao que se anela a regido localizada entre os iniciadores. Esta
marcacao dupla é formada por um fluoréforo que emite luz quando excitado e
um “quencher” que absorve a luz emitida pelo fluoréforo. Durante os ciclos da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), a sonda é quebrada pela Taq
polimerase na etapa de extens&o do iniciador anelado. Esta quebra da sonda
elimina a absorcao pelo “quencher” da fluorescéncia emitida que pode ser
entdo medida por meio de uma camera situada na parte superior do
equipamento. A quantificacdo da emissao absorvida pela camera apos a

guebra da sonda permite entdo a deteccéo do produto do PCR em tempo real.
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As reagdes ocorreram nas seguintes concentragdes: 0,5 ul do primer
especifico, 5 u de TagMan® Universal PCR master mix (Applied
Biosystems®, CA, EUA), 3,5 ul de agua livre de nucleasse e 1 ul de cDNA.

Tabela 1 - Primers utilizados para quantificagdo da expressdo dos genes

associados a deposigao de colageno no detrusor de 28 homens
com OIV associada a HPB

Gene Ensaio

COL | Hs00164004_m1
COL I Hs00943809_m1
TGF-31 Hs00998133_m1
HDAC-4 Hs01041648_m1
MEF-2 Hs01050409_m1
miR-29c¢ 000415

B2M Hs00187842_m1

RNU-48 001006




Métodos 23

3.6 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada pelo software GraphPad Prism®),
versdo 8.3.0. As variaveis continuas foram descritas pelas medianas e
intervalos interquartis (11Q), e as categoricas pelos numeros absolutos e
proporgdes. As comparagdes dos valores de expressao génica entre os
grupos foram feitas pelo teste de Mann-Whitney. Para avaliar a correlagdo dos
dados da expressdo génica com dados urodinamicos quantitativos, foi
aplicado o coeficiente de correlagdo de Spearman. Um valor de p inferior ou

igual a 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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4 RESULTADOS

O grupo de pacientes com HPB foi composto por 29 homens
submetidos a prostatectomia transvesical, com idade mediana de 68,0 [64,5-
72,0] anos e volume prostatico mediano de 114,0 [100,5-173,8] cm?. Catorze
(48,3%) pacientes foram submetidos a cirurgia em raz&o da retengdo urinaria.
Todos eles foram submetidos a tratamento farmacolégico por, pelo menos, 4
semanas e falharam ao menos a duas tentativas de retirada da sonda vesical
de demora. Quinze (51,7%) pacientes foram submetidos a prostatectomia
transvesical em razdo dos sintomas do trato urinario inferior refratarios a
tratamento farmacoldgico e apresentaram IPSS mediano de 24,0 [19,0-28,0].

Os dados urodindmicos estao demonstrados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Dados

urodindmicos

em 29 pacientes submetidos a

prostatectomia transvesical

Dado urodinamico

Mediana [lIQ] N (%)

CCM (ml)
Hiperatividade detrusora
Complacéncia vesical (ml/cmH20)
Qmax (ml/s)
Pdet.Qmax (cmH20)
Residuo pds-miccional (ml)
indice de obstrucao infravesical
I0IV > 40
IOV 20-40
I0IV <20
indice de contratilidade vesical
ICV <100
ICV 100-150

ICV > 150

380,0 [272,5 — 420,0]

17 (60,7%)
24,0 [18,5 — 53,2]
5,0 [2,0 - 7,0]
95,5 [75,2 — 116,5]
167,5 [100,0 — 247,5]
88,5 [67,0 — 108,8]
25 (89,2%)
2 (7,2%)
1(3,6%)
117,5[101,3 — 136,8]
5 (17,9%)

19 (67,9%)

4 (14,2%)

CCM: capacidade cistométrica maxima, Qmax: fluxo urinario maximo, Pdet.Qmax: pressao
detrusora no fluxo urinario maximo, IOIV: indice de obstrugéo infravesical, ICV: indice de

contratilidade vesical
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As expressdes dos genes COL I, COL lll, MEF-2 e do miR-29c foram
similares no detrusor de homens com HPB e de controles (Figura 2). As
expressdes de TGF-B1 e HDCA-4 foram significativamente inferiores no

detrusor de homens com HPB em comparac&o com os controles (Figura 2).
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Figura 2 - Expressdo de genes associados a deposi¢cdo de colageno e do
miR-29¢ no detrusor de homens com HPB e controles
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As expressoes dos genes COL |, COL lll, e do miR-29c foram similares
no detrusor de homens com HPB e retencdo urinaria em comparagcao aos
pacientes que apresentavam micgado esponténea (Figura 3). As expressdes
de TGF-R1, HDCA-4 e MEF-2 foram significativamente maiores no detrusor
de homens com HPB em retencao urinaria em comparacdo com aqueles que

apresentavam micgao espontanea. (Figura 3)
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Figura 3 - Expressdo de genes associados a deposi¢cdo de colageno e do
miR-29¢ no detrusor de homens com HPB em retencéo urinaria
e apresentando micgao espontanea
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As expressdes dos genes COL I, COL Ill, MEF-2 e do miR-29c foram

similares no detrusor de homens com HPB e hiperatividade detrusora em

comparagao aos pacientes sem hiperatividade detrusora (Figura 4). As

expressdes de TGF-31 e de HDCA-4 foram significativamente menores nos

pacientes portadores de hiperatividade detrusora (Figura 4).
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A avaliagdo da correlagdo entre as expressbes dos genes e miR

estudados com dados funcionais urodindmicos demonstrou correlagao

positiva entre a expressao de TGF-31 e a complacéncia vesical e de HDCA-

4 com capacidade cistométrica maxima e a complacéncia vesical (Tabela 3 e

Figura 5).

Tabela 3 - Correlagdo entre niveis de expressdo de genes associados a
deposigao de colageno e do miR-29c¢ no detrusor de homens com
HPB e dados funcionais urodinamicos

COLlI COLIl TGF-B1 HDCA-4 MEF-2  miR-29c

r -002 0,02 0,27 0,44 0,31 0,37
CCM

p 0,91 0,90 0,17 0,026 0,12 0,07

. 0,14 0,10 0,61 0,42 0,31 0,01

Complacéncia
vesical p 050 0,60 0,001 0,035 0,12 0,97

r -007  -0,17 0,08 0,07 0,03 0,29
Qmax

p 074 0,39 0,69 0,72 0,85 0,15

r 0,16 0,13 0,07 -0,06 -0,01 0,10
PdetQmax

p 045 0,52 0,74 0,75 0,85 0,61

r -016  -0,16 -0,06 0,05 0,10 0,15
RPM

p 044 0,44 0,76 0,77 0,62 0,46

r 012 0,12 0,02 0,12 -0,04 0,15
101V

p 055 0,55 0,90 0,54 0,84 0,46

r 0,13 0,13 0,12 -0,09 0,02 0,04
ICV

p 052 0,52 0,55 0,66 0,90 0,84

CCM: capacidade cistométrica maxima, Qmax: fluxo urinario maximo, PdetQmax: pressao detrusora no
fluxo urinario maximo, RPM: residuo pés-miccional, 10IV: indice de obstrugao infravesical, ICV: indice

de contratilidade vesical



Resultados 31

150
p = 0,001

100 e

Complacéncia vesical (mL/cmH20)

0.06
Expressao de TGF-31 a
-
£ 800
1]
E
3
g 600
b
“‘E’ 400
S
K]
o
g 200
1]
o
8
g 0 \ \ \ \
o 0.00 0.01 0.02 0.03 0.04
Expressdo de HDAC-4 b
§ 150 p=0,035
I
£
(3]
|
£ 100- .
S
(]
[
>
s
Q
=
S
8
o
S
o
o \
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04
Expressdo de HDAC-4 c

Figura 5 - Correlagao entre a expressédo de TGF-31 e complacéncia vesical
(Figura 5a) e de HDCA-4 e capacidade cistométrica maxima
(Figura 5b) e complacéncia vesical (Figura 5c)
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5 DISCUSSAO

A deposicéo de colageno no detrusor constitui importante etapa da
disfungdo vesical associada a OlIV (1527.29) No presente estudo, analisamos
a expressao de alguns genes que potencialmente atuam na cascata que
culmina com a fibrose da camada muscular da bexiga. Alguns destes genes
foram previamente estudados em modelos animais, mas estudos em seres
humanos sao escassos. As expressdes dos genes COL |, COL Ill, MEF-2 e
do miR-29c foram similares no detrusor de homens com HPB e de controles,
enquanto as expressdes de TGF-31 e HDCA-4 foram significativamente
inferiores em homens com HPB comparados aos controles. Do ponto de vista
funcional, as expressdes de TGF-R1, HDCA-4 e MEF-2 foram
significativamente maiores no detrusor dos individuos em retencado urinaria
em comparagao aos que apresentavam micgao espontanea. As expressdes
de TGF-R1 e da HDCA-4 foram significativamente menores nos pacientes
portadores de hiperatividade detrusora. Demonstramos ainda correlagéo
positiva entre a expressao de TGF-31 e a complacéncia vesical e de HDCA-
4 com capacidade cistométrica maxima e a complacéncia vesical.

As alteragcdes que ocorrem na camada detrusora sdo um importante
passo na fisiopatologia da obstrug¢ao infravesical e a maioria do conhecimento
a este respeito advém de estudos experimentais e em modelos animais.
Apesar destes estudos promoverem a compreensao de muitos aspectos da

fisiopatologia da disfung¢ao vesical associada a obstrugao, muito cuidado deve
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ser tomado ao extrapolar os resultados obtidos em estudos experimentais e
em modelos animais para aplicagdes em seres humanos. O presente estudo
€ um dos poucos que investigou mecanismos transcricionais envolvidos na
disfuncao vesical associada a obstrugdo em uma série de homens com HPB,
e inclui importantes informacdes sobre a funcdo do trato urinario inferior
avaliadas pela investigagdo urodinamica.

