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Analise dos Vasos do Trato Urinario Inferior de Ratas
Durante ¢ Apos a Prenhez

Analysis of Urinary Tract Vessels during and after Pregnancy in Rats
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Edmund Chada Baracat, Geraldo Rodrigues de Lima

RESUMO

Objetivos: estudar as variagées da anatomia vascular de ratas, avaliando o nuumero de vasos
da uretra proximal e distal, da jun¢do vésico-uretral e da bexiga, durante e apos a prenhez.
Métodos: trinta ratas, com teste positivo de acasalamento, foram divididas aleatoriamente em
trés grupos contendo 10 animais cada, a saber: GI - ratas no 10° dia de prenhez; GII - ratas
no 20° dia de prenhez; GIII - ratas no 5° dia de puerpério; um grupo controle (GIV) era
composto de 10 ratas na fase de estro. Foram contados os vasos sangtiineos em quatro
laminas, por animal, coradas pelo método do tricromico de Masson, com ocular de integragdo
de 25 pontos, acoplada a microscopia de luz, com objetiva de 40 X. As regides estudadas
foram uretra proximal e distal, jung¢do vésico-uretral e bexiga.

Resultados: ndo houve variacdo significativa no numero de vasos da bexiga, da juncéo vésico-
uretral e da uretra proximal nas ratas durante a gestacdo ou em relagdo ao grupo controle.
Na uretra distal, o numero de vasos no grupo controle foi 13,7, sendo significativamente
menor do que nos grupos com prenhez (20,5 a 24,4 vasos).

Conclusoées: as ratas prenhes apresentaram maior numero de vasos na uretra distal do que
aquelas em estro. Nos demais locais estudados ndo houve diferencas entre os grupos.

|
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Introducao

A anatomia dos 6rgaos da miccdo tém sido
alvo de estudos nos ultimos 150 anos. Como re-
sultado dos avancos nas técnicas de investigacéo
clinica e experimental nas ultimas décadas, in-
tensificaram-se os estudos dirigidos as implica-
coes e significados funcionais desta anatomia,
traduzindo-se na revisdo de conceitos tradicionais
sobre a miccdo e no desenvolvimento de novas
modalidades de estudo para suas afecc¢oes’.

A perda involuntaria de urina pela uretra,
quando a pressao vesical excede a uretral maxi-
ma na auséncia de atividade do musculo detrusor,
define a forma mais prevalente de incontinéncia,
ou seja, a incontinéncia urinaria de esforco, en-
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fermidade benigna porém responsavel por graves
repercussodes sociais e higiénicas?.

Desta maneira, para que exista continén-
cia urinaria, a pressao uretral deve ser maior que
a vesical, no repouso e no esforco, sendo seu de-
créscimo um dos principais fatores envolvidos na
génese da incontinéncia urinaria de esforco'. E
afeccdo com elevada prevaléncia, acometendo
entre 30% e 40% das mulheres idosas nos Esta-
dos Unidos da América. Contudo, as estimativas
variam de acordo com as definicoes utilizadas; a
prevaléncia média, quando utilizada a definicao
padronizada pela Sociedade Internacional de Con-
tinéncia, € de 23,5%?2.

O trato urinario inferior tem duas funcoes
principais, armazenamento e eliminacdo peri6-
dica de urina. Estas func¢des sdo reguladas por
complexo controle neural e envolvem multiplos
mecanismos para sua eficacia®.

O sistema esfincteriano uretral é capaz de
formar eficiente barreira que evita a perda de uri-
na durante a fase de enchimento vesical, ao pas-
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so que, mudando sua funcao, permite o esvazia-
mento vesical durante a miccéao®*. Atualmente,
abandonou-se o antigo conceito de dois simples
esfincteres musculares, como responsaveis pela
continéncia urinaria®.

A uretra é um tubo muscular complexo; sua
estrutura compreende uma série de camadas; a
mais externa é o esfincter estriado, que recobre
fina camada circular de musculo liso que, por sua
vez, recobre uma de musculo liso de orientacédo
longitudinal. Localizada entre esta ultima cama-
da e a mucosa uretral existe uma submucosa ri-
camente vascularizada®.

