PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA E CIENCIAS DA SAUDE

JORGE ANTONIO PASTRO NORONHA

ASSOCIACAO DO POLIMORFISMO GENETICO DO RECEPTOR 2A DA

SEROTONINA (5-HT2A) COM INCONTINENCIA URINARIA EM MULHERES IDOSAS

PORTO ALEGRE

2008



JORGE ANTONIO PASTRO NORONHA

ASSOCIACAO DO POLIMORFISMO GENETICO DO RECEPTOR 2A DA

SEROTONINA (5-HT2A) COM INCONTINENCIA URINARIA EM MULHERES IDOSAS

Tese apresentada como requisito parcial
para obtencdo do Titulo de Doutor pelo
Programa de  Pés-Graduacdo em
Medicina e Ciéncias da Saude da
Pontificia Universidade Catdlica do Rio
Grande do Sul. Area de concentracio:
Clinica Médica.

Orientadora: Prof2. Denise Cantarelli Machado, MSc, PhD
Co-Orientadora: Profé. Carla Helena Augustin Schwanke, MD, PhD

PORTO ALEGRE
2008



DADOS INTERNACIONAIS DE CATALOGAGAO NA PUBLICAGAQ (CIF}

MNES52  Naronha. Jorge Antdmis Pastro
Associgoao  do pobmorfisms  genéheo do  receptor 28 da
serotoning (5-HT2A) com incontinéncd wrnana em mulheres idasas
Jorge Antdree Pasiro Noronha,  Porto Alegre PUCRS, 2008

Bd £ graf il tab. {inclui um arigo de periddico. em apéndice)

Drientadaer. Praf®. Dre. Demise Cantarall Machado.
Co-Cnentadara; Prof®. O Carla Helena A Schwanke.

Tesea|Doutoradg) - Pontiflcia Linwersigade Catdlica 42 Rio Grande
da Sul Fasuldade de Medicina Doutorado em Medicing e Ciéngias
da Saude Area de concentracac. Clirmsa Madisa

1. RCCCPTOR §-HTZ2A DE SCROTONIBA. 2. POUMORFISMO GENETICO
3 INCONTINE NCLE UHINARL, 4 URODINAMICE. S 1005 B FEMIMING 7.
HUMANOS, B ESTUDDS OE CASOS E CONTROLES | Machado, Denise
Cantarelll 11 Schwanke, Carla Helepa & 1 Titule.

C.D.0. B1E9TBB
C.OU 61662008 220539541 7(043.3)
M LM WS 145

Ruosdria Mana Lucp Prenna Gergrms N
Bibliviecana CREB 10y 196



JORGE ANTONIO PASTRO NORONHA

ASSOCIACAO DO POLIMORFISMO GENETICO DO RECEPTOR 2A DA

SEROTONINA (5-HT2A) COM INCONTINENCIA URINARIA EM MULHERES IDOSAS

Tese apresentada como requisito parcial
para obtencdo do Titulo de Doutor pelo
Programa de  Poés-Graduacdo em
Medicina e Ciéncias da Saude da
Pontificia Universidade Catdlica do Rio
Grande do Sul. Area de concentracao:
Clinica Médica.

Porto Alegre, 24 de novembro de 2008.

Orientadora: Prof2. Denise Cantarelli Machado, MSc, PhD

Co-Orientadora: Profd. Carla Helena Augustin Schwanke, MD, PhD

APROVADA PELA BANCA EXAMINADORA




AGRADECIMENTOS

Este trabalho ndo poderia ter sido por mim concebido sem a contribuicdo de
grande numero de profissionais que, no anonimato, com entusiasmo, experiéncia e
profissionalismo, ndo s6 me apoiaram como ajudaram e engrandeceram a pesquisa.
A eles sou e serei eternamente grato.

Em especial a minha esposa Fabiane, meus filhos Aline, Luis Henrique e ao
pequeno Arthur, a quem privei de minha companhia, e a todos os meus familiares
gue souberam compreender minha auséncia e inquietude durante os anos de
elaboracdo desta pesquisa.

Aos meus orientadores lvana Beatrice Manica da Cruz, MSc., PhD., Carla
Helena Augustin Schwanke, PhD., Denise Cantarelli Machado, MSc, PhD., pela
compreensao, apoio e dedicacdo incansaveis no desenvolvimento deste estudo.

Aos meus colegas do Servico de Urologia quero também agradecer pela
colaboragéo direta e indireta, no apoio ao meu projeto.

Aos meus auxiliares de trabalho, Sr° Leandro e Felipe e, as Sr*® Neila,
Priscila, Regina e Rosane do Servico de Urodindmica do Hospital Sdo Lucas da
PUCRS, meu muito obrigado.

Faco agradecimento especial aos bolsistas de iniciacéo cientifica, académico
Rafael Braga e ao bidlogo Jeremia Lubianca, que realizaram a genotipagem da 5-
HT2A.

Sou grato a todos 0s meus amigos, grandes incentivadores.

Aos pacientes que ao aceitar participar deste projeto colaboraram de forma
pontual para minha formagéao.

Académicos, colegas, e profissionais da area da saude, espero que desfrutem

dos contelidos desta obra.



RESUMO

Introducdo: estudos prévios mostraram possivel associacdo entre o
polimorfismo T102C do receptor 2A da serotonina (5-HT2A) e incontinéncia urinaria
em idosos. Como a serotonina estd envolvida na modulacdo do controle vesical-
esfincteriano, tal associacéo € biologicamente plausivel. Uma vez que a terapéutica
farmacoldgica da incontinéncia urinaria (IU) inclui o uso de inibidores da recaptacéo
da serotonina, estudos complementares deste polimorfismo sé&o de relevancia
clinico-cientifica. Objetivos: em mulheres idosas que vivem na comunidade: (1)
descrever e comparar as freqiiéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo 102C do
receptor 2A da serotonina (5-HT2A) em idosas incontinentes e continentes; (2)
descrever e comparar 0s parametros urodindmicos nas idosas incontinentes
portadoras de diferentes gendtipos/alelos; (3) descrever e comparar a freqiéncia
dos tipos de incontinéncia urinaria urodindmica (de esforco, de incontinéncia de
urgéncia e mista) nas idosas incontinentes portadoras de diferentes
gendtipos/alelos; (4) descrever e comparar o impacto da IU na qualidade de vida nas
idosas incontinentes portadoras de diferentes gendétipos/alelos. Metodologia: um
estudo caso-controle foi conduzido, sendo 68 mulheres idosas incontinentes
(submetidas a avaliacdo urodinamica) e 162 mulheres continentes (auto-relato). Os
critérios de exclusédo foram: uso de diuréticos, diabetes, individuos de outras etnias
que ndo a caucasiana, distirbios de mobilidade e neuroldgicos graves. O
polimorfismo foi analisado por técnica de biologia molecular PCR-RFLP. O Comité
de Etica aprovou a pesquisa e todos os participantes assinaram Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Resultados: idosas incontinentes apresentaram
freqUiéncia do gendtipo TT significativamente maior (TT= 34,8%, CC= 19,3%, TC=
45,9%) do que nas mulheres continentes (TT=17%, CC=23,3%, TC=59,7%) e na
amostra geral da populacédo (TT=21,5%, CC=16,6%, TC=61,9%) (p=0,001). As
frequéncias genéticas das trés amostras estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg.
Andlise urodindmica mostrou associagao significativa entre o genotipo TT e maior
pressdo detrusora na capacidade cistométrica maxima, menor capacidade
cistométrica maxima e complacéncia vesical reduzida. O genétipo TT também

apresentou maior prevaléncia de IU de urgéncia (44%) do que os demais genotipos



(p=0,01). O conjunto destes resultados sugeriu que o genotipo TT esta associado a
alteracbes de fatores fisioldgicos, predisponentes a incontinéncia urinéaria.
Entretanto, analises de indicadores da qualidade de vida e a IU mostraram maior
impacto negativo em portadoras do alelo C (CC+TC). Esta condicdo pode estar
associada a sugestdo de predisposicdo de portadoras do alelo C a disturbios
emocionais. Conclusdo: o conjunto dos resultados sugere que o polimorfismo
T102C do gene do receptor 5-HT2A tenha um possivel efeito fisioldégico no trato
urinario inferior (TUI) de seres humanos. Esta hipétese precisa ser confirmada por
estudos complementares. O efeito do desbalan¢o na quantidade deste receptor, que
ocorre no gendtipo TT estaria associado a maior chance de IU de urgéncia na

mulher idosa.

Palavras-chave: Receptor 2A da Serotonina; Polimorfismo T102C do Receptor 2A da
Serotonina; Receptor; Polimorfismo; Serotonina; Genética; 2-HT2A; Incontinéncia

urinaria; Urodinamica; Geriatria; Mulher idosa.