Em modelos animais de OIV e homens com OIV associada a HPB,
demonstrou-se consistentemente o aumento da deposicédo de colageno na
MEC do detrusor (15 16, 27,29, 77) - A deposi¢do de colageno pode acarretar
fibrose com consequente disfungdo vesical ?* 24, Em homens com HPB, foi
demonstrado que a magnitude da deposicdo de colageno no detrusor
correlaciona-se com a severidade dos STUI, a reducéo da CV, a presencga de
HD e risco de retengdo urinaria ?7- 2% Assim, a deposigdo do colageno na
MEC do detrusor constitui etapa importante na fisiopatologia da disfungéo
vesical associada a HPB e a compreensao dos mecanismos relacionados a
este processo pode fomentar o desenvolvimento de novas terapias para esta
condigdo. Alguns dados sugerem que o aumento da deposi¢éo tecidual de
colageno seja decorrente do aumento na expressao dos genes relacionados
a sintese proteica de colageno. Kim et al., estudando ratos submetidos a
ligadura parcial da uretra, mostraram superexpresséo dos genes de COL | e
lll na parede vesical destes animais ("®). Deveaud et al. demonstraram
superexpressdo dos genes COL | e COL Ill em bexigas fibrosadas na
populagdo pediatrica ?®). No subgrupo de pacientes com etiologia ndo

neurogénica, no qual a principal causa para fibrose vesical foi a valvula de
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uretra posterior, a expressao dos genes COL | e COL Il foi, respectivamente,
1,9 e 2,3x maior que o grupo controle. Barbosa et al., avaliando homens com
HPB submetidos a resseccdo endoscopica da préstata, demonstraram
superexpressado dos genes COL | e COL lll, respectivamente, em 83,0% e
75,0% dos pacientes estudados. Nossos dados, entretanto, contrariam estes
achados. Em nossa série, as expressdes dos genes COL | e COL Il foram
similares no detrusor de homens com HPB e de controles (Figura 2). A
deposigcdo de colageno na MEC depende do balango entre a sintese do
colageno, regulada a nivel transcricional e a sua degradagao (®). Estudos
experimentais reforgaram o papel da desregulacdo do balango proteolitico
como a base para a deposigéo de colageno na MEC de bexigas fibrosadas %
81), Em concordancia com nossos achados, estes estudos, avaliando modelo
animal de OIV em fetos de ovinos e cultura de células detrusoras submetidas
a estresse de estiramento, ndo demonstraram impacto destas intervengdes
em nivel transcricional de COL | e COL |11 €981 Tal achado reforga a hipotese
de que a deposicdo de colageno na MEC em bexigas obstruidas seja
consequente as alteragbes observadas na desregulagdo de substéncias
proteoliticas do colageno. In vivo, a degradacdo de proteinas da MEC,
incluindo o colageno, depende de uma balanceada atividade entre enzimas
proteoliticas e seus inibidores enddgenos ©2). Dentre as enzimas proteoliticas,
as metaloproteinases de matrix (MMPs) s&o elementos chaves, cuja atividade
é considerada essencial para degradagao das proteinas da MEC ©2), Por outro
lado, a atividade das MMPs é regulada por uma familia de inibidores teciduais

endogenos das MMPs, conhecidos como TIMPs (“tissue inhibitor of
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metalloproteinases”) ®2. Em modelos animais, a atividade de MMPs
demonstrou-se reduzida em bexigas obstruidas 0. Células detrusoras
cultivadas e expostas a elevagao sustentada da pressao hidrostatica de 20-
40 cmH20 demonstraram redug¢ao da atividade de MMPs e aumento dos
niveis de TIMPs 1), Estes achados corroboram a hipotese de que a deposigéo
de colageno na MEC de bexigas obstruidas seja consequente ndo ao
aumento da expressdo de RNAm de colagenos, mas, sim, a reducao de sua
degradagéao pela modulagéo da atividade de MMPs e TIMPs.

Estudos experimentais sugerem que o TGF-B1 participe da
fisiopatologia da disfungdo vesical associada a obstrugdo 8 83.84) Entretanto,
os dados relacionados a expressao de TGF-31 provenientes de estudos em
modelos animais de OIV sdo escassos e conflitantes. O TGF-R1 é
reconhecido como potente mediador pro-fibrotico em diversos 6rgéos e,
portanto, levantamos a hipotese de que bexigas obstruidas demonstrariam
superexpressdao do gene TGF-B1. No entanto, nosso estudo revelou a
expressao de TGF-R1 significativamente inferior no detrusor de homens com
HPB em comparagéao as expressdes no detrusor dos controles (Figura 2). Um
estudo envolvendo ratos submetidos a ligadura parcial da uretra demonstrou
gue animais portadores de obstrucéo leve ndo apresentaram modificacdo na
expressao de TGF-B1 e que ratos portadores de obstrugdo severa
superexpressaram este gene 7). Entretanto, quando investigamos a relagao
entre dados urodindmicos e valores de expressao dos genes estudados, ndo
identificamos correlacéo entre a severidade da obstrugcdo medida pelo I0IV e

os valores de expressao de TGF-R1 (Tabela 3). Resultados discrepantes
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podem ser reflexo de diferencas relacionadas a duracdo da obstrucdo e
consequente ativagcao/desativacdo de vias moleculares envolvidas no
remodelamento vesical. Nesse sentido, Metcalfe et al., estudando modelos
animais de obstrugdo, demonstraram superexpressdo de TGF-B1 nas
primeiras 2 semanas apos a obstrucdo e normalizagdo dos niveis de
expressdo apds 4 semanas de obstrucado 9. E possivel que a resposta inicial
ao processo obstrutivo seja com aumento da expressdo do TGF-R1 e,
tardiamente na fase crénica da obstrucdo, normalizacdo da expressao e até
mesmo diminuicdo da expressao deste gene. Nossa série incluiu individuos
com volume prostatico de 116,0 [100,5-173,8] cm?, IPSS de 24,0 [19,0-28,0],
e 48% encontravam-se em uso de sonda vesical de demora, o que corrobora
para um processo obstrutivo de longa duragdo. Estudos futuros deveréo
avaliar pacientes em diferentes etapas do processo obstrutivo, a fim de
esclarecer o comportamento da expressao de TGF-31 nas diversas fases da
OlV.

Embora estudos experimentais demonstrem que a HDAC-4 tenha
papel na fisiopatologia de doencas fibrosantes hepaticas e do musculo
esquelético, seu papel na fibrose detrusora ainda & desconhecido (¢7-68.86) Em
tecido muscular esquelético, a HDAC-4 inibe a miogénese e promove fibrose
por meio da supresséo da expressdo do MEF-2 ©7:68) A supressdo do MEF-
2 inibe a miogénese e promove a diferenciagao de células totipotenciais em
miofibroblastos produtores de proteinas da MEC (7 68). Assim sendo, HDAC-
4 apresenta um comportamento pro-fibrético e o MEF-2 anti-fibrético na

musculatura esquelética. No musculo liso vesical, entretanto, o papel da
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HDAC-4 e do MEF-2 ainda n&o foi estudado em modelos animais e,
tampouco, em humanos. O presente estudo foi pioneiro ao investigar a
expressdo dos genes HDAC-4 e MEF-2 em individuos com HPB. Nos
levantamos a hipotese de que bexigas obstruidas, nas quais se observa
deposigdao de colageno na MEC do detrusor, apresentariam aumento da
expressao da HDAC-4 e supressao da expressao do MEF-2. Entretanto,
nossos achados demonstraram subexpressao de HDAC-4 e normoexpressao
de MEF-2 no detrusor de homens com HPB em comparacéo a expressao nos
controles (Figura 2).

Os mecanismos regulatérios da expressao génica na bexiga urinaria de
humanos ainda s&o desconhecidos. Em pacientes com OIV, a parede vesical
€ submetida a elevada pressao durante a miccdo e este estresse de
estiramento mecénico vem sendo estudado como possivel gatilho para
alteragdes estruturais e funcionais do detrusor (9. Estudos experimentais
demonstraram que o estiramento mecénico aplicado a células uroteliais e
detrusoras cultivadas in vitro aumentou a deposigao tecidual de colageno do
tipo Il ") Além disso, pesquisadores sugerem que a redugdo do fluxo
sanguineo (isquemia) com consequente hipoxia tecidual durante a micgao
seguida de aumento do fluxo sanguineo apds a micgéo (reperfusao) pode
servir de gatilho para deposigéo de colageno na MEC do detrusor ©8). Assim,
isquemia vesical cronica e ciclos repetidos de isquemia-reperfusdo durante o
ciclo miccional poderiam acarretar estresse oxidativo e, consequente
modificagdes na expressao génica ©%. Nés levantamos a hipotese de que a

elevada pressao detrusora poderia associar-se a modificacdes na expressao
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dos genes estudados. Trés achados do presente estudo corroboram para esta
hipétese. Primeiro, ao avaliarmos as caracteristicas clinicas e urodinamicas,
identificamos que pacientes em retengdo urinaria utilizando sonda vesical de
demora e, portanto, ndo expostos a elevada presséo vesical, apresentaram
expressao significativamente maior de TGF-B1, HDAC-4 e MEF-2 em
comparacgao aos individuos que apresentavam micgéo espontanea (Figura 3).
Acreditamos que pacientes portadores de HPB que apresentam micgao
espontanea sao expostos a um territério intravesical de alta presséo durante
as micgdes, com consequente ciclos de isquemia-reperfusdo, que culmina
com a supressdao da expressao dos genes TGF-R1, HDAC-4 e MEF-2.
Segundo, identificamos que pacientes portadores de hiperatividade detrusora
apresentaram valores de expressao de TGF-31 e HDAC-4 significativamente
menores em comparacao aos individuos sem hiperatividade detrusora. A
hiperatividade detrusora caracteriza-se pela presengca de contracdes
involuntarias do detrusor na fase de enchimento vesical, o que acarreta
elevacdes da pressao intravesical, com potencial acao sobre a expressao
génica. Terceiro, identificamos correlagdo positiva entre a complacéncia
vesical (CV) e os valores de expressdo de TGF-R1 e HDAC-4 (Tabela 3 e
Figura 5). A CV representa a relagdo entre a alteragdo de volume vesical e a
alteragdo da pressdo detrusora durante o enchimento da bexiga ®. A
diminuicdo da CV caracteriza-se pelo aumento da pressao intravesical a
medida que ocorre o enchimento vesical. Em concordéncia com o que
demonstramos anteriormente, a elevacdo da pressao detrusora durante o

enchimento caracteristica da diminuigdo da complacéncia poderia influenciar
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a expressdo dos genes estudados, suprimindo a expressdo TGF-B1 e
HDAC-4.