A proeminéncia dos vasos periuretrais é dig-
na de nota. Berkow® demonstrou que a uretra fe-
minina tem grandes lagos venosos, desproporcio-
nais a necessidade de suprimento sangiineo.
Huisman’ mostrou que o plexo artério-venoso
periuretral é altamente organizado, capaz de se
insuflar e desinsuflar em momentos especificos,
sugerindo existir funcéo de clampeamento uretral.

Raz et al.® demonstraram a presenca de gran-
des formacdes venosas de finas paredes e peque-
no numero de arteriolas, que se anastomosam
entre si, entre as camadas muscular e mucosa
da uretra, formando um coxim vascular, respon-
savel pelo seu fechamento hermético, variando de
acordo com o aporte sanglineo. Detectaram, em
cadelas, pulsacdes periuretrais correspondentes
ao pulso periférico e ao batimento cardiaco ao lon-
go da uretra, iniciando-se a 0,5 centimetro do colo
vesical. Ao clampearem a origem comum das
iliacas internas notaram abolicdo das pulsacodes,
que retornaram apos a sua desobstrucédo. Duran-
te o clampeamento identificaram queda de um
terco da pressao intra-uretral basal e reducao do
perfil uretral.

A uretra esta sob a influéncia hormonal,
assim como a vagina, sendo ampla a documenta-
cao deste fato. A fundamentacao desta afirmacao
vem de dados embriolégicos. A genitalia feminina
e o trato urinario desenvolvem-se a partir de um
precursor comum, o seio urogenital®.

Outra evidéncia da suscetibilidade uretral
aos hormonios foi fornecida em nosso meio por
Suguita et al.?, que observaram durante a reposi-
cao estrogénica, associada ou nao a medroxipro-
gesterona, metaplasia, hiperplasia e aumento da
freqtiéncia de epitélio pseudo-estratificado em
uretras de ratas castradas. O hipoestrogenismo
esteve associado a maior freqiiéncia de epitélio
pseudo-estratificado na uretra proximal e de
epitélio de transicao e pseudo-estratificado na jun-
cao uretro-vesical.

Sua vasculatura também é estrogénio-de-
pendente e a pulsacao vascular na regiao
periuretral varia de acordo com as diferentes fa-
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ses do ciclo menstrual, sendo maior durante o pre-
dominio estrinico'®. Endo et al.!!, estudando quan-
titativamente os vasos periuretrais em ratas cas-
tradas ou sob reposicao hormonal, demonstraram
aumento da vascularizacdo com reposicao
estrogénica.

Em nosso meio, Jarmy-diBella et al.'?, estu-
dando a vascularizacdo periuretral em mulheres
no menacme e na pés-menopausa pela dopplerve-
locimetria, com e sem incontinéncia urinaria,
demonstraram maior vascularizacao uretral em
mulheres no menacme e um menor pico sistélico
nas pacientes na pos-menopausa, especialmente
nas incontinentes, em que os valores foram me-
nores, sugerindo componente vascular na génese
da incontinéncia.

A gravidez, o trabalho de parto, o parto pro-
priamente dito e o puerpério provocam muitas
mudancas no trato genital e urinario®. Sabe-se que
fatores mecanicos e hormonais propiciam aumen-
to dos sintomas urinarios durante a gravidez, em
particular elevando a freqiiéncia miccional e agra-
vando a urge-incontinéncia e a incontinéncia aos
esforcos pré-existentes!®. Varios autores demons-
traram indices de incontinéncia urinaria em
mulheres gestantes previamente continentes de
até 67% 415,

De modo geral, existe a concordancia da alta
incidéncia de incontinéncia urinaria de esforco
durante a gravidez, sendo, porém, a grande maio-
ria dos casos transitéria, desaparecendo com o
tempo no poés-parto. Apenas a minoria das pacien-
tes com queixas de incontinéncia urinaria man-
tém o quadro apods o puerpério!®l7.

