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RESUMO

Ogieivos. Caracterizar e quantificar os subtipos de glicosaminoglicanos sulfatados (GAGs) existentes no tecido peri-uretral
de pacientes com e sem prolapso genital.

MeTopos. Foram incluidas 35 pacientes que se submeteram a cirurgia vaginal para corre¢do de distopias genitais elou
incontinéncia urindria de esforco ou por outra condico benigna. As pacientes foram avaliadas por anamnese padronizada,
exame fisico e urodinamico e agrupadas sequndo a existéncia do prolapso genital. Durante o procedimento cirdrgico,
amostras de aproximadamente 1,0 x 1,0 cm do tecido periuretral foram retiradas para avaliagdo. Os GAGs foram extraidos
do tecido por protedlise e precipitagdo por Acido tricloroacético e caracterizados por eletroforese em gel de agarose. A
quantificaco foi feita por meio de densitometria a 525 nm do gel corado com azul de toluidina. Compararam-se os dados
pela analise de variancia (ANOVA).

Resuttapos. Nos grupos estudados, houve maior predominio de dermatam sulfato (DS), em torno de 85% do total de
GAGs, seguido do condroitim sulfato (CS) e do heparam sulfato (HS). Observou-se aumento significativo dos GAGs totais,
do DS e do HS em mulheres com prolapso genital. Nao se observou diferenca significante com relago ao CS.
Conctusho. Este estudo demonstrou diferengas na matriz extracelular do tecido periuretral com aumento de GAGS totais,
DS e HS nas mulheres com prolapso genital.
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INTRODUCAO

Prolapso genital é enfermidade responsavel por 400 mil procedi-
mentos cir(rgicos anualmente nos Estados Unidos. Os defeitos da
parede vaginal anterior estdo entre os mais os mais freqiientes, sendo
realizadas aproximadamente 150 mil cirurgias por ano *2 Resulta do
deslocamento das visceras pélvicas no sentido caudal, em dire¢éo ao
hiato genital decorrente do desequilibrio entre as forcas encarregadas
de manter os 6rgdos pélvicos em sua posi¢do normal, e aquelas que
tendem a expeli-los para fora da pelve. Dentre as diversas teorias,
sabe-se que a fisiopatologia do prolapso genital envolve fundamental-
mente defeitos nos tecidos de suporte. Esta frouxiddo poderia ser
causada por defeito intrinseco dos tecidos constituintes das estruturas
de suporte, como ligamentos, fascias e masculos®*,

A'integridade das estruturas de sustentacao depende da composi-
¢&o e arranjo do tecido conjuntivo. Desta forma, 0 espago extracelular,
freqlientemente preenchido por componentes fibroconjuntivos deno-
minados de matriz extracelular, é de importancia fundamental para a
fungdo dos tecidos. A matriz extracelular é constituida, em proporgdes
varidveis, por colageno, fibras elasticas, proteoglicanos,
glicosaminoglicanos e elementos celulares, que se organizam
formando uma rede, em parte responsavel pela grande diversidade
morfoldgica e funcional®.
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UniTermos. Prolapso uterino. Glicosaminoglicanas. Bioquimica. Matriz celular.

0s miltiplos componentes da matriz dividem-se em dois tipos: 1)
moléculas protéicas alongadas que se unem formando estruturas
fibrilares, como o colageno e a elastina; 2) estruturas ndo fibrilares que
podem ter dois subtipos, a saber: a) glicoproteinas alongadas como a
fibronectina e a laminina; b) glicosaminoglicanos e proteoglicanos. O
colageno e a elastina sdo responsaveis pelo arcabouco estrutural e
elastico. Ja, os glicosaminoglicanos e os proteoglicanos formam gel
hidrdfilo, semifluido que permite a circulacdo de nutrientes, horménios
e outros mensageiros quimicos’.