ABSTRACT

Introduction: Previous studies showed a possible association between the
T102C polymorphism of the serotonin 2A receptor (5-HT2A) and urinary incontinence
in the elderly. Since serotonin is involved in the modulation of bladder sphincter
control, such association is biologically plausible. Since the pharmacological
treatment of urinary incontinence (Ul) includes the use of serotonin reuptake
inhibitors, complementary studies of this polymorphism are of scientific and clinical
importance. Objectives: The aims of this study in older women living in a senior
living community were: (1) to describe and compare the allelic and genotypic
frequencies of the 102C polymorphism of the serotonin 2A receptor (5-HT2A) in
incontinent and continent individuals; (2) to describe and compare the urodynamic
parameters in incontinents carrying different genotypes/alleles; (3) to describe and
compare the frequency of the urodynamic types of urinary incontinence (stress, urge
and mixed) in incontinent individuals carrying different genotypes/alleles; and (4) to
describe and compare the impact of Ul on the quality of life in incontinent individuals
carrying different genotypes/alleles. Methodology: A case-control study was
conducted including 68 incontinent older women (submitted to urodynamic
evaluation) and 162 continent older women (self-reporting). The criteria for exclusion
were: use of diuretics, diabetes, non-Caucasian individuals, and severe mobility and
neurological disturbances. The polymorphism was analyzed by the PCR-RFLP
technique. The Ethics Committee approved the study, and all participants signed an
informed consent form. Results: Incontinent older women showed a significantly
greater frequency of the TT genotype (TT= 34.8%, CC= 19.3%, TC= 45.9%)
compared to continent older women (TT=17%, CC=23.3%, TC=59.7%) and the
general sample of the population (TT=21.5%, CC=16.6%, TC=61.9%) (p=0.001). The
genetic frequencies of the three samples were in Hardy-Weinberg equilibrium.
Urodynamic analysis showed a significant association between the TT genotype and
greater detrusor pressure at maximal cystometric capacity, lower maximal
cystometric capacity and reduced bladder compliance. The TT genotype also
showed a higher prevalence of urge Ul (44%) than did the other genotypes (p=0.01).
Analyses of indicators of quality of life and Ul demonstrated a greater negative

impact in carriers of the C allele (CC+TC). Conclusion: Together, the results



suggest that the T102C polymorphism of the 5-HT2A receptor gene has a
physiological effect on the lower urinary tract of humans. This hypothesis needs to be
confirmed by complementary studies. The effect of an imbalance in the quantity of
this receptor, which occurs in the TT genotype, could be associated with a greater

chance or urge Ul in older women.

Key words: Serotonin 2A Receptor; Polymorphism; Genetic; Receptor; Serotonin; 5-

HT2A; Urinary incontinence; Urodynamics; Aged; Female.
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1 INTRODUCAO

7

Um dos fenbmenos mais marcantes da atualidade é o envelhecimento da
populacdo. Nas ultimas décadas tem-se observado crescente aumento da parcela
de idosos em relacdo a populacdo geral, tanto em proporcdo como em numero

absoluto.!

O envelhecimento populacional tem sido verificado ndo apenas em paises
industrializados. No Brasil, isto também tem ocorrido gracas a reducdo da
mortalidade e da natalidade infantil, e ao aumento na expectativa de vida.
Adicionalmente, programas de conscientizacdo e de planejamento familiar
associados a melhoria das condi¢cdes de saneamento basico e de avancos técnico-
cientificos na area da saude tém favorecido o aumento da esperanca de vida da
populacdo e, portanto, o aumento do nimero de idosos.?

Muitos idosos apresentam problemas mentais e, ou, fisicos que implicam em
limitacdes funcionais. Muitos dessas requerem atencao especial da familia ou de
enfermagem especializada. Grande parte desses problemas é de carater urolégico,

como, por exemplo, a incontinéncia, retencéo e as infec¢des urinarias.®

A incontinéncia urinaria € considerada o sintoma que mais compromete a
qualidade de vida dos idosos, trazendo severo impacto emocional para o paciente e
para a familia, além de grande desgaste financeiro.* Essa condicdo traz como
consequéncia: dermatites, quedas e fraturas, infec¢cdes, depressdo, ansiedade,

isolamento social e severa reducdo na atividade fisica e produtividade.”

A Sociedade Internacional de Continéncia (ICS) definia incontinéncia urinaria
como a perda involuntaria de qualquer quantidade de urina capaz de representar um
problema social e, ou, higiénico.® Recente publicacdo do subcomité de terminologia
e normatizagdo das fung¢des do trato urinario inferior da ICS apresenta as novas
definicbes e modificagbes das antigas denominacbes das disfungbes do trato
urinério inferior, redefinindo sinais, sintomas, observacfes e estudos urodindmicos
para serem empregados em todos as faixas etarias, desde criancas até idosos.’
Sendo assim, incontinéncia urinaria passa a ser considerada “qualquer perda

involuntaria de urina.”®
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De maneira resumida, o processo miccional € composto por duas fases:
armazenamento e eliminacdo da urina, e depende da integridade das estruturas
anatdbmicas do trato urinario inferior e suas conexdes com 0s sistemas nervosos

auténomo periférico e central.’

O envelhecimento normal imprime modificacbes estruturais e funcionais no
trato urinario inferior em ambos o0s sexos, fato verificado tanto em individuos normais

como em individuos incontinentes.®

Vérias estruturas anatdmicas encontram-se envolvidas no ciclo miccional
normal. Varios neurotransmissores e neuroreceptores exercem acdes de controle
das fungbes do TUI. Estudos funcionais tém mostrado que 0s agonistas
serotonérgicos, geralmente, suprimem a atividade parassimpéatica e aumentam a
atividade somatica e simpatica, enquanto os antagonistas exercem papel contrario.
Parte desta acdo parece ser decorrente da modulacdo central de vias aferentes
vesicais, podendo tornar-se, particularmente, mais aparente quando a bexiga é
irritada por instilacdo com acido acético, que determina supressdo da atividade

aferente priméaria da serotonina.®**

Varios subtipos de receptores da serotonina foram identificados nos trés
centros medulares miccionais (5HT-1A, 5HT-2 e 5HT-3). Assim, a serotonina vem
ganhando interesse clinico pelo seu efeito potencializador nos mecanismos proé-

continéncia.®*!
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 INCONTINENCIA URINARIA E ENVELHECIMENTO; ASPECTOS
EPIDEMIOLOGICOS

A incontinéncia urinaria (IU) é condi¢do prevalente entre idosos com efeitos
negativos ndo apenas no que tange a saude. A principal consequéncia da IU é o
comprometimento da qualidade de vida incluindo a saude sexual. Isto porque a
incontinéncia urinaria estd associada a reducédo da libido e do trofismo vaginal e
dispareunia. Muitas mulheres com incontinéncia relatam perda de urina durante o
intercurso, 0 que causa embaraco, constrangimento e problemas no

relacionamento.*?

Uma revisdo recente feita por Rogers e cols.’® publicada no The New England
Journal of Medicine comenta que: aproximadamente 25% das mulheres pré-
menopausicas e 40% das pds-menopausicas relatam perda de urina. Nem todas
consideravam esta condicdo como problema. Entretanto, 10% das mulheres pré-
menopausicas relatam episodios diarios de IU, sendo que em um terco delas, eles

ocorrem semanalmente.

Apesar do impacto da incontinéncia na vida da mulher, pouco mais da metade
delas considera a IU um problema que justifique a busca pelo auxilio médico. Além
do mais, muitas vezes, quando a mulher busca auxilio, alguns profissionais podem
ndo estar suficientemente preparado para realizar o diagnéstico correto e oferecer

terapéutica adequada.*?

Um dos aspectos epidemiol6égicos importantes € o aumento da prevaléncia da
IU proporcionalmente a idade. O envelhecimento biol6gico é caracterizado por
acumulo de disfungcbes morfofisiolégicas que afetam também o sistema
genitourinario. Estas modificacdes podem originar graus variados de disfungéo

miccional nesta faixa etaria incluindo 1U.°

Embora a IU traga graves repercussdes e comprometimentos na vida diaria

de individuos idosos, o adequado diagnostico desta condicdo, invariavelmente,
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melhora o sintoma e, freqlientemente, restabelece a continéncia em grande numero
destes individuos.’® Como a IU do idoso estd associada as modificacbes
biogerontoldgicas, seu manejo difere daquele empregado em pacientes de faixas

etarias mais jovens.'%*

Os sintomas do TUI na populacdo idosa sdo agravados pela presenca de
multiplas morbidades comuns, especialmente as doencas ndo transmissiveis,
geralmente associadas a polifarmacia. Deste modo, a IU em individuos idosos
quase sempre é multifatorial, os quais ndo estdo relacionados diretamente com
patologias do sistema genitourinario. Adicionalmente, sua abordagem terapéutica
deve basear-se na andlise sistémica das condi¢des clinica e bioldgica do idoso. Para
tanto, clinicos, urologistas e ginecologistas devem estabelecer padrdes primarios de
amplo espectro sempre que tratarem idosos, considerando todos os fatores capazes

de afetar a continéncia.'°

A relevancia do tratamento da IU no idoso ndo se resume apenas aos
aspectos clinicos, afeta também o relacionamento social e representa o principal
fator no processo de decisdo da institucionalizacdo do idoso pela familia.'® Em
termos epidemioldgicos, a IU nos idosos tem prevaléncia estimada em 30% dos
idosos que vivem em comunidade e de 50% daqueles que vivem em instituicdes.” A
sua incidéncia é de 10% em idosos do género masculino e de 20% em idosos do

género feminino.'*>

Um estudo prévio realizado em 206 idosos atendidos no ambulatério do
Servico de Geriatria do Hospital Sdo Lucas da Pontificia Universidade Catdlica do
Rio Grande do Sul observou uma prevaléncia de 35% de incontinéncia. No grupo
dos afetados, 82% eram do género feminino que apresentavam associacao entre
esta morbidade e severo impacto psico-social.”

DuBeau’®, no seu trabalho “Clinical presentation and diagnosis of urinary
incontinence” publicado em 2008, comenta que muitos pacientes relutam em discutir
sobre sua incontinéncia, mas, que esta questdo deve ser averiguada clinicamente,
principalmente, em mulheres que tiveram filhos, pacientes com morbidades como
diabetes e doencas neurolégicas e todos os individuos com idade igual ou acima de
65 anos. Assim, a investigacao relacionada a IU deve, portanto, incorporar avaliacao

da qualidade da saude. Para tanto, a autora sugere que as seguintes questdes sejam
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investigadas: (1) vocé perde urina sem querer? (2) vocé perde urina quando vocé ri ou
faz exercicio? (3) vocé perde urina quando esta indo para o banheiro? (4) vocé usa
algum tipo de protecao (pano, papel, absorvente) para se proteger da perda de urina?
A perda de urina também pode apresentar uma variedade de sintomas especificos

qgue ndo necessariamente implicam em diagnosticos especificos.

