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ABSTRACT

Purpose: Glycosaminoglycans (GAGs) are components of the extracellular matrix and play key roles
in the normal physiology and pathology of several tissues. Recently, we have described the composition o
GAGs in the several segments of the normal male urethra. There is no data, however, on GAGs composition i
the urethral stricture disease.

Material and Methods: Urethral stricture samples were obtained from 7 patients submitted to end-to-
end anastomosis of bulbar urethroplasties. The patients mean age was 48.0 years (range 18 to 62 years). GA
in defatted, dry tissue samples were extracted by papain digestion and cetylpyridinium chloride/ethanol
precipitation. The concentration of total GAGs was assessed by a hexuronic acid assay and expressed
microgram hexuronic acid per milligram dry tissue, while the proportions of sulfated GAGs were determined
by agarose gel electrophoresis. The concentration of hyaluronic acid was determined by ion-exchange
chromatography. The control group consisted of 10 bulbar urethra samples obtained from fresh, macroscopicall
normal cadavers aged 16 to 38 years (mean 25.6 years).

Results: The mean value of total GAG concentration in stricture of the bulbar urethra was 1.097 +
0.186 and was significantly lower than the control group (p < 0.05). While the most predominant GAG in the
normal urethra was hyaluronic acid (40.7% = 5.0), dermatan sulfate predominated in the urethral stricture
(39.5% + 3.1). There were no significant changes in the relative concentration of heparan sulfate and chondroiti
sulfate between normal and strictured urethras. Hyaluronic acid relative concentration decreased 45.2% an
dermatan sulfate increased 47.4%.

Conclusion: Dermatan sulfate is mostly associated with fibrillar collagen, and the increased concentration
of this GAG in the urethral stricture disease, together with a decrease of total GAGs, imply excessive collager
accumulation. These alterations, including a decrease in hyaluronic acid content, may change the urethre
compliance and would lead to functional changes.
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INTRODUGAQO quanto patolégicas (1). E fundamental para uma

) cicatrizacdo normal, onde as moléculas da matriz
A matriz extracelular desempenha um papel ,oceqsitam ser rapidamente sintetizadas durante a
fundamental na fisiologia e na biomecanica dos¢,rmacso do tecido de granulacéo, na reposicéo final
tecidos. Nela existe uma atividade constante dewdcbOr tecido conjuntivo e no remodelamento tardio (2).
a degradacdo e sintese de seamponentes. A portanto, um balanco adequado entre sintese e
regulacdo do deposito de matriz extracelular € umgegradacdo é necessario para um funcionamento
evento importante em muitas condicoes, tanto normaiiormal do tecido. Um balanco inadequado, tanto
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quantitativo quanto qualitativo, pode produzir uma relacionadas ao trato urogenital. A idade média deste
diminuicdo na complacéncia do tecido lesado,grupo foi de 25.6 anos, variando de 16 a 38 anos.
causando alteracdes funcionais e consequentemeni@das as amostras foram imediatamente fixadas em
problemas clinicos (1). A caracteristica fundamentalacetona e clivadas em fragmentos de
da estenose de uretra é a fibrose (ou espongiofibrosgproximadamente 3 x 3 mm. Depois foram
que pode obstruir seu limen causando sintomaslelipidadas por meio de duas trocas de cloroférmio:
urinérios obstrutivos. metanol (2:1, v/v), e secas a 60°C.
Glicosaminoglicanos (GAGs) séo A extracdo de GAGs seguiu um protocolo
heteropolissacarideos complexos que possuenpreviamente descrito (8). Resumidamente, cerca de
quantidades diversas de grupamentos carboxila 85 a 155 mg de tecido delipidado e seco foram
sulfato, existindo em forma nativa como incubados em papaina bicristalizada (Sigma, St.
glicoconjugados denominados proteoglicanos (3).Louis, USA) em tampdo acetato 100 mM, pH 5.0,
Proteoglicanos sdo componentes importantes dgontendo cisteina 5mM e EDTA 5 mM, por 24 horas
superficie celular e da matriz extracelular, podendoa 60°C. Apos centrifugacéo, cloreto de cetilpiridinio
interagir especificamente com varios outros (CPC) foi adicionado ao sobrenadante para precipitar
componentes matriciais, tais como colageno,0s GAGs. As amostras foram centrifugadas e o
laminina, fibronectina e citocinas (4). Estas interagdescomplexo CPC-GAG no pellet foi dissociado com
s&o responsaveis pela organizacéo estrutural da matri¥aCl 2M. Os GAGs foram por fim precipitados ao
extracelular e regulacdo da interacdo célula-célula e adicionar 2 volumes de etanol absoluto as amostras,
célula-matriz. Com isso, os GAGs tém um papelque foram entdo mantidas a 4°C por 24 horas. Apos
fundamental no fendmeno de cicatrizac&o (5). uma série de centrifugacdes e lavagens do pellet com
Embora a identificacédo dos GAGs em tecidos €tanol, obteve-se a preparacao final de GAGs totais,
em processo de cicatrizacdo é conhecido desd@ qual foi utilizada nas analises subsequentes.
décadas passadas (6), suas funcdes ainda ndo estdo A quantificacdo dos GAGs totais foi feita por
completamente elucidadas. Além disso, apenagneio da dosagem de &cido hexurdnico, utilizando o
recentemente foi descrita a composicdo de GAGs ngétodo do carbazol (9), no qual as amostras
uretra masculina normal (7) e ndo existem dados sobrBurificadas de GAGs s&o primeiramente tratadas com
a composicao deste componente da matriz extracelulacido sulfirico a 100°C. A concentragéo de GAGs
em processos patoldgicos envolvendo a uretra. Nd1@ uretra foi expressa em microgramas de acido
presente trabalho determinamos as alteracdes n@exuronico por miligrama de tecido delipidado e seco.