0Os glicosaminoglicanos séo heteropolissacarideos que tém como
estrutura basica unidades alternadas de hexosamina e aglcar ndo-
nitrogenado unidas por ligagbes glicosidicas. Estas cadeias
polissacaridicas foram denominadas de mucopolissacarideos pela pre-
senca em secreces viscosas. Atualmente, sdo referidos como
glicosaminoglicanos, estando presentes em todas as células animais
com diferencas estruturais dependendo do tecido ou do organismo de
origemés,

Os principais glicosaminoglicanos s&o: condroitim 4 e 6 sulfa-
to (CS), dermatam sulfato (DS), heparan sulfato (HS), heparina
(HEP), queratam sulfato (QS) e acido hialurdnico (AH). Estes
compostos diferem entre si quanto ao tipo de hexosamina e
aclcar ndo aminado, quanto ao grau e posicdo de sulfatacdo, bem
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como quanto ao tipo de ligagdo glicosidica inter e
intradissacaridica. Com excecdo do acido hialurdnico, todos os
glicosaminoglicanos estdo ligados covalentemente a esqueleto
protéico, formando assim os proteoglicanost®. Estdo envolvidos
em multiplas funcdes bioldgicas como adesdo, migragao e proli-
feracdo celular, secrecdo de proteinas e expressao génica. De
forma geral, os GAGS contribuem para a estrutura e as proprie-
dades de permeabilidade do tecido conjuntivo, bem como guia
para enzimas e fatores de crescimento tanto na matriz quanto na
superficie das células®:,

Fato que ultimamente tem despertado interesse € a relacdo entre
a matriz extracelular e diversas enfermidades. Assim sendo, alteragdes
intrinsecas do tecido de sustentagdo poderiam levar ao seu enfraque-
cimento, podendo modificar-se na dependéncia do estado hormonal e
enfermidades contribuindo para as manifestagdes clinicas do prolapso
genital. A despeito disto, 0 conhecimento da ultra-estrutura do tecido
conjuntivo do trato génito-urinario e como as suas alteragdes podem
contribuir para a génese de enfermidades é bastante limitado.

Propusemo-nos, neste estudo, a identificar e caracterizar 0s
glicosaminoglicanos sulfatados no tecido periuretral de pacientes com
e sem prolapso genital.

METoDpos

0 estudo foi realizado no Setor de Uroginecologia e Cirurgia
Vaginal do Departamento de Ginecologia e na Disciplina de Biologia
Molecular do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal
de S30 Paulo - Escola Paulista de Medicina (UNIFESP - EPM). O
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa e as pacientes
esclarecidas e assinaram termo de consentimento.

Foram selecionadas 35 mulheres na pré e pos-menopausa, entre
30 e 79 anos de idade, com e sem prolapso genital, que se submeteram
a cirurgia vaginal para corrego desta enfermidade e/ou para corre¢éo
da incontinéncia urinaria de esforco.

Né&o foram incluidas pacientes que fizeram uso de medicagdo
contendo estrogénio, progestogénio ou androgénio no periodo de
12 meses anteriores a avaliacdo; as com obesidade mdrbida (IMC >
40 Kg/m?), enfermidades sistémicas graves, néo controladas e que
podem alterar 0s componentes da matriz extracelular, como: doenca
renal ou hepatica cronica, doengas do colageno, doencas
reumatoldgicas e as pacientes com infeccdo génito-urinaria ndo
tratada ou com lesdes vulvovaginais.

A anamnese consistiu em questionario padrdo, no qual se
pesquisou sobre sintomas uroginecoldgicos. O diagndstico das
distopias genitais baseou-se na identificacdo da procidéncia das paredes
vaginais e do colo uterino. O prolapso genital foi definido ao exame
fisico e dividido em estagios usando-se a padronizacdo da Sociedade
Internacional de Continéncia'2. Pacientes no estadio clinico 0-I foram
definidas como sem prolapso e aquelas entre os estadios II-1V definidas
com tendo prolapso genital.