Deste modo, o conjunto dos resultados obtidos até o presente momento
indica que investigacOes relacionadas com a prospeccdo de fatores de riscos
adicionais a disfuncdo miccional sdo de grande relevancia na clinica médica, como

as variaveis biomédicas, ambientais, e genéticas.

2.2 MORFO-FISIOLOGIA DA MICCAO ASSOCIADA A ETIOLOGIA E CLINICA DA
INCONTINENCIA URINARIA

Em termos fisiologicos o TUI, representado pela bexiga e pelo complexo
vesico-uretral tem por fungcdo armazenar e esvaziar todo o conteudo de urina
produzido pelos rins, em intervalos de tempos adequados, de forma facil, indolor, em
local socialmente aceito, sem que se perceba escape liquido nos intervalos ou a
permanéncia de residuo urinario na bexiga no final do ato. Para que isto ocorra é
necessario que exista integridade da complexa inervacéo central e periférica (neuro-
hormonal), e adequada coordenacdo autbnoma e voluntaria (neuro-muscular e
cognitiva), assim como das estruturas efetoras do TUI,° que se encontram

esquematizadas na Figura 1.
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Figura 1 — Esquema geral das estruturas anatdbmicas do trato urinario inferior em mulheres e
homens."’

Apesar de a miccdo ser um ato reflexo medular simples, a mesma esta
submetida ao controle nervoso central e periférico. A seqiiéncia de eventos deste
processo pode ser resumida como se segue.

O enchimento vesical causa o estiramento muscular que, excita os receptores
proprioceptivos localizados no interior do detrusor, que por sua vez gera impulsos
aferentes de baixa frequiéncia que atingem o centro medular da miccao localizado na

regido sacral.’®

O processo de producdo e de armazenamento temporario de urina na bexiga
representa um dos maiores desafios fisioldgicos. Isto porque, o volume continuo de
urina excretado pelos rins ndo é eliminado com a mesma velocidade com que é
produzido. Basicamente, esta coordenacdo sé € possivel gracas a dois eventos
simultaneos no ciclo miccional: 1) relaxamento do detrusor que permite acomodacao
do aumento progressivo do volume de urina na bexiga, sem elevagcdo da pressao
intravesical, e 2) a contracdo do colo vesical, da uretra e do andar pélvico que

promove a necessaria resisténcia uretral que previne a IU involuntaria.®*8

BN

Durante a fase enchimento vesical, gracas a integridade e as conexdes
neuro-urolégicas, muito do que acontece, diariamente, no sistema urinario ndo é
percebido, até o momento em que ocorre a sensagdo do primeiro desejo, sem que

isto implique no inicio automatico de miccao. Habitualmente, baseado em principios
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sociais regidos pelos costumes culturais, o intervalo aguardado entre o primeiro
desejo e o inicio do esvaziamento vesical, em individuos habilitados, depende do
tempo gasto para 0 acesso ao toalete. A partir deste momento, a uretra e o andar
pélvico se relaxam e o detrusor se contrai para eliminar a urina. Em situacfes
peculiares, na presenca de qualquer tipo de impedimento para urinar, o detrusor
permanecera relaxado e a uretra contraida garantindo a continéncia por intervalo de

tempo mais prolongado, até que ocorra oportunidade ou condi¢ées para tal.*®

Esta automacéo, usualmente envolve o sistema nervoso central (SNC) e parte
do sistema periférico autbnomo. Seguindo este raciocinio, a sensagdo do primeiro
desejo durante o enchimento vesical, aparentemente, envolve um significativo
namero de processos cognitivos acompanhados de vontade e guiados pelo
comportamento. Isto tipicamente envolve o SNC no processo de informacdo e a
musculatura esquelética estriada para exercer a resultante da atividade proposta

(como deslocamento ao toalete e concomitante reducéo da resisténcia uretral).'®

A parede da bexiga urinaria € composta por unidades funcionais e fasciculos
de musculo liso detrusor com propriedades visco-elasticas e habilidade para se
contrair e se relaxar em intervalos de tempo variados (variando as relagdes de
tamanho e tensdo em suas fibras). Esta atividade € regulada por nervos externos,
multiplos receptores e seus neurotransmissores/moduladores, e de vias

sinalizadoras especializadas no controle aferente e eferente do TUI.%**

Outro aspecto relevante é o de que o tecido muscular liso,
independentemente da funcéo e do sistema envolvido, possui propriedades comuns.
Outrossim, a musculatura lisa da parede vesical apresenta grande variabilidade néao
somente na sua ultra-estrutura, mas, também em suas propriedades regulatorias,
contratiidade e eletrofisiologia, além da sensibilidade a drogas e aos
neurotransmissores. Conhecimentos adquiridos sobre estrutura e funcionalidade
deste tecido sdo de utilidade na abordagem terapéutica das disfun¢des do trato
urinario inferior. Ao contrario, muito dos conceitos atuais baseiam-se em
experimentacdo animal, trazendo certas restricbes quando extrapoladas para
humanos, como por exemplo, a variacdo de volume entre espécies (capacidade

vesical: camundongos, 0,15 mL, rato =1 mL, humanos = 500 mL).*
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Sendo a bexiga um oOrgdo esférico,b com o0 estiramento muscular
uniformemente distribuido em toda sua parede, de forma isotropica homogénea
(relacdo nao linear entre estiramento e tensédo passiva) permite que o enchimento
vesical ocorra a baixa pressdo, o que implica que a bexiga se relaxe durante esta
fase. Disturbios da funcdo de armazenamento podem resultar em sintomas irritativos
do trato urinario inferior (LUTS), tais como urgéncia, freqiéncia e incontinéncia de
urgéncia — encontrados na sindrome da bexiga hiperativa. A sindrome da bexiga
hiperativa, que pode ser devida a contragdes detrusoras involuntarias durante a fase
de enchimento vesical, é freqliente e pouco relatada, sua real prevaléncia € motivo

de constantes investigacdes.**°

Por outro lado, o esvaziamento vesical requer contracdo coordenada da
bexiga e relaxamento simultaneo da uretra. Distlrbios da funcdo miccional podem
levar a sintomas como hesitacdo, jato urinario fraco, sensacdo de esvaziamento
incompleto, gotejamento pds-miccional. Os LUTS aumentam marcadamente com a
idade, tanto em homens como em mulheres, sendo responsaveis por desagradavel
e desconfortavel comprometimento da qualidade de vida entre idosos.
Particularmente, devido ao aumento de conhecimento dos LUTS e a falta de
tratamento efetivo desta desordem, o interesse e constantes pesquisas sobre

fisiologia e patologias do TUI tém aumentado nas Ultimas décadas.®*

Disfungbes do TUI podem ocorrer como consequéncia de alteracdes
morfologicas e funcionais dos 6rgdos e das estruturas que o compde. Da mesma
forma, varios fatores podem interferir no controle nervoso central e periférico do ciclo
miccional. Em particular podemos citar 0S receptores e neurotransmissores
envolvidos no processo miccional, na fisiologia da contracdo e do relaxamento da
musculatura lisa da bexiga, bem como da musculatura lisa e esquelética da uretra.
Estes aspectos sdo relevantes na compreensdo dos principais mecanismos
envolvidos nos processos fisiopatolégicos da funcdo vesical que ocorrem com o
envelhecimento, com a obstrugcdo infravesical, com a hipertrofia e com a

hiperatividade detrusora.’

Assim, 0 que antes parecia tratar-se de simples funcdo de um segmento de
musculo liso (vesical) é, realmente, um processo fisiologico, altamente especializado,

controlado pelo SNC, bem como pelos sistemas nervosos autdnomo e somatico. °
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O segmento uretro-vesical do TUI é coordenado na formacao reticular da
Ponte que, simultaneamente, diminui a resisténcia uretral em resposta a contracao
vesical; mecanismo inverso € verificado durante a diastole detrusora. A manutencéo
destas acOes ¢é feita pela relacdo dos sistemas neuro-humoral-muscular
representado pelos esfincteres interno (muasculo liso — colo vesical) e pelo esfincter
estriado uretral distal que permite o adequado armazenamento de urina e sua
eliminacdo voluntaria. Estas informacdes sdo importantes uma vez que estdo
diretamente relacionadas com a miccdo e com a continéncia. %% A Figura 2

esboca a sequéncia ordenada do ciclo miccional.

Fase de Armazenamento Fase de
Esvaziamento

7\
hd

Presséo
na Bexiga,

—

Bexiga 1a vontade Bexiga
Enchendo de urinar Vontade Enchendo
Normal de
urinar
Esfincter uretral Esfincter uretral Esfincter uretral Esfincter uretral
Contrai Mantém a contracao Mantém relaxa Contrai
+ + (Controle voluntario) +
Assoalho pélvico Assoalho pélvico + Assoalho pélvico
Contrai Contraido Assoalho pélvico Contrai
+ + Relaxa +
Musculo detrusor | | Masculo detrusor + Musculo detrusor
relaxa relaxado Musculo detrusor relaxa
Contrai
|_. MICCAO

Figura 2 — Esquema geral do ciclo da micgao."’