A CV esta relacionada a perda das propriedades viscoelasticas e
impede a acomodacéo de volume vesical crescente sob baixa pressdo (29 90-
92). A diminuigdo da CV é considerada um fator progndstico para deterioragéo
do trato urinario superior em pacientes com disfungdo miccional neurogénica
(90,93-95) & ' em homens com HPB submetidos a tratamento cirurgico, associa-
se a pior resultado pos-operatorio %6, Além disso, a hiperatividade detrusora
€ uma disfungdo miccional frequentemente associada a HPB e sabidamente
associada a piores resultados pds operatérios ©7). Nossos achados
demonstram uma associacao entre a presenca de hiperatividade detrusora e
déficit de complacéncia com a supresséo da expressao dos genes TGF-R1 e
HDAC-4. A partir deste achado, postulamos que a supressao da expressao
destes genes possa participar da fisiopatologia da hiperatividade detrusora e
do déficit de complacéncia associados a HPB. Além disso, por serem
reconhecidos fatores associados a piores resultados cirurgicos, a detecgéo
destes fatores progndésticos € de suma importancia para aconselhamento pré-
operatério. Atualmente, a hiperatividade detrusora e o déficit de CV séao
identificados pela avaliagdo urodinamica, um exame invasivo, oneroso e
associado a riscos, incluindo hematuria e infec¢ao do trato urinario. Estudos
prévios investigaram o papel da dosagem de marcadores urinarios como
fatores preditivos de desfecho cirirgico na HPB 8 %)  Nossos dados
fomentam a hipétese de que a supressao dos genes TGF-31 e HDAC-4 possa

servir de marcador de déficit de CV e da presenca de hiperatividade detrusora.



Discusséao 41

Estudos futuros que avaliem técnicas biomoleculares de aquisicdo de
informagdo gendmica minimamente invasiva no sangue e, especialmente, na
urina poderao fornecer informag¢des prognosticas, além de embasar novas
estratégias diagnosticas e terapéuticas.

Recentemente, alguns estudos demonstraram o papel dos miRs na
remodelagdo da MEC de diversos 6rgéos e no desenvolvimento de fibrose por
meio da deposigdo de colageno tecidual (44-58.100.101) Dentre eles, o miR-29 é
considerado um importante regulador da sintese de componentes da MEC ©7:
%8). A regulagdo da MEC pela familia do miR-29 é um exemplo de uma Unica
familia de miR regulando um grupo de genes funcionalmente relacionados.
Fora previamente demonstrado que o miR-29 tem como alvo ao menos 16
genes relacionados a MEC, incluindo diversas isoformas de colageno,
laminina, fibrilina, elastina e outros (%8,

Nos ultimos anos, estudos investigando o papel de diversos miRs, tanto
em situagbes fisiologicas como  patoldégicas tém  aumentado
consideravelmente. Uma busca, utilizando o termo “microRNAs” na base de
dados “Pubmed” revela, no ano 2001, apenas cinco publicagcbes e, no ano
2020, mais de dezenove mil publicagdes. Entretanto, a maioria destes estudos
investiga o papel dos miRs em doengas neoplasicas. Estudos investigando o
papel dos miRs nas disfungdes do trato urinario inferior, incluindo a OIV
associada a HPB, ainda sao escassos.

Em modelos animais de nefropatia e em humanos com fibrose
intersticial renal, foi demonstrada subexpressao do subtipo miR-29¢ 8. E, no

modelo animal, os niveis de expressao de miR-29c¢ foram restaurados apds a
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instituicdo de tratamentos renoprotetivos 8. Alteragdes na expresséo do miR-
29c vém sendo associadas também a supresséo de genes codificadores de
proteinas da MEC e desenvolvimento de doengas degenerativas vasculares.
Um estudo comparou a expressao de diversos miRs em bidpsias de
aneurisma de aorta toracica com segmentos de aorta normal de doadores
cadaveres (192 A expressdo de miR-29c nos segmentos de aorta
aneurismatica foi 0,22x a média da expressao na aorta normal, sugerindo
papel deste miR na fisiopatologia da doenga vascular (12, Em modelos
animais de fibrose cardiaca, o papel do miR-29¢ também foi demonstrado.
Modelos animais de miocardiopatia dilatada demonstraram reducdo da
expressao de miR-29c e técnicas “knockdown” de miR-29 demonstraram
reducdo da supressdo de inumeros genes relacionados a proteinas
constituintes da MEC ®4 103 Em modelo animal de OIV, Ekman et al.
demonstraram subexpressdo do miR-29c 6 semanas apds a realizacdo de
ligadura parcial da uretra de ratos (®). Um estudo realizado em humanos, que
comparou bidpsias vesicais de 18 pacientes portadores de OIV com seis
pacientes normais, demonstrou subexpressdo do miR-29c (199, Nossos
achados, por outro lado, contrariam o demonstrado nos estudos acima. Os
valores de expressdo do miR-29c foram semelhantes no detrusor dos
individuos com HPB e nos controles.

A deposicdo de colageno no detrusor constitui importante etapa da
disfuncao vesical associada a OIV. A maior parte do conhecimento adquirido
neste campo procede de estudos realizados com modelos animais de

obstrucdo, apesar da incontestavel importancia, o valor translacional de seus
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achados para seres humanos pode n&o ser completo (1%, Além da diferenga
organica existente entre modelos animais e seres humanos, os modelos de
OIV estudados séo obtidos pela execugao cirurgica de ligadura parcial da
uretra, que se da abruptamente. Por outro lado, em homens portadores HPB,
0 processo obstrutivo evolui de forma lenta e progressiva no decorrer de anos.
Além disso, em muitos destes estudos, a abordagem da uretra para realizagao
da ligadura parcial se da por via transabdominal, disseccdo do tecido
perivesical e dos 6rgaos pélvicos. O trauma cirurgico pode acarretar disfungéo
neuronal periférica e deformidades vesicais que podem influenciar o processo
de remodelamento vesical (105,

Nosso estudo traz informacgdes relevantes a respeito da expresséo de
genes codificadores de proteinas importantes para o metabolismo das
proteinas da MEC. Estudos envolvendo seres humanos séo raros para alguns
destes genes e até mesmo inexistentes no caso da HDAC-4 e do MEF-2.
Entretanto, a interpretacdo dos achados do presente estudo deve ser feita em
conjungdo com o reconhecimento de suas limitagdes. Inicialmente, nosso
estudo concentrou-se na analise de dados de expressdo génica.
Reconhecemos que a integralidade do conhecimento fisiopatoldgico inclui a
quantificacédo proteica tecidual e a atividade tissular (no caso de enzimas) e
tais parametros devem ser objetos de pesquisas futuras. E importante pontuar
também que os pacientes incluidos neste estudo compreendem uma
populagao especifica de homens portadores de OIV associada a HPB. Sao
individuos com indicagdo de tratamento cirurgico, apresentando prostata

muito volumosa, STUI moderados ou severos, alta prevaléncia de retencao
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urinaria e elevado I0IV. Nossos dados ndo podem, portanto, ser traduzidos a
todos os homens com OIV associada a HPB. Por fim, o grupo controle
estudado foi composto por doadores cadaveres, dos quais nao obtivemos
nenhuma informacgéo a respeito de STUI e do histérico urologico prévio, o que,
eventualmente pode ndo representar a expressao génica em um individuo
normal. E necessario ressaltar a importancia de se obter um grupo controle
para realizagao de estudos com objetivo de se avaliar a expressao génica e a
impossibilidade, por questdes éticas, de se obter uma bidpsia do detrusor de
um individuo saudavel. Entretanto, o grupo escolhido pode ser caracterizado
como um bom controle, por ser composto de individuos jovens e cujas
amostras da bexiga apresentavam aspecto macroscopico normal.

Distrofias musculares sdo caracterizadas pelo incremento da fibrose
muscular e o gatilho para este incremento ainda nao foi completamente
elucidado (1%8), Entretanto, alteragbes na sinalizagdo de TGF-B vém
demonstrando um papel critico na patogénese destas desordens (197: 1) Uma
possivel via determinante de fibrose muscular esquelética vém sendo
preconizada: TGF-B1 suprime miR-29 com consequente atenuagdo da
supressao da HDAC-4, que atua inibindo a miogénese e promovendo a fibrose
pela supressdo do MEF-2 (Figura 1) 7.6 Baseada nesta via promotora de
fibrose muscular esquelética, nds investigamos estes genes em nivel
transcricional, como possiveis determinantes de fibrose muscular detrusora.
Em suma, ndo foi demonstrado indubitavelmente que esta cascata participe
do mecanismo determinante da disfungéo vesical associada a obstrug&o. No

entanto, nossos dados sugerem fortemente que a alta press&o detrusora com
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consequente estiramento vesical mecanico, isquemia e ciclos de isquemia-

reperfusao possam influenciar a expresséo génica no detrusor.



6 CONCLUSOES




Conclusodes 47

6 CONCLUSOES

Evidenciamos a subexpressao de TGF- 31 e HDCA-4 no detrusor de
homens com OIV associada a HPB.
Considerando caracteristicas clinicas e urodinamicas, encontramos
que:
- Retengao urinaria associa-se a superexpressdo de TGF- R1,
HDAC-4 e MEF-2.
- Hiperatividade detrusora e déficit de complacéncia associam-se a

subexpressao de TGF- 31 e HDAC-4.
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Anexo A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLiNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO - HCFMUSP

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA
RESPONSAVEL LEGAL
1. NOME

DOCUMENTO DE IDENTIDADE

SEXOMoFo DATADENASCIMENTO /[

ENDERECO
BAIRRO CIDADE
CEP TELEFONE ()

2. RESPONSAVEL LEGAL

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador, etc...)