Durante o procedimento cirdrgico, retiraram-se fragmentos com
aproximadamente 1,0 x 1,0 cm de di@metro do tecido periuretral para
caracterizagdo e quantificacdo dos componentes da matriz extracelular.
Padronizou-se a retirada do tecido periuretral na regido mediana,
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abaixo do meato uretral externo, a aproximadamente 1,5 cm dele. Os
fragmentos foram lavados em solugdo de PBS (phosphate buffered
saline) para retirada do excesso de sangue. A seguir, foram fixados em
solucdo de formol purificado (2,5% glutaraldeido em 0,1mmolL
cacodilato tamponado em pH 7,3) e resfriados a 4° C.

Extragdo dos glicosaminoglicanos

A técnica para a extragdo dos glicosaminoglicanos foi descrita
por Nader . Em resumo, os tecidos foram lavados em PBS para
retirada do excesso de glutaraldeido e picotados em acetona. Os
fragmentos obtidos foram desidratados e mantidos por 24 horas a
4°C. Obteve-se 0 pd cetdnico que foi pesado individualmente. A
extracdo foi realizada em cada tecido separadamente. O pd seco foi
submetido a protedlise por maxatase 3 mg/mL em tampdo fostato/
cisteina/EDTA a 50°C, pH 6,5. Ao volume restante foi adicionado
NaCl para a concentracdo final de 1M. Peptideos de acidos
nucléicos foram precipitados com acido tricloroacético 90%, con-
centragdo final de 10% em banho de gelo. Apés a precipitacdo, 0
material foi centrifugado por 20 minutos e coletado o
sobrenadante. Ao sobrenadante foram adicionados dois volumes
de metanol para a precipitado dos GAGS. A precipitacéo foi a -
20°C (18-24h). O material foi centrifugado e o precipitado que
continha 0s GAGs foi ressuspenso em tampdo acetato de sddio
0,05M, MgCl, 0,02M em pH 5,0 contendo desoxirribonuclease |
para degradagéo do DNA (18h a 30°C). As amostras foram secas e
ressuspensas em agua correspondente a 0,1 ml para cada 100 mg
de p6 cetdnico de tecido seco.

Os compostos foram aplicados em [&minas de gel de agarose
(0,55%), com espessura de 0,2 cm em tampéo 1,3-diaminopropano
acetato (PDA) 0,05M, pH 9,0. A corrida eletroforética foi efetuada em
caixa refrigerada a 4°C, com diferenca de potencial elétrico de 200 mV,
durante cerca de uma hora ou até obter a migracdo apropriada,
indicada pelo corante vermelho de cresol.

Apbs a corrida eletroforética, os glicosaminoglicanos foram preci-
pitados no gel com cetavlon (brometo de cetiltrimetilamonia) a 0,1%,
por um periodo minimo de duas horas. Apds secagem sob calor e
ventilago, o gel foi corado com solugéo de azul de toluidinaa 0,1% em
acido acético a 1% e etanol a 50%.

Identificaram-se os glicosaminoglicanos comparando-se a migragao
eletroforética das amostras com a de padrdes conhecidos e purificados.
Estes mesmos padrdes foram usados para a determinagdo quantitativa
dos compostos, por meio de densitometria a 525 nm.

Teste estatistico

Para analisar as variaveis idade, paridade e indice de massa
corpérea, aplicamos o teste de anlise de varidncia (ANOVA) com o
propésito de verificar a homogeneidade entre os grupos. Para as
varidveis presenca de incontinéncia urindria de esforgo e estado
hormonal, aplicamos o teste de qui quadrado de independéncia.

Empregou-se a analise de variancia (ANOVA), entre 0s grupos,
com o intuito de verificar a iqualdade das médias de glicosaminoglicanos
sulfatados no tecido periuretral. O nivel de rejei¢do da hipotese de
nulidade foi fixado em 0,05 ou 5% (a £ 0,05).
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ResuLTADOS

No total foram operadas 35 pacientes, sendo 15 no grupo sem
prolapso (estadios clinicos O e I) e 20 no grupo com prolapso (estadios
clinicos II, 1l e 1V). Os grupos foram homogéneos com relagdo a idade,
ao indice de massa corpérea, a presenca de incontinéncia urinaria de
esforgo e ao estado hormonal (Tabela 1).