Sao raros os estudos anatémicos disponiveis
até o momento realizados durante a gestacdo que
demonstrem as alteracdes sofridas pelo plexo
uretral submucoso. Tendo em vista a escassa li-
teratura disponivel sobre vascularizacao
periuretral e a dificuldade de seu estudo em hu-
manos, nos dispusemos ao estudo deste plexo
vascular em ratas durante seu ciclo gravidico-
puerperal, analisando quantitativamente sua va-
riacao.

Material e Método

Foram utilizadas 40 ratas ( Rattus norvegicus
albinus, Rodentia, Mammalia) adultas (aproxima-
damente trés meses), virgens, pesando de 200 a
340 gramas, da coléonia EPM-1 Wistar, oriundos do
Centro de Desenvolvimento de Animais de Expe-
rimentacdo CEDEME da Universidade Federal de
Sao Paulo/Escola Paulista de Medicina.

Os animais foram transportados para o
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Biotério da Disciplina de Histologia e Biologia Es-
trutural, onde foram confinados em gaiolas plasti-
cas com tampa gradeada de metal e mantidos com
alimentacao padrao e agua ad libitum, em tempe-
ratura ambiente e com iluminacao artificial, pro-
duzida por lampadas fluorescentes (Phillips, mo-
delo Luz do Dia, de 40 W), sendo o fotoperiodo claro
de 12 horas, das 7:00 as 19:00 horas.

Apés periodo de adaptacdo de aproximada-
mente uma semana, 30 animais foram acasalados
na proporcao de duas fémeas para cada macho
durante uma noite (18:00 as 8:00 horas). Na ma-
nha do dia seguinte foi feito o teste de acasala-
mento, que consiste em verificar a presenca de
espermatozéides na luz vaginal e, quando presen-
te, considerar este como dia zero de prenhez.

Em seguida, 30 ratas, com teste positivo de
acasalamento, foram divididas aleatoriamente em
trés grupos contendo 10 animais cada, a saber: GI
- ratas no 10° dia de prenhez; GII - ratas no 20° dia
de prenhez; GIII - ratas no 5° dia de puerpério;

Além disso, 10 ratas nao acasaladas foram
submetidas diariamente a exame colpocitolégico
corado pelo método de Harris-Shorr e constituiram
um grupo controle da prenhez, ou seja, o grupo IV
(10 ratas na fase de estro).

Apoés esses procedimentos, todos os animais
foram anestesiados com vapores de éter etilico e,
por incisao longitudinal no abdome, retirados em
bloco a bexiga, parte do colo uterino e da vagina,
juntamente com a uretra adjacente, que foram
imediatamente mergulhados, para fixacdo, em li-
quido de Bouin. Apés um periodo de quatro horas,
o material foi dissecado, identificado e separado
em quatro regioes distintas e macroscopicamen-
te delimitadas: uretra distal, uretra proximal, jun-
cao uretro-vesical e bexiga. Estas regides foram
isoladas e novamente mergulhadas no liquido de
Bouin, onde permaneceram por aproximadamen-
te 24 horas.

Apbs esse periodo, os fragmentos foram de-
sidratados em concentracoes crescentes de al-
cool etilico, até o absoluto, diafanizados pelo xilol
e impregnados pela parafina liquida em estufa re-
gulada a temperatura de 59°C, segundo a metodo-
logia preconizada por Masson'®. Em seqiiéncia, os
fragmentos foram incluidos e orientados de tal
maneira que pudéssemos observar nos cortes
histologicos seccoes transversais das varias regi-
oes da uretra, da juncao uretro-vesical e da bexi-
ga urinaria. Os blocos foram cortados com
micrétomo do tipo Minot (marca Leica, modelo RM
2035). Os cortes assim obtidos foram colocados em
laminas previamente untadas com albumina de
Mayer e, em seguida, mantidos em estufa regula-
da a temperatura de 37°C durante 24 horas, para
secagem e colagem. Os cortes foram entdo cora-
dos pela hematoxilina e eosina e pelo tricréomico
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de Masson'®, para posterior analise morfologica e
morfométrica.