concentracdo e composicao bioquimica de GAGs em A quantidade relativa dos GAGs sulfatados
estenoses da uretra bulbar. (condroitin sulfato, dermatan sulfato e heparan

sulfato) foi determinada por eletroforese em gel de
. agarose a 0.5 % em tampéo de 1,3-diaminopropano
MATERIAL E METODOS 50 mM, pH 9.0 (10). Apds corrida a 80 V, o gel foi
fixado em brometo de N-Cetil-N,N,N-trimetilamoénio
O presente estudo foi aprovado pelo Comité0.1%, corado em azul de toluidina 0.1%, e a proporgao
local de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanodos GAGs foi determinada por densitometria das
Amostras de estenose foram obtidas de 7 pacientdsandas seguida de integracéo dos picos usando o
submetidos a uretroplastia término-terminal da uretraprograma Scion Image (Scion Corporation, USA). A
bulbar. A média de idade dos pacientes foi de 48 anodgentificacéo das bandas na placa de agarose foi feita
variando entre 18 e 62 anos. A causa das estenos€éem base na comparagéo com a migragéo de padroes
foi traumatica (n = 4) e infecciosa (n = 2), e em umde GAGs comerciais (Sigma, USA).
caso ndo foi possivel estabelecer a etiologia. O grupo GAGs totais foram fracionados por
controle consistiu de 10 amostras de uretra bulbacromatografia de troca ibnica em colunas de DEAE-
obtidas de cadaveres frescos e sem alteracdeSephacel eluidas com um gradiente linear de 0.1 ®
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0.9M NacCl. Trés picos foram obtidos, os quais ja vezes frustrantes para o cirurgido, fazendo com que a
foram previamente identificados (8). O primeiro pico morbidade para o paciente seja alta. Apesar de
corresponde ao acido hialurbnico e foi usado para axistirem alguns estudos sobre a estrutura da estenose
determinacg&o de sua concentracao relativa. da uretra (11-14), sabe-se pouco sobre as alteracdes
A diferenga dos dados obtidos entre os gruposmoleculares que ocorrem na matriz extracelular. Em
foi analisada pelo teste para duas amostras deelacdo aos GAGs, apenas recentemente foi descrito
Wilcoxon. As diferencas foram consideradas a sua composi¢do no tecido esponjoso normal (7).
estatisticamente significativas quando p < 0.05. OsComo nossos resultados prévios mostraram que a
dados sdo apresentados como médias + um desviconcentracdo e a composicao de GAGs varia nos

padréo. diversos segmentos da uretra esponjosa, no presente
trabalho nds decidimos estudar as alteragdes que
RESULTADOS ocorrem na estenose apenas do segmento bulbar, pois