0's glicosaminaglicanos sulfatados encontrados na analise do tecido
periuretral de pacientes com e sem prolapso genital foram os seguintes:
condroitin sulfato, dermatan sulfato e heparan sulfato.

Identificamos aumento do contelido médio de GAGs totais,
condroitin sulfato, dermatan sulfato e de heparan sulfato em pacientes
com prolapso genital. Estes valores foram significantemente maiores no
grupo com prolapso com relagdo ao grupo sem prolapso para GAGS
totais, dermatan sulfato e heparan sulfato (Tabela 2). N&o observamos
diferencas significantes para o condrotin sulfato nos grupos estudados
(Tabela 2). Em todos os grupos estudados houve predominio do
dermatam sulfato, em torno de 85% de todos 0s GAGS, sequido do
condroitin sulfato e heparan sulfato (Figura 1).

DiscussAo

Sabe-se que o tecido conjuntivo tem participacdo na génese do
prolapso genital e incontinéncia urinaria de esforgo, sendo que diferen-
¢as quantitativas e qualitativas no colageno dos aparelhos de suspenséo
e de sustentacdo ja foram descritas. O corre a formagdo de fibras menos
elasticas que suportam menos tensdo e estiramento 8, Contudo, a
real importancia dos demais constituintes da matriz extracelular ainda
esta por ser esclarecida.

Falconer et al.** encontraram maior concentracdo de colageno
total e maior didmetro das fibras no tecido conjuntivo periuretral em
pacientes incontinentes na menacme. O bservaram ainda aumento na
quantidade de colageno tipo | e Il e na quantidade de ligages cruzadas,
bem como redugdo na relagdo entre proteoglicanos e colageno.
Notaram, em pacientes na pés-menopausa, maior resposta a reposi¢ao
estrogénica, com aumento na relagdo proteoglicanos/colageno nos
tecidos de mulheres continentes®.

Fitzgerald et al*®, avaliando bidpsias uretrais, observaram que 0
didmetro das fibras de colageno néo variou em face da incontinéncia
urinaria de esforco e prolapso genital, nem com a idade, raca ou do
estado hormonal. Demonstraram, contudo, alteracfes morfoldgicas
nestas fibras e no restante da matriz extracelular em nove das 15
pacientes estudadas.

Estudos que avaliaram os glicosaminoglicanos no trato genital
referem-se, principalmente, & sua possivel associagdo com a cistite
intersticial®®, enurese noturna e/ou incontinéncia? e na retocolite
ulcerativa, na doenca de Crohn e na sindrome de Reiter?.

De Deus?verificou ser o dermatam sulfato 0 GAGs mais abundan-
te na bexiga e na uretra de ratas adultas. Observou que o
hipoestrogenismo diminuiu seu contetdo na bexiga, sendo que a
reposicéo isolada de estrogénio diminuiu ainda mais o seu nivel.
Relatou, também, que o hipoestrogenismo aumentou a relagdo
dermatam sulfato/heparam sulfato.

Silva et a? concluiram, pela analise bioguimica, que a uretra
esponjosa masculina tem diferencas regionais nas taxas de GAG e de
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Tabela 1 - Dados clinicos gerais de pacientes com e sem prolapso genital.
Valores mostrados em média (+ desvio padréo) ou nimero de pacientes (n)

Estadio 0-I Estadio II-IV valor de p
(n=15) (n=20)
Idade (anos) 515115 59,7+ 15,0 0,08 (ns)
Paridade 36+23 54+45 0,17 (ns)
IMC 298+50 288+48 0,57 (ns)
Estado hormonal
Pré-menapausa 06 07
Pds-menopausa 09 13 0,95 (ns)
IUE
Presente 12 1
Ausente 03 09 0,23(ns)