Para a leitura das laminas utilizamos mi-
croscopio de luz com ocular de 10X e objetiva de
40X, resultando no aumento final de 400X.

Contamos os vasos sangliineos em quatro
laminas por animal, coradas pelo método do tricro-
mico de Masson, pela técnica do test point-counting
volumetry, com ocular de integracao (Integration plate
1 KPL 10 X, Carl Zeiss) de 25 pontos, acoplada a
microscopia de luz, com objetiva de 40X.

Os campos para leitura foram selecionados
ao acaso, dez por animal. Os vasos da lamina pro-
pria foram incluidos no estudo somente se esti-
vessem localizados nos pontos de intersecdo, en-
tre as linhas, da ocular de integracdo de Weibel.
Portanto, foram desprezados aqueles que estives-
sem fora desses pontos. Desta maneira evitamos
a contagem do mesmo vaso mais de uma vez, pois,
a lamina foi sempre avaliada seguindo-se uma
orientacdo de contagem da direita para a esquer-
da, e os resultados expressos como sendo uma
relacdo entre vasos e tecido conjuntivo.

Inicialmente, o niimero de vasos foi anali-
sado descritivamente, pela observacao dos valo-
res minimos e maximos, e pelo calculo de médias
e desvios-padrao, medianas, percentil 25 e
percentil 75.

A comparacao dos varios grupos foi realiza-
da utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis. Quan-
do identificada diferenca estatisticamente signi-
ficativa entre os grupos, as comparacoes multi-
plas foram realizadas pela soma dos pontos basea-
dos no teste de Kruskal-Wallis. O nivel de signifi-
cancia utilizado para os testes foi de 5%.

Resultados

O numero de vasos na bexiga foi de 5,6 no
grupo de prenhez inicial e de 5,5 no grupo controle.
Na juncéo vésico-uretral o nimero de vasos foi
maior, porém nao houve diferenca significativa
entre os grupos, variando de 13,5 no grupo controle
a 19,6 no grupo de prenhez de 10 dias, valores es-
tes semelhantes aos observados na uretra proximal.

Portanto, nao identificamos variacdo no nu-
mero de vasos nos diversos grupos estudados, na
bexiga, na juncao e na uretra proximal, ndo haven-
do variagdo significativa quando comparados os di-
ferentes momentos da gravidez entre si ou quando
comparados com o grupo em estro (Figuras 1 a 3).

Quando comparados os nimeros de vasos na
uretra distal, o grupo controle apresentou 13,7 va-
sos, numero significantemente menor do que os
demais grupos, que mostraram de 20,5 a 24,4 va-
sos (Figura 4).
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Figura 1 - Boxplot do nimero de vasos na bexiga nos grupos estudados e médias do
numero de vasos em cada grupo.
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Figura 2 - Boxplot do nimero de vasos na jung&o vésico-uretral nos grupos estudados
e médias do nimero de vasos em cada grupo.
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Figura 3 - Boxplot do nimero de vasos na uretra proximal nos grupos estudados e
médias do nimero de vasos em cada grupo.
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Figura 4 - Boxplot do nimero de vasos na uretra distal nos grupos estudados e médias
do nimero de vasos em cada grupo.

Discussao

A incontinéncia urinaria feminina tem, ain-
da, fisiopatologia apenas parcialmente compreen-
dida. Acredita-se que a abertura e o fechamento
da uretra proximal sejam regulados pela série de
estruturas que a rodeiam, sendo as principais o
ligamento pubo-vésico-uretral, os musculos
pubococcigeos, a parede vaginal suburetral e o te-
cido conectivo que as mantém unidas®. Também
de reconhecida importancia sao as estruturas
uretrais internas, com especial destaque ao plexo
vascular submucoso. O desequilibrio ou func¢ao ina-
dequada de uma destas estruturas pode ser res-
ponsavel pelo desencadeamento da incontinéncia’.