além de permitir uma comparacao mais precisa

A concentracdo de GAGs totais no também é o lugar de maior incidéncia de estenoses,
segmento bulbar estenosado foi de 1.097 + 0.186 éncluindo as de origem idiopaticas.
foi significativamente (p < 0.05) menor que no A cicatrizacdo é um fendmeno que envolve
grupo controle. O acido hialurénico (40.7% * 5.0) principalmente a matriz extracelular e uma série de
foi 0 GAG predominante na uretra bulbar normal, moléculas (citocinas), algumas ainda né&o
enquanto que o dermatan sulfato (39.5% * 3.1) foicompletamente elucidadas. O heparan sulfato, um
0 GAG predominante na uretra estenosada (Table)GAG de membrana basal, tem uma distribuicéo
Houve uma diminuicado significativa (p < 0.01) de irregular na uretra, chamando a atencdo sua alta
45.2% da concentragdo de acido hialurénico nasconcentragdo na uretra bulbar (7). A heterogeneidade
uretras com estenose. Também foi significativo (pnas cadeias de GAGs associados a diferentes tipos de
< 0.05) o aumento de 47.4% na concentragdo deroteoglicanos pode providenciar lugares para a
dermatan sulfato. Apesar do condroitin sulfato terinteracéo de fatores de crescimento com componentes
apresentado um pequeno aumento de 18.9% na suia matriz extracelular. De fato, dominios estruturais
concentragao, este aumento néo foi significativoespecificos no heparan sulfato vascular tém
(p > 0.05). A concentracdo de heparan sulfatodemonstrado atividade antiproliferativa para musculo
manteve-se estavel (p > 0.10). liso (15). As estenoses da uretra masculina, sobretudo
as que comprometem o segmento bulbar, se
caracterizam por um denso tecido rico em colageno,
pouco vascularizado, e com auséncia de musculo liso
uretral. Tudo isso esta de acordo com as funcdes de

Os tratamentos atuais da estenose da uretrproteoglicanos de heparan sulfato envolvidos em
masculina proporcionam resultados variaveis e agrocessos de cicatrizacao e fibrose (16,17).

DISCUSSAO

Table -Relative concentration of glycosaminoglycans (GAGs) in normal and strictured bulbar urethras.
Values are expressed as percentage of total GAGs.

Normal Stricture
Hyaluronic acid 40.25.0 22.3+4.8 p<0.01
Heparan sulfate 7.22.9 8.0+3.1 p>0.10
Dermatan sulfate 2685.2 39.5+ 3.1 p <0.05
Chondroitin sulfate 25.84 2.8 29.7+ 4.0 p > 0.05
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Em virtude da bem conhecida interagdo doSREFERENCIAS

GAGs com o colageno e outros componentes da
matriz extracelular (18), pode-se inferir que eles témq
participacdo importante nas propriedades de
complacéncia uretral, embora tal fato nao tenha sido
ainda apropriadamente estudado. Em processos
fibréticos ocorre uma diminuicdo da complacéncia
do tecido (1), que € a principal caracteristica day
estenose da uretra. As caracteristicas da complacéncia
resultantes do processo de cicatriza¢éo vao determinar
aclinica do paciente e toda a repercussao urodinamicg
proximal a estenose (19). Decorina e biglican sao
pequenos proteoglicanos ricos em dermatan sulfato,
enquanto o versican, um proteoglicano de cadeia
longa, apresenta grande quantidade de condroitiry
sulfato (4). Estes dois GAGs, que tém uma
distribuicdo predominantemente intersticial, sdo os
mais comumente encontrados na estenose da uretg
bulbar, como evidenciado por nosso estudo. Além
disso, a grande diminui¢do na concentracao de acido
hialurénico bem como a de GAGs totais nas amostras
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outros componentes da matriz extracelular, que nae,
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Maiores concentracdes de acido hialurdnico g
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imperativo que sejam realizados estudos enfocandq g
as alteracBes moleculares da matriz em resposta a
lesdo em varios tecidos. Assim, uma vez descrita essas
alteracGes, pode-se conhecer melhor os eventog
moleculares que ocorrem durante o processo de
reparacao especificamente em um determinado tecido,
para poder intervir da forma mais apropriada. 12
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