IMC: Indice de Massa Corpérea
IUE: Incontinéncia Urinaria de Esforgo

Tabela 2 - Valores médios de glicosaminoglicanos totais sulfatados,
condrotin sulfato, dermatan sulfato e heparin sulfato obtidos de tecidos
peri-uretrais de pacientes com e sem prolapso genital
(em mg glicocosaminoglicanol/g tecido seco)

Estadio 0-I Estadio II-IV valor de p
(n=15) (n=20)
GAGs 1,358 £0,812 2,239+0,723 0,0006
Cs 0,121 40,105 0,252 +0,263 0,07 (ns)
DS 1,174 £0,743 1,940 £0,562 0,001
HS 0,063 0,069 0,148 40,139 0,03

GAGs: glicosaminoglicanos totais sulfatados
CS: condroitin sulfato

DS: dermatan sulfato

HS: heparan sulfato

Figura 1- ConcentragGes relativas de glicosaminoglicanos sulfatados em
pacientes com e sem prolapso genital (valores expressos em mg
glicosaminoglicanos/g de tecido seco)
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colageno. Sugeriram que esta heterogeneidade implicaria em adapta-
¢Oes funcionais, que poderiam afetar a fisiologia e a incidéncia segmen-
tar de algumas enfermidades uretrais.

Barbiero et al.? observaram que no grupo com prolapso
uterino, 0 paramétrio estava constituido por tecido conjuntivo ndo
modelado, rico em fibras coldgenas. No entanto, as fibras eram
mais curtas, delgadas e achavam-se dispostas de maneira
desordenada. Apesar de ndo encontrar diferencas significativas na
quantidade de colageno tipo |, a alteragdo da qualidade da fibra foi
nitida. Além disso, observavaram campos com inimeras “areas
claras”, com tecido amorfo, entremeadas as fibras. Tais “areas
claras” poderiam corresponder ao aumento na deposi¢do dos
constituintes da matriz extracelular.

Como se sabe, 0s GAGs afetam as propriedades fisicas dos tecidos
e estéo envolvidos na sua resisténcia e elasticidade. O aumento de
GAGS no tecido periuretral, em pacientes com prolapso genital, pode-
ria contribuir para alterar as propriedades fisicas do tecido. Pela sua
interagdo com o colageno, pode-se sugerir que desempenhariam papel
fundamental na complacéncia e na resisténcia das estruturas de susten-
tacdo, embora este tema ndo tenha sido apropriadamente estudado. A
regulacéo da matriz extracelular constitui evento importante em muitas
condicdes fisiologicas e patoldgicas, sendo que balango proteolitico
favorecendo 0 actimulo de GAG poderia diminuir a complacéncia do
tecido, como ocorre nas fibroses®. Este fato poderia ser também
aplicado a lesdo dos tecidos de sustentacdo.

De forma similar ao nosso, Kozma et al.?, estudando a fascia lata,
observaram condroitim sulfato, dermatam sulfato e heparam sulfato,
predominando o dermatam sulfato. Relataram também aumento signi-
ficativo na quantidade de GAGSs totais e de todos 0s seus componentes
em pacientes com lesdo da fascia. Tanto em fascias normais como nas
lesadas, houve dois tipos de proteoglicanos de dermatam sulfato:
biglicam e decorim. A andlise densitométrica revelou ser o decorin 0
predominante, porém em fascias lesionadas houve aumento da relagéo
biglican/decorin.