A complacéncia vesical € a propriedade mais freqientemente comprometida
nas disfungcbes de armazenamento do TUI; relaciona-se, diretamente, com a
capacidade de acomodacéo do detrusor, definida como o volume necessario para

elevar a pressao detrusora de 1 cmH,0. Assim, a complacéncia vesical (C)
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bY

correlaciona o aumento de volume (V) relativo a correspondente mudanga na

pressdo intravesical (P): C= AV / AP. °

O neurotransmissor responsavel por este controle é a noradrenalina liberada
por descarga téraco-lombar simpatica do nervo hipogastrico, que por sua vez ira
estimular os receptores adrenérgicos, subtipo B3 das células do corpo vesical em

humanos, reduzindo o seu tdnus.*®

Apesar da existéncia de outros subtipos de receptores adrenérgicos na bexiga
de humanos e de outras espécies, a expressdao desses nao € totalmente

esclarecida, tendo maior significado em estados patolégicos.*®

Outro mecanismo de controle dindmico da continéncia urinaria (enchimento
vesical) € a contracdo do colo vesical, da uretra e do andar pélvico, que aumenta a
resisténcia uretral gerando gradiente de presséo positivo entre a bexiga e a uretra.
Primariamente, o aumento do tdnus na uretra proximal se deve a liberacdo de

noradrenalina nos receptores adrenérgicos, subtipo A 1A dos neurbnios simpéticos

oriundos do plexo hipogastrico (téraco-lombar, segmento T10 — L1).>*®

Aliados a funcéo da uretra proximal, o esfincter externo e a musculatura do
andar pélvico recebem estimulos somaticos dos nervos pudendos e dos nervos
sacrais (medula sacral, segmentos S2, S3 e S4), respectivamente. O aumento da
atividade nestas estruturas esqueléticas deve-se a liberacdo de acetilcolina nos
receptores nicotinicos dos neurdnios parassimpaticos ai localizados. Estas
estruturas sdo, particularmente, importantes no processo de manutencdo da
continéncia durante manobras de stress. Do mesmo modo que o0 aumento da
distensdo vesical € acompanhado de aumento da frequéncia dos estimulos
aferentes e correspondente aumento do tdbnus da musculatura uretral e perineal, a
subita elevacdo de pressdo abdominal é acompanhada da simultanea elevacao
correspondente de resisténcia uretral (reflexo guardido) evitando que ocorra escape

de urina.®'®

Em individuos normais, antes que o reflexo miccional seja finalizado com a
resposta motora detrusora, sinais aferentes sdo conduzidos até o tronco e ao cortex
cerebral, onde serdo analisadas. A partir de entdo, o ato miccional ocorrera ou sera

inibido através do controle do reflexo medular sacral (ntcleo de Onuf). Existindo
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integridade das estruturas neuronais, musculares e de suas conexdes e, se 0
momento e o local forem socialmente apropriados, o centro pontino (formacéo
reticular) libera o reflexo miccional de forma coordenada, permitindo que ocorra
contracdo detrusora sustentada e de intensidade suficiente para eliminar todo o
volume de urina armazenada. Adicionalmente a resisténcia uretral é diminuida

simultaneamente com o relaxamento dos esfincteres interno e externo.*®

Nas fases iniciais da mic¢ao, quando o nervo pélvico (medula sacral S2, S3 e
S4) é estimulado, ocorre liberacdo de acetilcolina que, por sua vez, estimula os
neurdnios pos-juncionais dos receptores muscarinicos, subtipo M3, aumentando a
pressao intravesical durante a mic¢do. Existem fortes indicios de que a acetilcolina e
outros neurotransmissores de origem nao neuronal sédo, igualmente, liberados em
resposta a distensdo da parede vesical, preferencialmente, a partir do urotélio. A
contracdo gerada pela acao conjunta destas moléculas pode ser mais facilmente
percebida durante a fase de armazenamento e, predominantemente, em bexigas
doentes. Adicionalmente, o relaxamento da musculatura lisa uretral durante a
miccdo € mediada pela ativacdo das vias parassimpaticas, sendo a acetilcolina
liberada junto & musculatura do colo vesical e uretra com o objetivo de liberar 6xido
nitrico, que exerce a funcdo de neurotransmissor inibitério promotor da reducgdo de
estimulos excitatérios para a uretra. Desta maneira, o processo da elevacdo da
pressdo intravesical € acompanhado de reducdo da resisténcia nestes tecidos,

imediatamente, antes e durante a mic¢&o.%*®

Assim, a inter-relacdo neuro-muscular permite que o TUI exerca suas funcdes
plenas, evitando a incontinéncia urinaria e preservando a funcao do trato urinério

superior. 111821

Em outras palavras, mesmo que modulada pelo sistema nervoso auténomo, a
miccdo é um ato reflexo medular controlado voluntariamente. A Figura 3 apresenta

um esquema geral dos centros nervosos de controle da micgéo.
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Figura 3 — Esquema geral dos principais centros de controle da micc;éo.17

O processo completo de retencéo e liberacdo da urina (miccdo) pela bexiga é
bastante complexo. Portanto, a capacidade de controlar a mic¢gdo pode ser
comprometida em diferentes etapas por conta de varias anormalidades. O resultado
dessas anormalidades € a IU (perda de controle). Por este motivo, existem diversos
tipos de incontinéncia urinaria cuja prevaléncia varia de acordo com o subgrupo
populacional. Do ponto de vista clinico a IU pode ser classificada em transitoria e

estabelecida.®1%?

A IU transitoria, ou reversivel, caracteriza-se usualmente por condicfes
clinicas agudas ou pelo uso de medicamentos. Tende a resolucdo uma vez
removida a causa ou as causas, como por exemplo: uretrite, delirium, vaginite
atréfica, infeccdo urinaria, restricdo de mobilidade, aumento do débito urinério,

medicamentos, impactacao fecal e distlrbios psiquicos.®!01%1>:20

Um recente estudo realizado na Suécia mostrou forte associacao entre IU e
bacteriliria assintomatica em mulheres muito idosas (=80 anos).?* Muitos
medicamentos também podem apresentar efeitos colaterais que afetam a
capacidade funcional da bexiga ou uretra. Estes incluem diuréticos e até mesmo

medicamentos que aparentemente nado incidiriam sobre a fisiologia do trato urinério.
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Por exemplo, um estudo de caso, recentemente publicado por Hergiiner?®, sugere
que a risperidona, medicamento antipsicotico, pode induzir a IU e causar problemas

Severos aos pacientes.

A IU estabelecida néo se relaciona exclusivamente com problemas agudos e
pode persistir ao longo do tempo. E habitualmente relacionada com problemas do
TU1.510121518 Ng Figura 4 podemos comparar os diferentes mecanismos de
continéncia e os diferentes tipos de incontinéncia urinaria. O Quadro 1 traz uma

sintese dos principais tipos e causas da IU, com a respectiva descri¢do e causas.®

Normal ( continente) Incontinéncia urinaria de urgéncia
Capacidade normal, bexiga relaxada Capacidade reduzida

Resisténcia uretral conservada OAB

Bexiga
Uretra
Incontinéncia urinaria de esforco Incontinéncia urinaria mista

Resisténcia uretral reduzida Capacidade reduzida, OAB
SRR Resisténcia uretral reduzida

Figura 4 — Mecanismo de continéncia comparado aos diferentes tipos de incontinéncia urinaria.**



Tipo

Incontinéncia de

urgéncia

Incontinéncia por

esforco

Incontinéncia por

transbordamento

Incontinéncia

funcional

Incontinéncia mista

Descricao

Incapacidade de retardar o desejo
miccional; € a mais comum nos
idosos.

Urgéncia= desejo subito de urinar

Escape de urina definido pela perda
involuntaria de urina durante o
aumento da pressdo abdominal
(tosse, riso, exercicios fisicos, espirro

ou levantar um objeto pesado).

Acumulo de urina na bexiga que se
torna muito grande para que o
esfincter urinario consiga reter, e,
consequentemente, a urina escapa
intermitentemente, freqlientemente

sem sensacao da bexiga.

Perda de urina sem comprometimento
dos mecanismos de continéncia por
incapacidade funcional, fisica,

psicoldgica, cognitiva e ambiental

Combinacao de incontinéncia de
esforco e de urgéncia. Acomete 30%
dos idosos. A avaliacdo urodinamica
mostra hiperatividade detrusora e

incontinéncia de esforgo.

Algumas Causas Possiveis

 Bexiga hiperativa

* Obstrugao do fluxo urinario

« Calculos e tumores na bexiga

* Medicamentos, especialmente os
diuréticos

* Fraqueza do esfincter urinario (o
musculo que controla o fluxo urinario
da bexiga)

* Nas mulheres, diminuigao da
resisténcia ao fluxo urinario através da
uretra; comumente causada pela
deficiéncia de estrogénio

* Alteragdes anatémicas causadas por
multiplos partos ou por uma cirurgia
pélvica

* Nos homens, remogao da prostata
ou uma lesédo da parte superior da

uretra ou do colo da bexiga

* Obstrugao do fluxo urinario,
usualmente causada pelo aumento
benigno ou pelo cancer de préstata
nos homens e pela estenose uretral
(defeito congénito) nas criangas

* Musculatura da bexiga enfraquecida
* Disfungao nervosa

* Medicamentos

« Disturbios emocionais (p.ex.,
depressao)

* Regresséo

* Disturbios de mobilidade

* Hostilidade e falta de assisténcia

» Combinagéao das causas acima

Quadro 1 — Principais tipos e causas de incontinéncia urinaria estabelecida.’
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Em resumo, a incontinéncia urindria pode ser decorrente de alteracbes
cerebrais, alteracfes vesicais ou uretrais, ou problemas relacionados as fibras
nervosas que inervam a bexiga. Estas sdo muito prevalentes em mulheres e idosos.
Independentemente do sexo, o envelhecimento determina caracteristicas peculiares

ao comportamento do trato urinario inferior:

a) reducao da capacidade da bexiga;

b) aumento do residuo pds-miccional;

c) presenca de contrac¢des involuntarias da bexiga (2/3 dos idosos);
d) impossibilidade de retardar o desejo miccional.