DOCUMENTO DE IDENTIDADE
SEXOMoFo DATADENASCIMENTO /[
ENDERECO

BARRO

CEP TELEFONE ( )

DADOS SOBRE A PESQUISA
1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA. Alteragdes celulares e
moleculares da bexiga em resposta a obstrugao infravesical.
2. PESQUISADOR: Cristiano Mendes Gomes
CARGO/FUNCAO: Médico Assistente
INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 69.405
UNIDADE DO HCFMUSP: Instituto Central.
3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO x RISCO MEDIO m
RISCO BAIXO o RISCO MAIOR O
4. DURACAO DA PESQUISA: 3 anos.
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HOSPITAL DAS CLIiNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

1 — Fui convidado para participar desta pesquisa cientifica que ira estudar as
caracteristicas da bexiga que estdo relacionadas aos sintomas causados pelo
aumento da préstata. Esta doenga também & conhecida como aumento benigno da
préstata ou Hiperplasia Prostatica Benigna. Alguns pacientes com este problema
podem apresentar alteragbes da bexiga e em consequéncia disto seus sintomas
podem ser mais intensos e a resposta aos tratamentos pode ser ruim. Atualmente,
nao sao conhecidos os motivos pelos quais a resposta ao tratamento pode variar
entre os pacientes, mas sabemos que estas diferencas estdo relacionadas as
alteragdes do funcionamento da bexiga causadas pelo aumento da préstata. Nesta
pesquisa, vamos estudar as alteragdes da bexiga que ocorrem em resposta ao
aumento da prostata, permitindo compreender melhor a causa dos sintomas urinarios
e os fatores que determinam respostas diferentes ao tratamento.

2 — A cirurgia a que serei submetido, chamada prostatectomia transvesical, consiste
na retirada apenas da porcéo interna da prostata, que esta aumentada, e é realizada
através de um corte na pele, abaixo do umbigo. Fui informado pelo meu médico sobre
as alternativas de tratamento para a minha doenca e escolhemos esta cirurgia como
a melhor alternativa para o meu caso. Assim, participando ou n&do desta pesquisa, a
cirurgia sera a mesma. Se eu concordar em participar deste estudo, um pequeno
pedago da minha bexiga, medindo cerca de 1,5 cm (tamanho de um gréo de feijao),
sera removido durante a cirurgia. Este fragmento da bexiga sera analisado
posteriormente através de técnicas de laboratério. Se eu participar deste estudo
também serei submetido ao exame urodindmico como parte dos exames da minha
avaliagao pré-operatoria (antes da cirurgia). Este € um exame feito pela maioria dos
pacientes com problemas de prostata que serdo submetidos a algum tipo de cirurgia.
E realizado através da passagem de um fino cateter através da uretra até a bexiga e
permite avaliar as caracteristicas do funcionamento da bexiga bem como o grau de
obstrucdo causado pela prostata. Outros exames pré-operatérios como exames de
sangue, urina e ultrassom s&o rotineiramente necessarios e a realizagdo destes
exames independe da minha participacdo ou ndo neste estudo.

3 — Fui informado que os procedimentos de rotina a que irei me submeter, além da
cirurgia acima descrita, incluem a de coleta de sangue através de puncéo venosa
periférica (comumente veias do brago, antebragco ou punho), a realizagdo de
ultrassonografia do aparelho urinario e préstata e o estudo urodinamico.

P
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4 — A retirada do fragmento da bexiga no momento da cirurgia da prostata nao
aumenta em nada a possibilidade de complicacdes e os riscos associados a este tipo
de cirurgia de prostata. Também nao existe aumento da dor ou desconforto pos-
operatorio por conta da retirada do fragmento da bexiga. A retirada do fragmento de
bexiga durante a cirurgia ndo acarreta qualquer risco de desconforto, dor ou
complicagdes para mim. Estes riscos existem, mas sdo proprios da cirurgia a que
serei submetido, tendo sido explicados pelo meu médico. Entre os riscos possiveis
destacam-se aqueles associados com a anestesia, sangramento, dor e dificuldade
para urinar. O exame urodindmico tem um risco baixo de infecg¢éo urinaria (cerca de
3%) e raramente pode causar qualquer outra complicagdo. No evento de uma
infecgao o tratamento com antibidticos simples, por via oral é suficiente para a grande
maioria dos pacientes.

5 — A minha participacao nesta pesquisa pode ndo me trazer beneficios diretamente,
mas podera contribuir com importantes informagdes e no futuro ajudar os médicos a
decidirem qual o melhor tratamento para os pacientes que apresentam as mesmas
alteragbes na préstata e na bexiga que eu apresento.

6 — Eu estou ciente das alternativas de tratamento que existem para a minha doenca
e de que posso até mesmo escolher nao receber nenhum tratamento. Meu médico
me explicou as alternativas de tratamento, as vantagens e desvantagens destes
outros métodos de tratamentos em cada caso e no meu caso especificamente. Fui
também informado claramente de que a cirurgia a que serei submetido sera a mesma
independentemente da minha participacédo ou n&o neste estudo.

7 — Fui informado também de que me sdo assegurados os seguintes direitos e
garantias:

- Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, terei acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal
investigador € o Dr Cristiano Mendes Gomes que pode ser encontrado no enderego
Divisao de Clinica Urolégica do HC-FMUSP — Av Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 255,
70 andar, Sala 710F, CEP 05403-000 Telefone(s) 2661-8080.

- Se eu tiver alguma consideragao ou duvida sobre a ética da pesquisa, posso entrar
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de
Campos, 225 — 5° andar — tel: 2661-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 2661-6442
ramal 26 — E-mail: cappesq@hcnet.usp.br.

- E garantida a minha liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e
deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de meu
tratamento na Instituicao;

P
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- Direito de confidencialidade — Todas as informacdes obtidas serao
analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgados
quaisquer dados de identificacdo de nenhum paciente, como nome, numero
de registro do Hospital das Clinicas ou outros dados de identificagdo pessoal.
- Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas
ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores;

- Auséncia de despesas e compensacgoes: nao existe qualquer custo ou
despesa pessoal para nenhum dos pacientes participantes em qualquer fase
do estudo, incluindo exames e consultas. Também nao receberei
compensagao financeira relacionada a minha participacdo. Se existir
qualquer despesa adicional, ela sera custeada pelo orgamento da pesquisa.
- Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado
somente para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li
ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo "Alteracdes celulares e
moleculares da bexiga em resposta a obstrugao infravesical.”

Eu discuti com o Dr. Cristiano Mendes Gomes sobre a minha decisdo em
participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sao os propdsitos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participagao é isenta de despesas e que tenho garantia
do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter
adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Por este termo, concordo com minha participagcdo no estudo e autorizo a
doagao de tecido (fragmento da bexiga, conforme descrito acima) com a
finalidade cientifica (pesquisa).

Data / /

Assinatura do paciente/representante legal
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Data / /

Assinatura da testemunha

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos
ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participagao neste
estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo

7 7
S omed
A Mendes G
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Anexo B - Aprovagdo pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa

(CONEP)

CONSELHO NACIONAL DE SAUDE
COMISSAO NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA

PARECER DE EMENDA N° 03172015

Registro CONEP 16924 jr.. v deve ser citado sas comesposdincias reberentes & exte srojeto)

Folha de Rosto — 454218 Processo n°® 25000.001836/2013-85
Projeto de Pesquisa Mecanismos celulares e moleculares da disfuncdo vesical
seandmaaobsmgao‘ Termo de Consentmento Livre e Esclarecido (05 — TCLE BN);
Termo de Consentmento Livre & Esclarecido (06 — TCLE HPB).

Documentos da emenda: 05 - TCLE BN MOCOIFICADC-2doc; 05 - TERMO DE
ASSENTIMENTO LE BN MODIFICADO-2.doc; 08 - TCLE HPB MODIFICADO-2 doc;
Carta a CONEP - Seguranga do pacente.doc: Carta a CONEP modificada  Maio
2014.doc.

Pesqunsado:Respmsavel Crstiano Mendes Gomes

Instituig3o: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidiade de S3o
Paulo - DmsaodeChmcaUrdqgca(‘l‘ CENTRO BRASILEIRO)

CEP de origem: CmmssaodeEucaparaAnaisedePtqewsdePesqxsa CAPPesq

éf:;o‘;emnca %ﬂtﬁg&émmﬁ@o Esfrangeira.

Sumario geral do protocolo
Introduc3o/historico do projeto:

PretendemosndurwpaaemesoomPPB(hmuplnprmmm)eSO
paeneﬁescunBengaNeuogencaEsﬁemmemdepacmuspetmuaavdmso
mpaewdepamdncoseuodunwos(mgraudecbsmgaowrolma
hiperatwidade detrusora) em marcadores/mecanismos moleculares diversos. Alem disso,
baseado no ntmo habitual de crurgias realizadas em nossa instituic3o, acreditamos ser
possivel reunir este material dentro de um periodo de 2 ancs, O que consideramos
fundamental para o desenvolvimento do estudo. Conforme indicado em nossa proposta
de estudo, teremos 2 grupos controle. Um eles é o de cadaveres, geralmente de menor
faixa etaria do que os pacientes com HPB. O outro € o de pacientes submetidos a
cistectomia radical, com faixa etaria semelhante 3 dos pacientes com HPB. Pretendemos
nndmr10¢adaver5e20pacaemesswrmdosaasteaanaradcd Assim como
mencionado no item anterior, ontrmhabmaldewuryasreazadasemnossansuumao
permite reunr este material dentro de um periodo de 2 anos.”

Objetivos: “Determinar as bases celulares e moleculares das alteragdes estruturas e
ftmonatsdabexngaemmspostaaobstmgao nfravesical causada pela hipeplasia
pmstabcabengnaepordoengasneudoocasqueacanehemamedulaesprhd
causando bexiga mumgencaDeﬁemmaramsosefahosdaobsﬂu;aomfravescal

sobre os seguintss aspectos da fungdo vesical:

1. Capacdade de amazenamento vesical (parametros urodindmicos de
capacidade e complacéncia vesical, presenca de hipsratvidade detrusora)
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Cont. Parecer de Emenda CONEP n° 031209

2. Contratiidade detrusora (qualidade da  contragdo  detrusora,
presenca  de  residuo miccional)

3. Exptssaodossoformesdemsna(manﬂeulardaconra;aodomlsalolso)
na musculatura Iisa detrusora e sua repercussio sobre a funclo vesical.

4. Expessaodemﬂaspmﬁenaslgadasamr%domiohsododeﬂmm
caldesmon, calponng, tropomicsina, quinase-Rho kinase), cadeias leves de miosina

€ sua repercussao sobre a fungo vesical

5. Produgdo e deposicdo de colageno e elastina na musculatura lisa defrusora e
SUa repercussaoc sobre a contratiidade detrusora, capacidade vesical e complacéncia.