Proteoglicanos de dermatam sulfato de baixo peso molecular,
como o decorim e biglicam, interagem com o colageno e sdo
responsaveis pela organizagdo, velocidade de deposicdo e pelo
aumento da estabilidade das fibrilas de colageno, além de orientar a
fibrilogénese. Tais mudancas nas cadeias de dermatam sulfato pode-
riam determinar diminui¢&o na afinidade para adeséo celular e con-
sequiente reducdo das forcas responsaveis pela orientagao espacial e
estabilizacdo das fibras. Simultaneamente, a matriz com maiores
concentragfes de glicosaminoglicanos e proteoglicanos interferiria
com as fibras j& formadas ao preencher de forma mais acentuada os
espacos interfibrilares e promover processo de desestabilizagdo das
ja fracas estruturas formadas®2.

E possivel que 0 aumento de GAGS totais e de dermatam sulfato se
deva as diferentes alteracfes na matriz, que podem agir como causa ou
conseqiiéncia da incontinéncia urinria.

Sabemos que existem algumas limitacbes em nosso estudo.
Embora o local de bidpsia tenha sido padronizado, a anatomia das
estruturas de suporte pélvico inclui diferentes tecidos extremamente
proximos. Assim, amostras separadas por milimetros podem expressar
tecidos de diferentes naturezas.
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A segunda limitacdo é que avaliamos pacientes apds o desenvolvi-
mento do prolapso genital. N&o existem estudos prospectivos que
tenham seguido mulheres ao longo do tempo para medidas antes e
apds a desordem ter-se instalado. Desta forma, ndo podemos ter
certeza da direcdo dos efeitos que encontramos. Pode ser que a
mudanca na matriz contribua para o desenvolvimento do prolapso ou
que este gere mudancas no metabolismo dos glicosaminoglicanos
como efeito compensatorio.

Em resumo, as diferencas bioquimicas e estruturais encontradas na
concentracdo dos glicosaminoglicanos sulfatados no tecido periuretral
sugerem que o tecido conjuntivo pode estar relacionado com a génese
do prolapso genital. A relevancia clinica destas mudancas parece ter
ligacdo com a deterioragdo das propriedades mecanicas e fisico-quimi-
cas dos tecidos. Contudo, estudos maiores, com seguimento
prospectivo, sdo necessarios para o completo entendimento da
fisiopatologia.

CoNcLUSAO

Este estudo demonstrou diferencas na matriz extracelular do
tecido periuretral com aumento de GAGS totais e DS em mulheres com
prolapso genital.

Conflito de interesse: ndo ha

SUMMARY

EVALUATION OF GLYCOSAMINOGLYCANS OF  PERIURETHRAL
TISSUE IN PATIENTS WITH AND WITHOUT PELVIC ORGAN PROLAPSE

Osiective. To characterize and quantify periurethral tissue
sulphated glycosaminoglycans (GAGS) in women with and without
pelvic organ prolapse.

Stupy DesieN. Periurethral tissue w as obtained from 35 women who
underwent surgery for pelvic organ prolapse, for stress urinary
incontinence, or for other gynecological benign conditions. Patients were
submitted to a clinical history, physical and urodynamic examination and
were divided in two groups according to genital prolapse. The standard
hiopsy with 1.0 x 1.0 cm was taken from periurethral tissue during surgery
and assessed by biochemical methods. The GAGs were obtained by
proteolysis and precipitated by trichloroacetic acid. The relative
concentration of sulfated GAGs was determined by densitometry of
toluidine blue stained gel using a spectrophotometer with a 525 nm
wavelength. Data were compared using analysis of variance (ANOVA).

Resutts. In the two groups dermatan sulphate (DS) was the
predominant glycosaminoglycan (85%), follow ed by chondroitin sulphate
(CS) and heparan sulphate (HS). Women with pelvic organ prolapse had
significantly more total GAGs, DS and HS. Differences in CS were not
ohserved.

ConcLusions. This study showed altered biochemical characteristicsin
the extracellular matrix of periurethral tissue and also accumulation of
GAGs, DSand CS, inwomen with pelvic organ prolapse.[Rev Assoc Med
Bras 2008; 54(2): 173-7]

Kev woros: Uterine prolapse. Glycosaminoglycans. Biochemistry.
Celular matrix.
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