Adicionalmente, dois fatores externos mais importantes ao trato urinario,
implicados na precipitacao da IU em idosos, sdo a reducao da mobilidade e do nivel

de consciéncia.!®®®

Em qualquer idade, a continéncia ndo depende apenas da integridade do trato

urinario inferiort®*%1°

e dos mecanismos fisioldgicos envolvidos no armazenamento e
na eliminacdo da urina. O envelhecimento normal do aparelho urinario quando
acompanhado de comprometimento da capacidade cognitiva, da mobilidade, da
destreza manual e da motivacdo aumenta a predisposicdo a incontinéncia urinaria

nestes individuos.®

A grande maioria dos idosos é continente. Entretanto, fatores como farmacos
e algumas doencas podem comprometer o delicado equilibrio funcional normal do
trato urinario inferior. Aproximadamente em 1/3 dos casos a IU geriatrica apresenta-

se com mais de uma causa.'®®®

O estudo urodindmico permite analise funcional do trato urinario inferior e
interpretacdo fisiopatoldégica dos sinais e sintomas. Da mesma maneira, a
urodinamica, além de representar ferramenta propedéutica que permite avaliar as
deficiéncias de armazenamento vesical e de outras disfungdes miccionais, também
oportuniza a adequada selecdo de tratamento para 0s pacientes.’ A adequada
investigacdo da IU deve basear-se primariamente na histéria clinica. A urodindmica

como ciéncia aplicavel a clinica, é relativamente recente. Avancos tecnoldgicos tém
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ampliado sua utilizacdo na investigacdo de estados fisiopatologicos da funcgéo

vesical, da uretra e do andar pélvico.*®

Embora seu preciso papel em idosos ndo esteja bem estabelecido, a
avaliacdo urodinamica, de maneira geral, deve ser empregada sempre que O
diagndstico incerto acarretar prejuizos aos resultados terapéuticos e, igualmente,
quando o tratamento empirico falhar e for necessario outro tipo de abordagem.®
Adicionalmente, mesmo para idosos comprometidos a urodinamica é reprodutivel e

segura.’®

A indicacao da investigacao urodindmica complementar, diagnostica, tem sido
discutida para pacientes do sexo feminino com historia classica de IU de esforco, e
para idosos com boa resposta ao tratamento conservador inicial da incontinéncia
urinaria. Apesar de ser um método invasivo é considerado de eleicdo na

investigacado das disfuncdes do trato urinario inferior. 2°

Vérios autores consideram inadequada a tentativa de fazer diagndstico de
incontinéncia urinaria com base, unicamente, nos sintomas clinicos, visto que o0s
sintomas do trato urinario inferior (LUTS), geralmente, ndo sdo especificos.
Aproximadamente 20% dos diagnésticos de LUTS sdao incorretos quando baseados
apenas nos sintomas clinicos. A urodinamica € importante para o diagndstico
definitivo das disfuncdes miccionais antes de ser implementado qualquer tipo de
terapéutica, e indispensavel naquelas com implicacdes cirrgicas.?® Portanto, a
investigacdo computadorizada ndo deveria ser utilizada isoladamente, mas, sim,
como parte do armamentario diagndstico no contexto da historia clinica, analise da
quantificacdo dos prejuizos e do comprometimento da qualidade de vida, diario
miccional e exame fisico.?’ Adicionalmente, outra indicacdo do método é a sua

utilizacdo em pesquisa clinica.

De acordo com Homma?®, da Universidade de Téquio, a investigacdo
urodinamica nao preenche todos os critérios para ser considerada “gold standard’,
entretanto, concorda que ela contribui para a detalhada analise clinica e melhor
compreensao da fisiopatologia da incontinéncia. No presente, o emprego desta
metodologia ndo esta bem definido, ainda; por ser método invasivo, na pratica

clinica deve ser considerado o beneficio, o custo e a viabilidade. Estudos bem
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conduzidos, prospectivos e randomizados s&o essenciais para determinagao

objetiva de evidéncias que justifiquem o emprego deste tipo de exame.*

Como visto anteriormente, a caracteristica mais comum do envelhecimento
sdo as multipatologias ou plurimorbidades que deprimem a qualidade de vida entre
os idosos.* Esta situacdo é agravada em paises em desenvolvimento, como é o
caso do Brasil. Neste contexto, como a sociedade brasileira apresenta varias
limitacdes no campo socio-cultural-econémico, o impacto do aumento do numero de

individuos portadores destas doencas pode ser avassalador.

O controle epidemiolégico da maioria das doencas ndo transmissiveis é
somente possivel através da prevencdo de fatores de risco associados e do
diagndstico precoce, uma vez que tais fatores podem ser manejados, evitando,
assim, a instalacdo e a progressdo da doenca. Esta pratica vem sendo cada vez
mais incorporada a rotina médica através da Medicina Preventiva. Contudo, a
medida que o tempo de vida avanca, o potencial benéfico de muitas intervencdes
preventivo-terapéuticas diminui.*® Neste sentido, quanto mais precocemente se
incidir sobre os fatores de risco, menor sera a probabilidade de instalacdo, de
manifestacéo e de evolucéo de estados patologicos. Adicionalmente, os esforcos da
prevencdo devem ser voltados para o aumento do tempo de vida saudavel, e nao
apenas ao prolongamento da vida com uma saude precaria (qualidade e néao
quantidade de vida). Esta concepcédo € ainda mais forte na geriatria, isso porque a
prevencdo das disfuncdes e declinios que também podem afetar a vida do idoso é

t&0 ou mais importante que apenas a prevencéo das doencas.®

Assim, diagnosticar e tratar a IU, principalmente em mulheres idosas, tem
uma repercussao sistémica sobre a saude e sobre a qualidade de vida. Isto porque a
perda da continéncia urinaria pode afetar até 50% das mulheres em alguma fase de
suas vidas, e a vida social das mesmas passa a depender da disponibilidade de
toaletes.** Os dois maiores problemas sociais relacionados & IU é o embaraco e o
odor de urina. Outra condi¢cdo relacionada a incontinéncia é o seu impacto no
intercurso sexual, pois as mulheres incontinentes muitas vezes tém medo de perder
urina ou de ter que interromper o ato sexual para urinar. Outros estudos também

sugerem que a incontinéncia afeta a qualidade do sono.® Por tal motivo, estéo
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sendo desenvolvidos instrumentos para avaliar esta IU e qualidade de vida em nivel

mundial e alguns j& sdo validados no Brasil.>*

Apesar deste panorama clinico-epidemiolégico, pode-se dizer que os estudos
sobre IU, até o presente realizados, ainda ndo elucidaram todos os aspectos
etiolégicos dos diversos tipos de IU, existindo forte necessidade de investigacfes
mais aprofundadas sobre: (1) os processos bioquimico-moleculares associados a
morfo-fisiologia da IU; (2) aumento no numero de estudos epidemioldgicos,
principalmente, em paises em desenvolvimento como € o caso do Brasil; (3)
investigagBes sobre métodos diagndsticos e terapéuticos com abordagem de ponta

como o caso da regeneracdao tecidual com células tronco.

Por exemplo, depresséo e IU podem estar associadas como demonstrado
pelo estudo realizado por Zorn et al.* No estudo foram incluidas 115 mulheres com
diagnéstico de depressdo e 80 controles. No caso, 30% das mulheres com
depressao apresentavam IU idiopatica enquanto no grupo controle esta prevaléncia
foi significativamente mais baixa (17%). Os autores sugeriram que esta forte
associacao entre depresséo e IU de origem idiopatica poderia estar relacionada com
a modulacdo do sistema serotonérgico. Estes achados justificam a eficiéncia do

tratamento da incontinéncia de urgéncia empregando compostos serotonérgicos.

Para tanto, multiplos aspectos precisam ser focados de modo mais especifico
como é o caso da modulagcdo da continéncia urinaria pelo sistema
serotonérgico e alteracbes que podem levar aos estados patologicos de

incontinéncia.

2.3 INCONTINENCIA URINARIA E O SISTEMA SEROTONERGICO

O processo de miccdo € complexo e envolve ciclo continuo (Figura 5)
comandado por circuito nervoso que possui receptores e ligantes relacionados ao

reflexo de mic¢do (Quadro 2) incluindo a serotonina.