6. Estudar a evolugdo clinica pos-operatoria dos pacientes submetidos a descbstrugdo
infravesical a fim de comelacion3-la com os achados moleculares e determinar aspectos

indicadores de bom ou mau prognostico crurgico.”.

Desenho do estudo:
Avaliaca pre-cpembnaAlemdaavdsat;aodmca wdosospaaenesdeverao (1)
0s questionancs (3) escore intemacional desunumasprostawos e (b) mdlce
de qualidade de vidx realizar fluxometria fvre & exame urodinamico preoperaono
(mhndomesmdommalpmssaoXﬂuo) Todasasdeﬁnges
nosesmdosurodmmeosestaodeawrdocomapadm
lnwnaemdde&nmermDeacadomonammde ospaaentes
serdo classificados quanto 3 severdade da 0 e qualidade da detrusora.
Serdo identificados a partr da analise dgbzlm?astonmaos mapresmtam
hlperawdadedeeﬁldamnfomeapadmmpodaSmedadelmemmdde
Continéncia.

Procedmemocturgneoeobtenqaodeboopsuavescal Aprosmectomatransves-cdsera
realizada de maneira classica e rotneira, por uma equipe cinrgica da Divis3o de Clinica
Urologica do HC.FMUSP. Um fragmento vesical interessando todos os planos da
paededabexngaenndmdoZOxO5cmsetaobbd:deumdasbadasda
mclsao vesical imedatamente antes de se iniciar o fechamento da bexiga. O fragmento
sera subdividido emvarios fragmentos menores para analise:

1. Um fragmento sera |medam\er|hecmgeladoemnm'ogenoﬁmdopaa posterior
analise por dferentes metodos de biologia molecular

2. Fragmento de 10 x 3 mm x espessura vesica, |msoempxammudeldog4% em
PBS) para microscopia de luz, ncluindo os estudos histoquimicos e imunohistoquimicos.

3. Fragmento de 5 mm x espessura vesica, imerso em acido tanico (0.1%, em tamp3o
fosfato) para analises em microscopia eletronica.

Aavdagaopos—operabnaconsasu'anos nesrmsnemdawdagaopre—operamna com

excec3o do exame urodindmico. Devetanckravahagaodncamesbmams(a)escue

internacional desmomas;msmcose(b) |ndoedeqabdadedemdaem vre.

Ospaeoernesmbexbganeuogemcaesbmebdosaanpi vesical n3o serdo

avdnadosaposacturga(paaeﬁeprqetodepesqnsa segundoaronnahdmudda

lnsbnngao);aqueapmmaclugaacareta a mefhoria da capacidade
vesical, complacéncia e hiperatividade detrusora.
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Cont. Parscer de Emends CONEP n° 0312096
Critérios de inclus3o/exdlus3o:
Critério de Inciusdo:

"Serao ncluidos no estudo no total, 50 pacientes portadores de hiperplasia prostatica
bengnaoomndcagaodncade cirurgia aberta (prostatectomia transvesical - PTV) para

Tanbemseraotﬂndosi&ﬂpac»erteswn bexiga neurogeénica
wnndncagaodemmavesacdabatadeawi vesical. Apenas 05 pacientes que
oawdanemrvessamestudoeassnemoTenmdeConsmﬁmtoUwee

Esclarecido serdo incluidos.”
Critério de Exclus30o:

N3o apresentado.
Riscos/Beneficios:

Riscos:

“De acordo com o CEP, recomendou-se que o risco fosse mudado para "baixo” devido 3
biopsia intra-operatoria. ernosanndtﬁca;ao.masgostmannsderessdtamenao
eamtdamscomnsto;aqseamﬁradadepemenofragwmdabudacmrgcada
bexngadmﬁeamdza;aodaaurgadepmstzmwnaomta
nenhum risco adicional a0 procedimento (os riscos existem mas decomem da cirurga, que
naoenndﬁcadaemnadapeloptqeﬁodepesq.lsa) 0 que pode ser atestado por
qualquer urologista afeito 3 técnica cinirgica.”

Complicagies comuns: A maiona das mulheres sente algum desconforto durante a
transfus30. Isso ocorre porque uma agulha é inserida atraves do seu Utero e vocs deve
permanecer deitada na cama sem se mover.

Bensficios’

“A melhor compreens3o dos mecanismos moleculares e celulares da disfung3o vesical
assocadaahperphsapmstaﬁcabmmapoderapennﬂrodsawdvmenﬁodenwas
esmgasteq.aeubcaspzanmaconuaidadedetmm prevenir ou retardar sua

e prever 3 eficiéncia do tratamento cirlrgico quanto a reversbilidade da
contratfidade vesical "

Local de realizag3o

Traa.sedeunprogewmﬁemacomdemmm Além do Brasil, pattopa’ao
seguinte pais: Estados Unidos. O pais de origem do estudo & o Brasi. No Brasi, ser3o 50
participantes. Alemdoeemmemtela.noBrasi participara o seguints centro: Laboratorio
de usa Basica em Urol da Faculdade de Medicna da Unwersidade de S3o
Paulo (53 Paulo, SP, Brasil) 55, sob responsabiidade da Dr*. Katia Ramos Moreira
Lefte, no qual serdo feitos estudos dos mecanismos genéticos envolvidos nas ateracies
da Matrz Extracelular.

Apresentagao do protocolo

Os seguintes documentos foram apresentados no CD-ROM do protocolo em telx
1. Cadastro do Protocolo Cappesq; 2 Plano de Pesquisa; 3. Paises Partcipantes: 4.
FdhadeRcstoOonepSTCLEBN(remndeConsenhmentoLM’eeBdaeadona
Pacientes com Bexiga Neurogénica); 6 . TCLE HPB (Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido Para PacneMescanH’pecphssaPmstauca Benigna). 7. Orgamento: 8. Carta
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Cont. Parecer de Emenda CONEP n° 03120%

LIM (Carta de o0 do LIM - 55); 9. Carta Pensivania (Carta de 30 da
WNWMMM) 10. T daCmPaslwa\a(TladwoCmde
CdabaagaodauwersadadedaPensa ania); 11. CanadeConpranssoPensivmxa
(Carta de Compromisso de dasAnosrasdane:s»dadedaPensivm) 12.
Tradugdo da Carta Pensilvania (Tradugdo da Carta de Compromisso de Utiizag3o das
Amostras da LhwefsndadedaPensulvana): 13. Cronograma; 14. Anemol ldentlﬁcagse
dados(Fld\adelderlm;aodospauemesecolaadedados) ;15 Anexo Il -
(Qmanolmenmomlde&mmsﬁosmms) 16. TenmdeDoagaodeOrgaose
Tecdos: 17. Afrwa;aoAnhenor Carta de Aprow jeto j3a submetido
E(sdalmnbs w Pe’ndenaasm

Sumula Curricular; 21. ApmagaodoComtedeEbcaZ Carta 3 CONEP.

Deacordocomasmemagoesfenasnooﬁuon 22872014 CONEP-CNS-MS, os
novos documentos gerados deveriam tramitar como emenda 30 protocolo de pesquisa.
Foram apresentados os seguintes documentos na emenda: 05 - TCLE BN MODIFICADO-
2.doc: 05 - TERMO DE ASSENTIMENTO LE BN MODIFICADQ-2.doc; 06 - TCLE HFB
MODIFICADO-2.doc; Carta a CONEP - Seguranca do paciente.doc; Carta a CONEP
modficada Maio 2014.doc.

Comentarios / Consideragoes:
N3o foram encontrados dbices éticos na documentag3o apresentada.

Diante do exposto, aCamssoNaaonaldeEt»caemPesqunsa CONEP, de
acocdocanasambmqoesdeﬁmdasnaﬂesolugaoCNSn 466 de 2012, manifesta-

se pela aprovag3o da emenda ao projeto de pesquisa proposto.
Situag3o: Emenda aprovada.
Brasilia, 26 de junho de 2015.

) - i n
"ﬂ m)Ame\\L\.\ m
rrwnux»« DA CONEPUNSS
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Anexo C — Aprovagao pelo Comité de Etica para Analise de Projetos de
Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (Cappesq)

re~ Hospital das Clinicas da FMUSP
A Comissao de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa
IS cAP

N° Protocolo: 0627/11

Titulo: Mecanismos celdares e moleculares da disfungdo vescal secundadria &
obsirugde

Pesquisador Responsdavel: Crstano Mendeas Gomes

Pesquisador Execulante: Cristiano Mandes Gomes

Disciplina: Urclogia

Deportamento: CIRURGIA

A Comissde de Elica para Andlse de Projetos de Pesauvisa -
CAFPasq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas do Faculdade de Madicina
da Universidode de $S&a Paule, APROVOU / TOMOU CIENCIA na sessdo dotada de
20/12/2017, do|s| decumentols) cbaxo meancionadols): ®
«Caorta datoda de 25/10/2017 - SolicRagdo de inclusdo do aluno Carlos Hevigue
Suzuki Belluci como pesquisador execulante do subprojete “Avaliogdo de
mecanismos relaclonados @ fibrose vesical na disfungdo vesical associada @
obstrug@o”, com a finalidade académica de dovterado.