Por suas proprias caracteristicas embriologi-
cas, as estruturas envolvidas no controle da mic-
cao estéo sob influéncia hormonal®. A gravidez tem
grande influéncia sob o trato urinario, promovendo
alteracoes funcionais e anatéomicas, como aumento
do tamanho dos rins, dilatacao dos calices renais e
ureteres, aumento do fluxo plasmatico renal, au-
mento da taxa de filtracdo glomerular e aumento
do comprimento uretral. Promove também apare-
cimento de variada sintomatologia na mulher, como
elevacao da freqiiéncia urinaria, das infeccoes e
desenvolvimento de incontinéncia urinaria, ain-
da que na maior parte das vezes transitoria®.

Este experimento buscou avaliar o efeito da
gravidez sobre uma porcao especifica do trato
urinario com relevante funcao dentro do meca-
nismo de continéncia feminino, a vascularizacao
periuretral. Sendo a vasculatura periuretral rele-
vante na manutencao da continéncia e sabida-
mente suscetivel a acdo hormonal e por ser a ges-
tacdo evento envolvido no desencadeamento da
incontinéncia urinaria, decidimos estudar em
modelo animal as eventuais consequiéncias do
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ciclo gravidico-puerperal no plexo submucoso
uretral. A opcdo pelas ratas foi baseada na curta
duracao da sua gestacao, em média 21 dias, alia-
da a possibilidade de completo estudo histolégico
dos vasos durante as diversas fases deste ciclo.

Contrariamente as nossas expectativas, nos-
sos resultados ndo mostraram variacéo significativa
no numero de vasos do plexo submucoso na maioria
das regides estudadas, independente do momento do
ciclo gravidez/puerpério, a excecao da regido da uretra
distal em comparacédo com o grupo em estro.

Em estudos semelhantes, varios autores de-
monstraram o efeito proliferativo dos esteréides
sexuais sobre os vasos uretrais, como Batra e Iosif'®
que observaram aumento da vascularizacao uretral
em coelhos ap6s terapia estrogénica, e Endo et al.!?,
registrando aumento da vascularizacdo uretral em
ratas castradas apds reposicédo estrogénica.

Por outro lado, as variacdes vasculares po-
dem ter sido inibidas pelo predominante efeito
progestacional encontrado durante a gestacao, como
sugerem Brown?® e Tong et al.?!. Concluimos que
os grupos ndo apresentaram diferenca estatistica-
mente significativa para o namero de vasos da be-
xiga, da juncao vésico-uretral e da uretra proximal.
Contudo, observamos diferenca para o nimero de
vasos da uretra distal, sendo maior durante a pre-
nhez e puerpério do que nas ratas em estro.

ABSTRACT

Purpose: to evaluate the variations in vascular anatomy by
assessing the number of vessels of the proximal and distal
urethra, of the vesicourethral canal and of the bladder,
during and after pregnancy in rats.

Method: thirty female rats, with a positive test for pregnancy,
were divided into three groups of 10 animals each: GI - rats on
the 10th day of pregnancy; GII - rats on the 20th day of
pregnancy; GIII - rats on the 5th day of puerperium, a control
group (GIV) composed of 10 rats in the estrous phase. The
vessels were stained by the method of Masson and counted
with a 25-dot integration ocular, coupled to a light microscope,
with an objective of 40X. The studied regions were proximal
and distal urethra, vesicourethral canal and bladder.
Results: there was no significant variation in the vessel
number in the bladder; in the vesicourethral canal and in the
proximal urethra during gestation. In the distal urethra of
the group IV there were 13.7 vessels, less than that observed
in the pregnant groups (20.5 to 24.4 vessels).

Conclusion: the pregnant rats had a larger number of vessels
in the distal urethra than those in the estrous phase. There
were no differences regarding the other sites.

KEY WORDS: Urinary incontinence. Urethra. Pregnancy.
Experimental study.
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