Libera Nucleo pontino da micgao
Tronco cerebral

\ | Glutamato
I
|
|
|
! Acio indireta: Libera:
@ : gao Indrefx Noraepinefrina

I @ Serotonina
$2-54

Controle medular
da micgao
Nucleo de Onuf

Potencializa
a acao nicotinica
Masculo

: ( bl ————0a Bexiga

i

A7\

1 Libera S
Acetilcolina Relaxa o
Nicotinica Detrusor +

Inibe o ténus

* muscarinico

v

Acao direta:

Rabdoesfincter /

Andar pélvico t Contragao
musculo-esquelética

A4
@ Promocao da continéncia urinaria

Figura 5 — Sintese esquematica do papel neuromodulatdrio na promocao da continéncia urinaria.
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Compostos ligantes Receptores Funcéao
Noraepinefrina ARs (o,B) Reflexo de micgao
al- excitatorio
o2- inibitério
B- inibitério
Acido y-aminobutirico (GABA) GABAa Inibicao do reflexo de
GABA miccgao
Glicina GlyR Inibigéo do reflexo de
miccao
Opidides u,d,K Inibicéo do reflexo de
miccao
Serotonina 5-HT 1a7 Inibicdo do reflexo de
miccao
Dopamina D;eD; Inibicdo do reflexo de
miccao
Glutamato NMDA e Funcao excitatoria/inibitoria
AMPA
N/OFQ NOP Funcao excitatéria/inibitoria

Quadro 2 — Principais compostos ligantes e receptores do sistema nervoso central que estao
envolvidos com o reflexo de miccdo.*

No cérebro humano existem cerca de 10 bilhdes de neurdnios e estima-se
gue 250 mil pertencam ao sistema serotoninérgico. Estudos neuroquimicos mostram
que a modulacdo serotonérgica tem um papel relevante no controle da continéncia
por atuar junto as rotas neurais, medular e supra-medular e, também, no ambiente
tissular do muasculo liso detrusor, do musculo esquelético do esfincter externo uretral

e do andar pélvico.™*

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) pertence a familia de moléculas
guimicas das monoaminas, que inclui também a epinefrina, a norepinefrina e a
dopamina. E sintetizada a partir do aminoacido essencial triptofano.*® A fonte
exdgena deste aminoacido € a dieta, incluindo principalmente gréos, carnes e

laticinios. Nos territérios encefalicos o triptofano é distribuido através da circulacéo.®”
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Essa molécula possui diversos papéis fisiolégicos, como o da

neurotransmissdo, neuromodulacdo, modulacdo da liberacdo de outros
neurotransmissores e hormoénios (incluindo acetilcolina, adrenalina, dopamina,
aminoacidos excitatorios e vasopressina), regulacdo da contracdo da musculatura

lisa e da funcéo plaquetéaria.®°

Recentes avancos na bioquimica e biologia molecular revelaram que ha
quatro familias estruturais e funcionais de receptores da serotonina, sendo elas: (1)
5-HT1, (2) 5-HT2, (3) 5-HT4 a 7, (4) 5-HT3. Nas primeiras trés familias, os
receptores sdo ligados a proteina G, e na ultima os receptores sao ligantes dos

canais dos ions Na*e K*.%°

No Quadro 3 sédo apresentados os subtipos de receptores da serotonina, sua

localizacdo e funcéo.*®

Subtipo de|Localizacao Funcéao
receptor
5-HT1A Nucleo da rafe, hipocampo Auto-receptor
5-HT1B Subiculum, substancia negra Auto-receptor
5-HT1D Vasos sanglineos craniais Vasoconstricao
5-HT1E Cortex, estriado -
5-HT1F Cérebro e periferia -
5-HT2A Plaquetas Agregacao plaquetéaria
Musculo liso (intestino e vasos Contracdo
sanglineos)
Cortex cerebral Hipocampo e nucleo Excitacso neuronal
caudado i
5-HT2B Fundo gastrico Contracdo
5-HT2C Plexo cordide -
5-HT3 Nervos periféricos, area postrema Excitagdo neuronal
5-HT4 Hipocampo, trato gastrointestinal Excitacdo neuronal
5-HT5A Hipocampo Desconhecida
5-HT5B - Desconhecida
5-HT6 Estriado Desconhecida
5-HT7 Hipotalamo, intestino Desconhecida

Quadro 3 — Subtipos de receptores da serotonina, localizacéo e fungéo.

38,39
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Em humanos, a 5-HT possui multiplos efeitos relacionados com a contracao
da bexiga via acéo direta nas células da musculatura lisa ou, indiretamente, atraves
da liberacdo neuronal de acetilcolina dos neurdnios intramurais autdnomos.3"*°
Varios circuitos neuronais corticais, subcorticais e medulares estdo envolvidos na

sua coordenacdo.*

Em todas estas situacdes a serotonina age de modo direto ou indireto sobre o
mecanismo contracao-relaxamento. Entretanto, parece que seus efeitos no estimulo
contratil ou de relaxamento ndo sao iguais, exercendo comportamentos opostos
dependendo da regigdo anatdmica do TUI e da espécie animal envolvida.®*!84142
Estas diferengas possivelmente sao determinadas pela ocorréncia dos diversos tipos
de receptores serotonérgicos que se expressam de modo variado (tanto em
guantidade quanto em especificidade funcional) conforme a regido anatomo-
histologica. Sabidamente existem 14 subtipos de receptores para a serotonina cuja
presenca pode determinar se o efeito desta molécula sera indutor ou modulador da
contracdo ou do relaxamento. Além disto, este quadro aumenta de complexidade
uma vez que ainda ndo sao totalmente conhecidos todos os subtipos de receptores
serotonérgicos no trato urindrio inferior e suas vias de controle neuronal, bem como
a sua acado local e influéncia potencial da interagdo entre 0s mesmos nas suas

respostas.

Recentes estudos realizados em gatos mostraram que a 5-HT tem efeito
modulador no TUI. Esta modulac&o pode tornar-se particularmente aparente quando
a bexiga é irritada, por exemplo, fendbmeno que ocorre na presenca de acido
acético.'**?* Adicionalmente, estas pesquisas confirmaram a presenca de Vvarios
receptores da serotonina (5-HT) nos trés centros medulares da miccdo e que
guando estes receptores foram estimulados com agonistas 5-HT promoveram
modulacdo central das vias aferentes vesicais, uretrais e perineais pro-continéncia,
com reducao da atividade parassimpatica (parecendo inibir o detrusor) e aumento da
estimulacdo simpatica e somatica do rabdoesfincter. Ao contrario, a utilizacdo de
antagonista 5-HT mostrou efeitos reversos.!?*1184445 |sto porque reduz o limiar do

desencadeamento do reflexo miccional dificultando o armazenamento.
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A Figura 6 mostra a sequéncia do modelo proposto do papel do glutamato, da
serotonina (5-HT) e da noradrenalina no controle da funcao uretral durante a fase de

armazenamento vesical.

Noradrenalina

Glutamato

Serotoninal *

Esfincter
estriado
uretral

Estimulo do
Nervo Pudendo

Medula Sacral

Figura86 — Atividade do nervo Pudendo primariamente controlado no nucleo de Onuf no segmento
sacral.’

Assim, a serotonina vem ganhando interesse clinico pelo seu efeito

11234445 A Figura 7 demonstra o

amplificador dos mecanismos pré-continéncia.
esquema representativo da atividade em nivel molecular da liberagdo da 5-HT pelo

neurdbnio motor pré-sinaptico.

Apbs a ativacao do neurbnio pés-juncional, a molécula de 5-HT sofre rapida
inativacdo na fenda sinaptica através de sua recaptacao pelo neurénio liberador pré-
sinaptico. Este tipo de atividade ocorre de maneira similar nas fibras pré-sinapticas
adrenérgicas com a noradrenalina. Assim, o emprego de inibidores da recaptacao
destes dois neurotransmissores tem se mostrado Util no tratamento clinico de

incontinéncia urinaria de esforco.
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§ Local de recaptagéo 5-HT

M4 Receptor da 5-HT (5-HT2)
Liberacdo 5-HT
Pré-sinapse

Neurdnio motor - rabdoesfincter

Figura 7 — Esquema mostrando o mecanismo gerado pela serotonina na fenda juncional sendo
liberada e recaptada pelo neurbnio motor liberador, ap6s ativagdo do neurbnio péds-juncional do
rabdoesfincter originado no ndcleo de Onuf no segmento sacral medular.'®

Dos 14 subtipos de receptores conhecidos da serotonina, os subtipos 5-HT;
(1A, 1B, 1D, 1E e 1F), 5-HT, (2A, 2B, e 2C), 5-HT3 e 5-HT4 sao considerados
principais moduladores envolvidos em diferentes funcées no TUI. Os receptores 5-
HT2 em homens e em cées geram contracdo detrusora. Os receptores 5-HT3
potencializam a acao colinérgica na bexiga de coelhos. Por outro lado, os receptores
5-HT4 tém mostrado acdo inibitéria na bexiga de macaco. Adicionalmente,
receptores 5-HT localizados no urotélio de mamiferos parecem estar envolvidos com

contracao ureteral.