*Corta dotada de 22/11/2017 - Solicitacdo de inclusdo do acluno Gabriel Miguel
de Camargo como pesquisador executante do subprojefo “Anaclise da Expressdo
de Coldgeno, metaloprofeinases e seus inibidores leciduais no misculo detrusor
de pacientes porfadores de bexiga newrogénica”, com a finalidade de iniciagdo
clentifica,

Em conformidade com a Resolugdo CNS n® 466/12 - cabe ao
pesquisodorn: a) desenvolver o projeto conforme delnecdo: b) elaborar e
apresentar relaldrics parcicis e find, ¢)opresentar dades solciiodos pele CEP, a
qualguer momenio: d) manier em arquivo scb suo guorda, por $ ancs da
pesquso, contendo fches individuaos e todeos os demas documentos
recomendados pelo CEP: e) encaminhar os resultados para publicagdo. com os
devidos créditos aos pesauisadores asociodes @ ao pesscal técnice porticiponte
do projeto; ) justificar perante oo CEP interupgdo do projeto ou a ndo
publicagdo dos resultados,

CAPPesq, 20 de Dezembro de 2017

dol) fau

Prof. Dr. Joel Falntuch
Vice - Coordenador
Comissdo de Elica para Andlise de
Projetos de Pesquisa - CAPPesq

Rus O Ovlon Pires 06 Campos, 225 - Frédio Oa AQminisrachdo - 5" andar - CEP Coais-010 - & Paulo - SP
55 11 2661.7536 . 55 11 26611548 - 55 11 20811545 | cappesq Sdm@nG Im use. b
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Anexo D - Escore Internacional de sintomas prostaticos (IPSS)

1. No ultimo més, quantas vezes vocé teve a sensacgdo de nao esvaziar
completamente a bexiga apos terminar de urinar?

0. Nenhuma

1. Menos de 1 vez em cinco
2. Menos 1/2 das vezes

3. Metade das vezes

4. Mais da metade das vezes
5. Quase sempre

2. No ultimo més, quantas vezes vocé teve de urinar novamente em menos
de 2 horas apos ter urinado?

0. Nenhuma

1. Menos de 1 vez em cinco
2. Menos 1/2 das vezes

3. Metade das vezes

4. Mais da metade das vezes
5. Quase sempre

3. No ultimo més, quantas vezes vocé observou que, ao urinar, parou e
recomecgou varias vezes?

0. Nenhuma

1. Menos de 1 vez em cinco
2. Menos 1/2 das vezes

3. Metade das vezes

4. Mais da metade das vezes
5. Quase sempre

4. No ultimo més quantas vezes vocé observou que foi dificil conter a urina?

0. Nenhuma

1. Menos de 1 vez em cinco
2. Menos 1/2 das vezes

3. Metade das vezes

4. Mais da metade das vezes
5. Quase sempre
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5. No ultimo més, quantas vezes vocé observou que o jato urinario estava
fraco?

0. Nenhuma

1. Menos de 1 vez em cinco
2. Menos 1/2 das vezes

3. Metade das vezes

4. Mais da metade das vezes
5. Quase sempre

6. No ultimo més, quantas vezes vocé teve de fazer forca para comecar a
urinar?

0. Nenhuma

1. Menos de 1 vez em cinco
2. Menos 1/2 das vezes

3. Metade das vezes

4. Mais da metade das vezes
5. Quase sempre

7. No ultimo més, quantas vezes, em média vocé teve de se levantar a noite
para urinar?

0. Nenhuma

1. Menos de 1 vez em cinco
2. Menos 1/2 das vezes

3. Metade das vezes

4. Mais da metade das vezes
5. Quase sempre

Qualidade de vida relacionada aos sintomas urinarios:

1. Se vocé tivesse que passar o resto da sua vida com sua condi¢&o urinaria
da forma como esta hoje, como se sentiria?

0. Nenhuma

1. Menos de 1 vez em cinco
2. Menos 1/2 das vezes

3. Metade das vezes

4. Mais da metade das vezes
5. Quase sempre



8 REFERENCIAS




Referéncias 62

8 REFERENCIAS

1. Roehrborn CG. Benign prostatic hyperplasia: an overview. Rev Urol.
2005;7 Suppl 9:S3-S14.

2. Berry SJ, Coffey DS, Walsh PC, Ewing LL. The development of human
benign prostatic hyperplasia with age. J Urol. 1984;132(3):474-9.

3. D'Ancona C, Haylen B, Oelke M, Abranches-Monteiro L, Arnold E,
Goldman H, Hamid R, Homma Y, Marcelissen T, Rademakers K, Schizas A,
Singla A, Soto |, Tse V, de Wachter S, Herschorn S; Standardisation Steering
Committee ICS and the ICS Working Group on Terminology for Male Lower
Urinary Tract & Pelvic Floor Symptoms and Dysfunction. The International
Continence Society (ICS) report on the terminology for adult male lower urinary
tract and pelvic floor symptoms and dysfunction. Neurourol Urodyn.
2019;38(2):433-77.

4. Soler R, Gomes CM, Averbeck MA, Koyama M. The prevalence of lower
urinary tract symptoms (LUTS) in Brazil: Results from the epidemiology of
LUTS (Brazil LUTS) study. Neurourol Urodyn. 2018;37(4):1356-64.

5. Sexton CC, Coyne KS, Kopp ZS, Irwin DE, Milsom |, Aiyer LP, Tubaro
A, Chapple CR, Wein AJ; EpiLUTS Team. The overlap of storage, voiding and
postmicturition symptoms and implications for treatment seeking in the USA,
UK and Sweden: EpiLUTS. BJU Int. 2009;103 Suppl 3:12-23.

6. Madsen FA, Bruskewitz RC. Clinical manifestations of benign prostatic
hyperplasia. Urol Clin North Am. 1995;22(2):291-8.

7. Chapple CR, Roehrborn CG. A shifted paradigm for the further
understanding, evaluation, and treatment of lower urinary tract symptoms in
men: focus on the bladder. Eur Urol. 2006;49(4):651-8.



Referéncias 63

8. Chancellor MB, Blaivas JG, Kaplan SA, Axelrod S. Bladder outlet
obstruction versus impaired detrusor contractility: the role of outflow. J Urol.
1991;145(4):810-2.

9. Tubaro A, La Vecchia C; Uroscreening Study G. The relation of lower
urinary tract symptoms with life-style factors and objective measures of benign
prostatic enlargement and obstruction: an Italian survey. Eur Urol.
2004;45(6):767-72.

10.  Mirone V, Imbimbo C, Longo N, Fusco F. The detrusor muscle: an
innocent victim of bladder outlet obstruction. Eur Urol. 2007;51(1):57-66.

11.  Yang Q, Peters TJ, Donovan JL, Wilt TJ, Abrams P. Transurethral
incision compared with transurethral resection of the prostate for bladder outlet
obstruction: a systematic review and meta-analysis of randomized controlled
trials. J Urol. 2001;165(5):1526-32.

12.  Tubaro A, Carter S, Hind A, Vicentini C, Miano L. A prospective study
of the safety and efficacy of suprapubic transvesical prostatectomy in patients
with benign prostatic hyperplasia. J Urol. 2001;166(1):172-6.

13.  Kuntz RM, Lehrich K. Transurethral holmium laser enucleation versus
transvesical open enucleation for prostate adenoma greater than 100 gm.: a
randomized prospective trial of 120 patients. J Urol. 2002;168(4 Pt 1):1465-9.

14. Soler R, Andersson KE, Chancellor MB, Chapple CR, de Groat WC,
Drake MJ, Gratzke C, Lee R, Cruz F. Future direction in pharmacotherapy for

non-neurogenic male lower urinary tract symptoms. Eur Urol. 2013;64(4):610-
21.

15. Kato K, Wein AJ, Kitada S, Haugaard N, Levin RM. The functional effect
of mild outlet obstruction on the rabbit urinary bladder. J Urol.
1988;140(4):880-4.



Referéncias 64

16. Radzinski C, McGuire EJ, Smith D, Wein AJ, Levin RM, Miller LF,
Elbadawi A. Creation of a feline model of obstructive uropathy. J Urol.
1991;145(4):859-63.

17.  Hakenberg OW, Linne C, Manseck A, Wirth MP. Bladder wall thickness
in normal adults and men with mild lower urinary tract symptoms and benign

prostatic enlargement. Neurourol Urodyn. 2000;19(5):585-93.

18. Inui E, Ochiai A, Naya Y, Ukimura O, Kojima M. Comparative
morphometric study of bladder detrusor between patients with benign prostatic
hyperplasia and controls. J Urol. 1999;161(3):827-30.

19. Kuhn C, 3rd, Boldt J, King TE, Jr., Crouch E, Vartio T, McDonald JA. An
immunohistochemical study of architectural remodeling and connective tissue
synthesis in pulmonary fibrosis. Am Rev Respir Dis. 1989;140(6):1693-703.

20. Chojkier M, Lyche KD, Filip M. Increased production of collagen in vivo
by hepatocytes and nonparenchymal cells in rats with carbon tetrachloride-
induced hepatic fibrosis. Hepatology. 1988;8(4):808-14.

21.  Peten EP, Striker LJ, Carome MA, Elliott SJ, Yang CW, Striker GE. The
contribution of increased collagen synthesis to human glomerulosclerosis: a
quantitative analysis of alpha 2|V collagen mRNA expression by competitive
polymerase chain reaction. J Exp Med. 1992;176(6):1571-6.

22.  Weber KT, Sun Y, Guarda E, Katwa LC, Ratajska A, Cleutjens JP, Zhou
G. Myocardial fibrosis in hypertensive heart disease: an overview of potential

regulatory mechanisms. Eur Heart J. 1995;16 Suppl C:24-8.

23. Remy J, Wegrowski J, Crechet F, Martin M, Daburon F. Long-term
overproduction of collagen in radiation-induced fibrosis. Radiat Res.
1991;125(1):14-9.



Referéncias 65

24.  Wegrowski J, Lafuma C, Lefaix JL, Daburon F, Robert L. Modification
of collagen and noncollagenous proteins in radiation-induced muscular
fibrosis. Exp Mol Pathol. 1988;48(3):273-85.

25. Junqueira LC, Carneiro J. Tecido conjuntivo. In: Junqueira LC, Carneiro

J, editors. Histologia basica. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan; 2004. p. 92.

26. Deveaud CM, Macarak EJ, Kucich U, Ewalt DH, Abrams WR, Howard
PS. Molecular analysis of collagens in bladder fibrosis. J Urol.
1998;160(4):1518-27.

27. Mirone V, Imbimbo C, Sessa G, Palmieri A, Longo N, Granata AM,
Fusco F. Correlation between detrusor collagen content and urinary symptoms
in patients with prostatic obstruction. J Urol. 2004;172(4 Pt 1):1386-9.

28. Rubinstein M, Sampaio FJ, Costa WS. Stereological study of collagen
and elastic system in the detrusor muscle of bladders from controls and
patients with infravesical obstruction. Int Braz J Urol. 2007;33(1):33-9;
discussion 9-41.

29. Bellucci CHS, Ribeiro WO, Hemerly TS, de Bessa J, Jr., Antunes AA,
Leite KRM, Bruschini H, Srougi M, Gomes CM. Increased detrusor collagen is
associated with detrusor overactivity and decreased bladder compliance in
men with benign prostatic obstruction. Prostate Int. 2017;5(2):70-4.