A miccao requer aumento da atividade contratil do detrusor acompanhado de
reducdo simultanea da resisténcia uretral. Isto pode envolver mecanismos
colinérgicos e néo colinérgicos. Os mecanismos néo colinérgicos parecem contribuir
pouco na contracdo da bexiga saudavel. Porém, podem mediar uma resposta
consideravel da estimulagdo nervosa presente em estados patolégicos. Deste modo,

o seu verdadeiro papel fisioldgico precisa ser mais bem elucidado.'®3"4°

Assim, além dos compostos serotonérgicos, Varios outros neurotransmissores

como acetilcolina, norepinefrina, dopamina, aminoacidos excitatérios e inibitérios
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também participam do controle funcional no TUI. Estudos imuno-histoquimicos tém
confirmado a presenca de receptores sensitivos e de mecanorreceptores, como por
exemplo: os vaniléides, adenosina trifosfato, purinérgicos, e de neurotransmissores
como taquicininas, neuropeptideos e peptideo da calcitonina, além de 6xido nitrico,
ATP e de acetilcolina de origem nao neuronal. Estes achados tém sugerido a forte
relacdo entre o urotélio e as camadas suburoteliais da bexiga, na resposta a
distensdo vesical tanto em individuos normais como em doentes. Neurdnios
aferentes de fibras mielinicas Ad (distenséo e estiramento) e nociceptivos primarios
ndo mielinizados C sdo o0s responsaveis pela transmissdo das sensacdes
relacionadas com o enchimento vesical ao cérebro. Esta inervacdo tem se tornado
foco de grande interesse em estudos funcionais da bexiga de individuos saudaveis e

comprometidos com disfuncées miccionais.*°

Os receptores 5-HT1A localizados nos nucleos da rafe promovem controle
inibitério da atividade espinhal; a ativacdo dos receptores poOs-sinapticos da
serotonina na medula produz efeito inibitério na contracéo detrusora.*’*® Da mesma
maneira, a administracdo intratecal de serotonina em gatos aumenta a atividade
simpatica, causando o relaxamento da musculatura da parede vesical e aumento da
capacidade vesical mediado pelos receptores 5-HT3. Adicionalmente, receptores 5-
HT2C e 5-HT1C quando estimulados, exercem acéo inibitria nos mecanismos

parassimpaticos.*’

Andlises realizadas em in vitro mostraram que a serotonina produz marcada
contracdo de segmentos musculares de bexiga. Isto também foi percebido in vivo
mediado pelos receptores 5-HT2 e 5-HT3.? No caso especifico da serotonina, os
seus receptores ja foram observados nos nucleos dos nervos Pélvicos, Hipogastrico

e Pudendo.}t#4%°

Na bexiga de humanos a serotonina tem multiplos efeitos sobre a
contratilidade evocando contragdo e modificando a liberagdo neuronal de
acetilcolina. Da mesma forma, o0s receptores 5-HT4 s&o responsaveis por
potencializar os estimulos elétricos, podendo representar potencial alvo terapéutico

para bexiga hiperativa_9'11'43‘44

O artigo denominado “Role of serotonin and noradrenaline in stress urinary

incontinence”, de Michel e Peters'!, apresenta uma importante sintese do papel
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destes neuromoduladores na fungdo miccional, na etiologia da incontinéncia e no

controle do SNC pro-continéncia da urina.

O controle do sistema nervoso no armazenamento € mic¢ao envolve centros
medulares e supra-medulares. O centro medular contém neurdnios pré-ganglionares
parassimpaticos pélvicos e simpaticos hipogastricos bem como neurbnios motores
do nervo Pudendo. Os neurdnios pré-ganglionares hipogastricos simpaticos
originam-se dos nervos simpaticos toracico-lombares (ndcleo intermédio lateral T12-
L2). O nervo Pudendo somatico se origina do segmento S2-S4 do corno ventral da
medula sacral (nucleo de Onuf). Os neurdnios pré-ganglionares parassimpéticos do
nervo pélvico originam-se do nucleo sacral também conhecido intermédio lateral S2-
S4. Assim, 0 segmento S2-S4 ocupa um papel importante na coordenacdo da
miccdo. Por este motivo € considerado o centro medular da miccdo como foi
anteriormente referido. Este coordena os impulsos dos neurdnios aferentes,
interneurdnios locais e a transmissédo do sinal para o centro miccional da Ponte
através da substancia cinzenta periaquedutal. Esta coordenacdo envolve trés
principais neurotramissores: glutamato, noradrenalina, e serotonina, que possuem
diversos subtipos de receptores expressos em varios pontos do complexo neuro-

miccional.'18

7

A origem do glutamato € o centro miccional da ponte, a serotonina é
proveniente do ndcleo da Rafe e a noradrenalina do nacleo Coeruleus. O estimulo
da serotonina e da noradrenalina na funcdo miccional tem sido demonstrado tanto
em roedores quanto em primatas. Finalmente, o nucleo simpatico e o corno dorsal
da medula no segmento S2-S4 também expressam adreno-receptores. A
coordenacao entre esfincter e detrusor parece ser de competéncia supra-medular
(nucleos Coeruleus da formacdo reticular, conhecido como centro pontino da
miccado), diretamente controlada pelas areas corticais: girus frontalis medial do lobo

frontal e porc&o anterior do girus cingulatus.***®

O glutamato parece ser o principal neurotransmissor responsavel por ativar o
mecanismo de armazenamento de urina a partir do centro medular da miccgéao,
enquanto a serotonina e a norepinefrina parecem ser 0s principais moduladores

deste processo.*®
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Em um estudo também realizado em gatos com lesdo medular, mostrou que
0s agonistas dos receptores 5-HT2 aumentam o reflexo do nervo Pudendo e que,
por outro lado, a diminuicdo da atividade deste nervo poderia ser feita por
antagonistas destes receptores. Este efeito ndo foi observado em gatos com a
medula intacta sugerindo que o efeito supra-medular dos agonistas da 5-HT2 pode

contra-atuar em nivel de medula espinhal.*!844

O comportamento e a modulacdo pro-continéncia deste circuito pode
depender da presenca de estimulos originados de areas cerebrais supra-medulares,

como o aumento do limiar de mic¢&o induzido pela serotonina.***®

Assim, a atividade serotonérgica na medula espinhal parece inibir a funcao
detrusora e estimular a funcdo do rabdoesfincter e isto envolve receptores 5-HT1A,
5-HT2 e 5-HT3, 11:18:4043-44

O tipo de tbnus exercido pela noradrenalina da medula espinhal ndo esta
totalmente esclarecido, ainda que seu efeito pareca ser dependente, sobretudo do
tipo de receptor estimulado. Pode-se dizer que os receptores noradrenérgicos (ol)
ocupam papel efetor periférico no controle simpatico, e central no controle somatico

da func&o uretral.**

Baseado no que foi exposto, o controle neuronal da continéncia pode ser
sintetizado da seguinte forma: o controle do armazenamento da bexiga é
desencadeado pela acdo glutaminérgica que, ao mesmo tempo em que desencadeia
indiretamente relaxamento da musculatura lisa da bexiga, age no aumento da
resisténcia esfincteriana via contragdo da musculatura estriada. Este processo
ocorre porque o glutamato liberado no ndcleo de Onuf induz a liberagcdo de
acetilcolina nicotinica na musculatura esquelética do andar pélvico e do esfincter
uretral externo, o que desencadeia o aumento do tdnus muscular destas estruturas e
consequente aumento da resisténcia uretral. Por sua vez, a serotonina e a
noradrenalina, além de potencializar indiretamente a acdo do glutamato agem
reduzindo a atividade colinérgica muscarinica e o tdnus da musculatura lisa da
bexiga (corpo vesical), respectivamente, favorecendo o armazenamento da urina

(complacéncia).**®
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A Figura 5 apresenta uma sintese esquemética da acéo do centro miccional
pontino e do centro medular na promoc¢do da continéncia urinaria destacando os
efeitos do glutamato, acetilcolina nicotinica, acetilcolina muscarinica, noradrenalina e

serotonina.

Desta maneira, a funcdo do trato urinario inferior é sutilmente regulada por
uma rede neuronal complexa na qual o nervo Pélvico promove uma sinalizacéo
chave para a miccdo enquanto os nervos Hipogastrico e Pudendo promovem o
armazenamento da urina. Todos os trés nervos séo controlados em nivel medular e

supra-medular.**®

Assim, variacbes genéticas nos receptores dos neurotransmissores
envolvidos nos mecanismos fisioldgicos pré-continéncia poderiam estar relacionadas
com a suscetibilidade para o estabelecimento de disfuncbes miccionais,
principalmente aquelas associadas ao envelhecimento biolégico como a do tipo
incontinéncia urinaria. Pesquisas de associacao entre polimorfismos genéticos e U
teriam relevancia ndo sé no entendimento dos aspectos etiol6gicos, mas, também,
para o desenvolvimento de terapias farmacolégicas e nao-farmacoldgicas

complementares.

O receptor 2A é pds-sinaptico e esta presente em muitas areas neocorticais
ainda que seja escasso no hipocampo e completamente ausente no nucleo da rafe
que esta localizado no tronco cerebral. Muitas acdes dos agentes serotonérgicos
tém sido atribuidas ao receptor 2A que parece ter um papel chave em outras

funcdes metabolicas do corpo como a termorregulacdo, humor, apetite e sono.

Existem trés subtipos de receptores serotonérgicos 5-HT2: 2A, 2B e 2C. Por
exemplo, o nucleo de Onuf que inerva o rabdoesfincter mostra notavel associacéo
com a serotonina e com a noraepinefrina e contém grande quantidade de receptor 5-
HT2A. Nesta regido, a ativacao destes receptores leva indiretamente ao relaxamento
da bexiga. Ja no detrusor foram detectados diferentes tipos de receptores 5-HT2; no
ser humano e em cées parecem promover a contragdo muscular via ativacao
colinérgica. Estudos em caes sugerem que o receptor 2A da serotonina media tal

contracdo muscular da bexiga. 1840434447
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Por outro lado, a administracdo crénica de farmacos triciclicos ou inibidores
da monoamina-oxidases (antidepressivos) influencia na regulacdo dos receptores 5-
HT2. Farmacos que tém uma funcdo similar aos triciclicos como € o caso da
imipramina sédo usados como agentes inibidores da recaptacdo da serotonina nas

extremidades nervosas, gerando comportamento facilitador pré-continéncia. %1847

Um potencial alvo de pesquisas genéticas associadas com a incontinéncia
urinaria € o sistema serotonérgico ja que inibidores da recaptacédo da serotonina tém
sido amplamente utilizados na terapéutica da incontinéncia urinaria feminina e