Referéncias 66

30. Banks FC, Knight GE, Calvert RC, Morgan RJ, Burnstock G. Alterations
in purinergic and cholinergic components of contractile responses of isolated
detrusor contraction in a rat model of partial bladder outlet obstruction. BJU
Int. 2006;97(2):372-8.

31. Batts TW, Klausner AP, Jin Z, Meeks MK, Ripley ML, Yang SK, Tuttle
JB, Steers WD, Rembold CM. Increased expression of heat shock protein 20
and decreased contractile stress in obstructed rat bladder. J Urol. 2006;176(4
Pt 1):1679-84.

32. Yang L, He DL, Wang S, Cheng HP, Wang XY. Effect of long-term
partial bladder outlet obstruction on caldesmon isoforms and their correlation
with contractile function. Acta Pharmacol Sin. 2008;29(5):600-5.

33. Gomes CM, Disanto ME, Horan P, Levin RM, Wein AJ, Chacko S.
Improved contractility of obstructed bladders after Tadenan treatment is

associated with reversal of altered myosin isoform expression. J Urol.
2000;163(6):2008-13.

34. Malmqvist U, Arner A, Uvelius B. Cytoskeletal and contractile proteins
in detrusor smooth muscle from bladders with outlet obstruction--a

comparative study in rat and man. Scand J Urol Nephrol. 1991;25(4):261-7.

35.  Mannikarottu AS, Hypolite JA, Zderic SA, Wein AJ, Chacko S, Disanto
ME. Regional alterations in the expression of smooth muscle myosin isoforms
in response to partial bladder outlet obstruction. J Urol. 2005;173(1):302-8.

36. Sjuve R, Haase H, Ekblad E, Malmqvist U, Morano I, Arner A. Increased
expression of non-muscle myosin heavy chain-B in connective tissue cells of
hypertrophic rat urinary bladder. Cell Tissue Res. 2001;304(2):271-8.

37. Zhang EY, Stein R, Chang S, Zheng Y, Zderic SA, Wein AJ, Chacko S.

Smooth muscle hypertrophy following partial bladder outlet obstruction is



Referéncias 67

associated with overexpression of non-muscle caldesmon. Am J Pathol.
2004;164(2):601-12.

38. Park JM, Borer JG, Freeman MR, Peters CA. Stretch activates heparin-
binding EGF-like growth factor expression in bladder smooth muscle cells. Am
J Physiol. 1998;275(5):C1247-54.

39. BarbosaJ, Reis ST, Nunes M, Ferreira YA, Leite KR, Nahas WC, Srougi
M, Antunes AA. The obstructed bladder: expression of collagen, matrix
metalloproteinases, muscarinic receptors, and angiogenic and neurotrophic
factors in patients with benign prostatic hyperplasia. Urology. 2017;106:167-
72.

40. Lijnen PJ, Petrov VV, Fagard RH. Induction of cardiac fibrosis by
transforming growth factor-beta(1). Mol Genet Metab. 2000;71(1-2):418-35.

41. Stahl PJ, Felsen D. Transforming growth factor-beta, basement
membrane, and epithelial-mesenchymal transdifferentiation: implications for
fibrosis in kidney disease. Am J Pathol. 2001;159(4):1187-92.

42. Massague J. The transforming growth factor-beta family. Annu Rev Cell
Biol. 1990;6:597-641.

43. Prud'’homme GJ. Pathobiology of transforming growth factor beta in
cancer, fibrosis and immunologic disease, and therapeutic considerations. Lab
Invest. 2007;87(11):1077-91.

44. Roberts AB, Heine Ul, Flanders KC, Sporn MB. Transforming growth
factor-beta. Major role in regulation of extracellular matrix. Ann N Y Acad Sci.
1990;580:225-32.

45. Rossi P, Karsenty G, Roberts AB, Roche NS, Sporn MB, de
Crombrugghe B. A nuclear factor 1 binding site mediates the transcriptional



Referéncias 68

activation of a type | collagen promoter by transforming growth factor-beta.
Cell. 1988;52(3):405-14.

46. Howard PS, Kucich U, Coplen DE, He Y. Transforming growth factor-
beta1-induced hypertrophy and matrix expression in human bladder smooth
muscle cells. Urology. 2005;66(6):1349-53.

47. ChulKim J, Il Seo S, Hyun Park Y, Kon Hwang TA. Changes in detrusor
and urinary growth factors according to detrusor function after partial bladder
outlet obstruction in the rat. Urology. 2001;57(2):371-5.

48. Buttyan R JB, Blaivas JH, Levin RM. Early molecular response to rabbit
bladder outlet obstruction. Neurourol Urodyn. 1992;11:225-38.

49. Santarosa R, Colombel MC, Kaplan S, Monson F, Levin RM, Buttyan
R. Hyperplasia and apoptosis. Opposing cellular processes that regulate the
response of the rabbit bladder to transient outlet obstruction. Lab Invest.
1994;70(4):503-10.

50. Sun Q, Zhang Y, Yang G, Chen X, Zhang Y, Cao G, Wang J, Sun Y,
Zhang P, Fan M, Shao N, Yang X. Transforming growth factor-beta-regulated
miR-24 promotes skeletal muscle differentiation. Nucleic Acids Res.
2008;36(8):2690-9.

51. Kato M, Zhang J, Wang M, Lanting L, Yuan H, Rossi JJ, Natarajan R.
MicroRNA-192 in diabetic kidney glomeruli and its function in TGF-beta-
induced collagen expression via inhibition of E-box repressors. Proc Natl Acad
Sci U S A. 2007;104(9):3432-7.

52. Lee RC, Feinbaum RL, Ambros V. The C. elegans heterochronic gene
lin-4 encodes small RNAs with antisense complementarity to lin-14. Cell.
1993;75(5):843-54.



Referéncias 69

53. Bushati N, Cohen SM. microRNA functions. Annu Rev Cell Dev Biol.
2007;23:175-205.

54. ShanH, Zhang Y, LuY, Zhang Y, Pan Z, Cai B, Wang N, Li X, Feng T,
Hong Y, Yang B. Downregulation of miR-133 and miR-590 contributes to
nicotine-induced atrial remodelling in canines. Cardiovasc Res.
2009;83(3):465-72.

55. Wang B, Koh P, Winbanks C, Coughlan MT, McClelland A, Watson A,
Jandeleit-Dahm K, Burns WC, Thomas MC, Cooper ME, Kantharidis P. miR-
200a Prevents renal fibrogenesis through repression of TGF-beta2
expression. Diabetes. 2011;60(1):280-7.

56. Liu G, Friggeri A, Yang Y, Milosevic J, Ding Q, Thannickal VJ, Kaminski
N, Abraham E. miR-21 mediates fibrogenic activation of pulmonary fibroblasts
and lung fibrosis. J Exp Med. 2010;207(8):1589-97.

57. Peng WJ, Tao JH, Mei B, Chen B, Li BZ, Yang GJ, Zhang Q, Yao H,
Wang BX, He Q, Wang J. MicroRNA-29: a potential therapeutic target for
systemic sclerosis. Expert Opin Ther Targets. 2012;16(9):875-9.

58. Kriegel AJ, Liu Y, Fang Y, Ding X, Liang M. The miR-29 family:
genomics, cell biology, and relevance to renal and cardiovascular injury.
Physiol Genomics. 2012;44(4):237-44.

59. van Rooij E, Sutherland LB, Thatcher JE, DiMaio JM, Naseem RH,
Marshall WS, Hill JA, Olson EN. Dysregulation of microRNAs after myocardial
infarction reveals a role of miR-29 in cardiac fibrosis. Proc Natl Acad Sci U S
A. 2008;105(35):13027-32.

60. Cushing L, Kuang PP, Qian J, Shao F, Wu J, Little F, Thannickal VJ,
Cardoso WV, Lu J. miR-29 is a major regulator of genes associated with
pulmonary fibrosis. Am J Respir Cell Mol Biol. 2011;45(2):287-94.



Referéncias 70

61. Wang B, Komers R, Carew R, Winbanks CE, Xu B, Herman-Edelstein
M, Koh P, Thomas M, Jandeleit-Dahm K, Gregorevic P, Cooper ME,
Kantharidis P. Suppression of microRNA-29 expression by TGF-beta1
promotes collagen expression and renal fibrosis. J Am Soc Nephrol.
2012;23(2):252-65.

62. Roderburg C, Urban GW, Bettermann K, Vucur M, Zimmermann H,
Schmidt S, Janssen J, Koppe C, Knolle P, Castoldi M, Tacke F, Trautwein C,
Luedde T. Micro-RNA profiling reveals a role for miR-29 in human and murine
liver fibrosis. Hepatology. 2011;53(1):209-18.

63. Ogawa T, lizuka M, Sekiya Y, Yoshizato K, lkeda K, Kawada N.
Suppression of type | collagen production by microRNA-29b in cultured human
stellate cells. Biochem Biophys Res Commun. 2010;391(1):316-21.

64. van Rooij E, Sutherland LB, Liu N, Williams AH, McAnally J, Gerard RD,
Richardson JA, Olson EN. A signature pattern of stress-responsive
microRNAs that can evoke cardiac hypertrophy and heart failure. Proc Natl
Acad Sci U S A. 2006;103(48):18255-60.

65. Gheinani AH, Kock I, Vasquez E, Baumgartner U, Bigger-Allen A, Sack
BS, Burkhard FC, Adam RM, Monastyrskaya K. Concordant miRNA and
MRNA expression profiles in humans and mice with bladder outlet obstruction.
Am J Clin Exp Urol. 2018;6(6):219-33.

66. Ekman M, Bhattachariya A, Dahan D, Uvelius B, Albinsson S, Sward K.
Mir-29 repression in bladder outlet obstruction contributes to matrix remodeling
and altered stiffness. PLoS One. 2013;8(12):e82308.

67. Zhoul,WanglL, LulL, Jiang P, Sun H, Wang H. Inhibition of miR-29 by
TGF-beta-Smad3  signaling through dual mechanisms promotes
transdifferentiation of mouse myoblasts into myofibroblasts. PLoS One.
2012;7(3):e33766.



Referéncias 71

68. Winbanks CE, Wang B, Beyer C, Koh P, White L, Kantharidis P,
Gregorevic P. TGF-beta regulates miR-206 and miR-29 to control myogenic
differentiation  through  regulation of HDAC4. J Biol Chem.
2011;286(16):13805-14.

69. Vaissiere T, Sawan C, Herceg Z. Epigenetic interplay between histone
modifications and DNA methylation in gene silencing. Mutat Res. 2008;659(1-
2):40-8.

70. Black BL, Olson EN. Transcriptional control of muscle development by
myocyte enhancer factor-2 (MEF2) proteins. Annu Rev Cell Dev Biol.
1998;14:167-96.

71.  Glenisson W, Castronovo V, Waltregny D. Histone deacetylase 4 is
required for TGFbetal-induced myofibroblastic differentiation. Biochim
Biophys Acta. 2007;1773(10):1572-82.

72. Wang L, Zhou L, Jiang P, Lu L, Chen X, Lan H, Guttridge DC, Sun H,
Wang H. Loss of miR-29 in myoblasts contributes to dystrophic muscle
pathogenesis. Mol Ther. 2012;20(6):1222-33.

73. Barry MJ, Fowler FJ, Jr., O'Leary MP, Bruskewitz RC, Holtgrewe HL,
Mebust WK, Cockett AT. The American Urological Association symptom index
for benign prostatic hyperplasia. The Measurement Committee of the
American Urological Association. J Urol. 1992;148(5):1549-57; discussion 64.

74.  Berger M. LJP, Silva Neto B., Koff WJ. Validag&o estatistica do escore
internacional de sintomas prostaticos (I-PSS) na lingua portuguesa J Bras
Urol. 1999;25(2):225-34.

75.  Abrams P. Bladder outlet obstruction index, bladder contractility index
and bladder voiding efficiency: three simple indices to define bladder voiding
function. BJU Int. 1999;84(1):14-5.



Referéncias 72

76. Hodges CV, Barry JM. Suprapubic and retropubic prostatectomy for
prostatic hyperlasia. Urol Clin North Am. 1975;2(1):49-67.

77. Collado A, Batista E, Gelabert-Mas A, Corominas JM, Arano P,
Villavicencio H. Detrusor quantitative morphometry in obstructed males and
controls. J Urol. 2006;176(6 Pt 1):2722-8.

78. Kim JC, Yoon JY, Seo SI, Hwang TK, Park YH. Effects of partial bladder
outlet obstruction and its relief on types | and Ill collagen and detrusor
contractility in the rat. Neurourol Urodyn. 2000;19(1):29-42.

79. Bonnans C, Chou J, Werb Z. Remodelling the extracellular matrix in
development and disease. Nat Rev Mol Cell Biol. 2014;15(12):786-801.

80. Peters CA, Freeman MR, Fernandez CA, Shepard J, Wiederschain DG,
Moses MA. Dysregulated proteolytic balance as the basis of excess
extracellular matrix in fibrotic disease. Am J Physiol. 1997;272(6 Pt 2):R1960-
5.

81.  Backhaus BO, Kaefer M, Haberstroh KM, Hile K, Nagatomi J, Rink RC,
Cain MP, Casale A, Bizios R. Alterations in the molecular determinants of
bladder compliance at hydrostatic pressures less than 40 cm. H20. J Urol.
2002;168(6):2600-4.

82. Nagase H, Woessner JF, Jr. Matrix metalloproteinases. J Biol Chem.
1999;274(31):21491-4.

83. Chen MW, Krasnapolsky L, Levin RM, Buttyan R. An early molecular
response induced by acute overdistension of the rabbit urinary bladder. Mol
Cell Biochem. 1994;132(1):39-44.

84. Lawson RK. Role of growth factors in benign prostatic hyperplasia. Eur
Urol. 1997;32 Suppl 1:22-7.



Referéncias 73

85. Metcalfe PD, Wang J, Jiao H, Huang Y, Hori K, Moore RB, Tredget EE.
Bladder outlet obstruction: progression from inflammation to fibrosis. BJU Int.
2010;106(11):1686-94.

86. Joanna F, van Grunsven LA, Mathieu V, Sarah S, Sarah D, Karin V,
Tamara V, Vera R. Histone deacetylase inhibition and the regulation of cell
growth with particular reference to liver pathobiology. J Cell Mol Med.
2009;13(9B):2990-3005.

87. Baskin L, Howard PS, Macarak E. Effect of physical forces on bladder
smooth muscle and urothelium. J Urol. 1993;150(2 Pt 2):601-7.

88. Ghafar MA, Shabsigh A, Chichester P, Anastasiadis AG, Borow A,
Levin RM, Buttyan R. Effects of chronic partial outlet obstruction on blood flow
and oxygenation of the rat bladder. J Urol. 2002;167(3):1508-12.

89. Azadzoi KM, Yalla SV, Siroky MB. Oxidative stress and
neurodegeneration in the ischemic overactive bladder. J Urol.
2007;178(2):710-5.

90. Chartier-Kastler E, Ayoub N, Even-Schneider A, Richard F, Soler JM,
Denys P. [Neurogenic bladder: pathophysiology of the disorder of compliance].
Prog Urol. 2004;14(4):472-8.

91. Madersbacher S, Pycha A, Klingler CH, Mian C, Djavan B, Stulnig T,
Marberger M. Interrelationships of bladder compliance with age, detrusor
instability, and obstruction in elderly men with lower urinary tract symptoms.
Neurourol Urodyn. 1999;18(1):3-15.

92.  Shapiro E, Becich MJ, Perlman E, Lepor H. Bladder wall abnormalities
in myelodysplastic bladders: a computer assisted morphometric analysis. J
Urol. 1991;145(5):1024-9.



Referéncias 74

93. Ghoniem GM, Roach MB, Lewis VH, Harmon EP. The value of leak
pressure and bladder compliance in the urodynamic evaluation of
meningomyelocele patients. J Urol. 1990;144(6):1440-2.

94. Kaufman AM, Ritchey ML, Roberts AC, Rudy DC, McGuire EJ.
Decreased bladder compliance in patients with myelomeningocele treated with
radiological observation. J Urol. 1996;156(6):2031-3.

95. Yokoyama O, Hasegawa T, Ishiura Y, Ohkawa M, Sugiyama Y, |zumida
S. Morphological and functional factors predicting bladder deterioration after
spinal cord injury. J Urol. 1996;155(1):271-4.

96. Ameda K, Koyanagi T, Nantani M, Taniguchi K, Matsuno T. The
relevance of preoperative cystometrography in patients with benign prostatic
hyperplasia: correlating the findings with clinical features and outcome after
prostatectomy. J Urol. 1994;152(2 Pt 1):443-7.

97. de Nunzio C, Franco G, Rocchegiani A, lori F, Leonardo C, Laurenti C.
The evolution of detrusor overactivity after watchful waiting, medical therapy
and surgery in patients with bladder outlet obstruction. J Urol.
2003;169(2):535-9.



Referéncias 75

98. de Conti PS, Barbosa J, Reis ST, Viana NI, Gomes CM, Borges L,
Nunes M, Nahas WC, Srougi M, Antunes AA. Urinary biomarkers of
inflammation and tissue remodeling may predict bladder dysfunction in
patients with benign prostatic hyperplasia. Int Urol Nephrol. 2020;52(11):2051-
7.

99. Hu H, Zhang W, Liu X, Wang H, Fang Z, Liang C, Wang T, Xu K. Nerve
growth factor levels are associated with overactive bladder symptoms and
long-term treatment outcome after transurethral resection of the prostate in

patients with benign prostatic hyperplasia. J Urol. 2018;200(3):620-5.

100. Thum T, Gross C, Fiedler J, Fischer T, Kissler S, Bussen M, Galuppo
P, Just S, Rottbauer W, Frantz S, Castoldi M, Soutschek J, Koteliansky V,
Rosenwald A, Basson MA, Licht JD, Pena JT, Rouhanifard SH, Muckenthaler
MU, Tuschl T, Martin GR, Bauersachs J, Engelhardt S. MicroRNA-21
contributes to myocardial disease by stimulating MAP kinase signalling in
fibroblasts. Nature. 2008;456(7224):980-4.

101. Zhong X, Chung AC, Chen HY, Meng XM, Lan HY. Smad3-mediated
upregulation of miR-21 promotes renal fibrosis. J Am Soc Nephrol.
2011;22(9):1668-81.

102. Liao M, Zou S, Weng J, Hou L, Yang L, Zhao Z, Bao J, Jing Z. A
microRNA profile comparison between thoracic aortic dissection and normal
thoracic aorta indicates the potential role of microRNAs in contributing to
thoracic aortic dissection pathogenesis. J Vasc Surg. 2011;53(5):1341-9 e3.

103. Ye Y, Hu Z, Lin Y, Zhang C, Perez-Polo JR. Downregulation of
microRNA-29 by antisense inhibitors and a PPAR-gamma agonist protects
against myocardial ischaemia-reperfusion injury. Cardiovasc Res.
2010;87(3):535-44.



Referéncias 76

104. Gheinani AH, Kiss B, Moltzahn F, Keller I, Bruggmann R, Rehrauer H,
Fournier CA, Burkhard FC, Monastyrskaya K. Characterization of miRNA-
regulated networks, hubs of signaling, and biomarkers in obstruction-induced
bladder dysfunction. JCI Insight. 2017;2(2):e89560.

105. Kitta T, Kanno Y, Chiba H, Higuchi M, Ouchi M, Togo M, Moriya K,
Shinohara N. Benefits and limitations of animal models in partial bladder outlet
obstruction for translational research. Int J Urol. 2018;25(1):36-44.

106. MacDonald EM, Cohn RD. TGFbeta signaling: its role in fibrosis
formation and myopathies. Curr Opin Rheumatol. 2012;24(6):628-34.

107. Serrano AL, Mann CJ, Vidal B, Ardite E, Perdiguero E, Munoz-Canoves
P. Cellular and molecular mechanisms regulating fibrosis in skeletal muscle
repair and disease. Curr Top Dev Biol. 2011;96:167-201.

108. Chen YW, Nagaraju K, Bakay M, Mcintyre O, Rawat R, Shi R, Hoffman
EP. Early onset of inflammation and later involvement of TGFbeta in Duchenne
muscular dystrophy. Neurology. 2005;65(6):826-34.