masculina.***

2.4 INCONTINENCIA URINARIA E O POLIMORFISMO T102C DO GENE
RECEPTOR 2A DA SEROTONINA

InvestigacBes sobre o papel de polimorfismos genéticos no receptor 2A da
serotonina de seres humanos comecaram a ser conduzidas desde 1994 associando
alteracdes funcionais, principalmente, com morbidades psiquiatricas. O gene do
receptor 5-HT2A esta localizado no cromossomo 13 (13g14-21) consistindo de trés
exons (sequéncias de DNA que dao origem a proteina que forma o receptor) cada
um com mais de 20kb. Entre estes polimorfismos destaca-se a mutagéo pontual no
aminoacido 102 em que uma timina € substituida por uma citosina (polimorfismo
T102C). Warren et al.*® descreveu este polimorfismo no qual foram identificados dois
alelos: T e C. Assim, os individuos a partir da heranca genética dos seus pais podem
ter os seguintes gendtipos: TT, CC e TC. Os principais aspectos que tornam
relevante as pesquisas caso-controle relacionadas a este polimorfismo estdo abaixo
sintetizados: (1) Apesar da substituicdo da citosina pela timina n&o alterar o
aminoécido na posicdo T102C, estudos conduzidos por Polesskaya e Sokolov® para
a determinacdo dos efeitos dos alelos T e C na expressédo dos receptores 5-HT2A
utilizando amostra post-mortem de seres humanos mostraram que a expressao do
alelo C no cortex temporal de individuos heterozigotos normais era

significativamente mais baixa do que a expresséo do alelo T. Neste caso os autores
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estimaram que portadores do genoétipo TT possuiriam 20% a mais de receptores
funcionais de membrana em relacdo aos CC, enquanto que os heterozigotos teriam
um fendtipo intermediario (cerca de 10% a menos de receptores); (2) Esta condicdo
fisiologica determinada pelo polimorfismo poderia lograr situacées de desequilibrio
na modulagdo serotonérgica causando efeitos sistémicos neuro-humorais e
metabdlicos que potencialmente aumentariam o risco para determinados tipos de

morbidades (principalmente neuropsiquiatricas).

Neste contexto, estudos caso-controle associando o polimorfismo T102C com
morbidades e comportamentos motivados passaram a ser conduzidos. Ainda que
alguns estudos ndo demonstraram associagao positiva entre este polimorfismo e
morbidades, outros descrevem esta associacdo. O Quadro 4 apresenta uma sintese
dos resultados publicados na literatura e indexados no Medline. No caso, portadores
do gendtipo CC ou alelo C parecem ter maior suscetibilidade a esquizofrenia,
sintomas psicéticos associados a doenca de Alzheimer, comportamento de raiva e
agressao, sindrome do panico, transtorno de ansiedade generalizada, hipertenséo
arterial sisttmica em mulheres, enxaqueca, ideacdo suicida em pacientes com maior
depressao, e tabagismo. Por outro lado, estudos caso-controle também descrevem
associacao entre portadores T/TT com maior depresséo, infarto agudo do miocardio,
acidente vascular cerebral, ingestdo preferencial de proteinas de origem animal
(principalmente carne), e incontinéncia urinaria auto-relatada por idosos que vivem

na comunidade.

Sendo assim, as associacdes positivas entre tabagismo e portadores CC e as
associacdes positivas entre portadores T/TT com ingestdo elevada de proteina
animal e incontinéncia urinaria foram investigacdes realizadas pela equipe de

pesquisa colaboradora do presente estudo.
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Morbidades e Comportamentos Autor, ano

Associacéao positiva com portadores C/CC

Esquizofrenia Penaz-Ledo et al.”*; Golimbet et
al.*; Inayama et al.”; Tay et al.>:
Williams et al.*®; Erdmann et al.*;

Spurlock et al.”’

Sintomas psicéticos na Doenca de Alzheimer (tardia, Pritchard et al.”®; Craig et |.>;
esporadica e familiar) Holmes et al.*’; Nacmias et al.*!
Diminuic&o no controle comportamental/ distirbio de humor Bjork et al.*”

Desordem afetiva sazonal Arias et al.*®

Melhor resposta ao tratamento antidepressivo Minov et al.**

Ideacédo suicida em pacientes com depressdo maior Du et al.”

Suicidio Geijer et al.®®

Alcoolismo associado com histéria de problemas Hwu e Chen®’

comportamentais em homens

Aura de enxaqueca Erdal et al.®®

Hipertens&o essencial em mulheres Liolitsa et al.*

Sindrome do panico Unschuld et al.”

Transtorno de ansiedade generalizada Lochner et al.”*
Comportamentos de raiva e agressao Giegling et al.”*; Jokela et al.”
Tabagismo Prado-Lima et al.”*

Associacéao positiva com portadores T/TT

Resposta mais efetiva a Clozapina (neuroléptico utilizado Arranz et al.”

em pacientes esquizofrénicos)

Depressdo maior Zhang et al.”
Severidade da dor em pacientes com fibromialgia Bondy et al.”’
Infarto agudo do miocardio nao fatal em homens com 65 Yamada et al.”®

anos ou menos

Acidente vascular cerebral (AVC) Olesen et al.”

Incontinéncia urinaria em idosos avaliada por auto-relato Schwanke et al.*

Ingestédo elevada de proteina animal Prado-Lima et al.**

Quadro 4 — Sintese dos principais estudos caso-controle do polimorfismo T102C do gene do receptor
2A da serotonina

No estudo caso-controle da associacdo entre auto-relato de incontinéncia
urinaria em 298 idosos socialmente ativos (17% homens, 83% mulheres, idade
média de 68,0+6,4 anos) e o polimorfismo T102C do gene 5-HT2A, Schwanke et

al.2® encontraram maior suscetibilidade do genétipo TT & incontinéncia urinaria
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(razdo de chance= 2,0, 1IC95%=1,2-3,7) (APENDICE C). As possiveis explicacdes

para os resultados encontrados incluem:

a)

b)

a serotonina atua de modo diferenciado via o0s seus diferentes
receptores. Assim, um desequilibrio na quantidade/qualidade de
determinados receptores, como é o caso do 5HT2A, poderia influenciar
a modulagao da tonicidade basal da musculatura lisa da bexiga que ao
invés de aumentar o0 seu relaxamento apresentaria efeito inverso
favorecendo a incontinéncia urinaria. De certa forma, esta suposicéo
vai ao encontro de estudos que sugerem que o0 gendtipo TT esta
associado a doencas cardiovasculares como o infarto agudo do
miocéardio e ao AVC por aumentar a tonicidade e vasoconstricdo da
musculatura lisa vascular e também exercer acdo na cascata da
coagulacéo sangiinea. Se um fenbmeno similar ocorre na musculatura
lisa detrusora, o aumento tanto do tbnus quanto da forca de contracao
associado ao genoétipo TT poderiam ser agentes facilitadores da
incontinéncia urinaria. Adicionalmente, estudos epidemioldgicos
sugerem associagao entre incontinéncia e disturbios do humor como a
depressdo. Como investigacfes genéticas prévias também
descreveram ligacdo entre o gendtipo TT e depressao (ver Quadro 4),
estas duas observacdes reforcam a hipbétese de que a maior
guantidade de receptor serotonérgico ndo significa, necessariamente,
uma resposta saudavel uma vez que também existem evidéncias
experimentais que a exposi¢cdo aguda e crbnica a serotonina pode ser

prejudicial ao organismo;

investigacdes recentes também sugerem acdo paracrina®® dos
receptores serotonérgicos no microambiente tecidual, o que pode
desencadear respostas antagbnicas, ora inibitorias ora excitatorias, ou
mesmo na intensidade das mesmas atraveés da regulacdo de outros
receptores serotonérgicos ou nao-serotonérgicos como € o caso dos

receptores noradrenérgicos e colinérgicos;
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c) possibilidade de ocorréncia de interacdo entre alteracdes anatomo-
histoldgicas associadas decorrentes do envelhecimento, como € o caso
da reducédo da espessura da musculatura do esfincter estriado e no
depodsito de colageno no detrusor’ com o polimorfismo poderiam

predispor as disfungbes miccionais.

Além destas hipoteses € preciso considerar que o estudo desenvolvido por

Schwanke et al.®°

, por ser preliminar, apresentava como principal limitacdo o fato de
estar baseado no auto-relato de historia de incontinéncia urinaria pelos préprios

idosos.

Contudo, como demonstrado na revisdo da presente tese, seria de se esperar
que individuos com maior quantidade de receptores 5-HT2A tivessem menos
problemas de incontinéncia urindria, visto que a regulacdo do relaxamento vesical é
feita, indiretamente, pela serotonina e noraepinefrina. Estes neurotransmissores,
liberados em nivel medular, reduzem a atividade no detrusor (por inibicdo dos
receptores muscarinicos — atividade parassimpatica e estimulo dos receptores B3
adrenérgicos do corpo vesical). Adicionalmente, estes neurotransmissores
potencializam o estimulo do glutamato a partir do nucleo de Onuf, reforcando a acao
efetora somatica do nervo pudendo durante a fase de enchimento vesical,
aumentando o tébnus da musculatura esfincteriana esquelética e do andar pélvico
pelo aumento da resisténcia uretral. Finalmente, inibidores da recaptacdo da
serotonina vém sendo empregados no tratamento farmacolégico de pacientes que
apresentam incontinéncia urinaria. Como seria de se esperar que individuos com
uma quantidade maior de receptores devessem ter uma resposta pré-continéncia

mais efetiva e, portanto, serem menos suscetiveis a incontinéncia urinaria.

Assim, pesquisas que corroborem ou refutem os resultados de associagao
entre Ul e o polimorfismo T102C e que utilizem métodos objetivos de avaliacdo da
IU, como é o caso da urodinamica, sao relevantes tanto para o entendimento da

fisio-patologia da incontinéncia urinaria quanto para a sua aplicacéo clinica.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Analisar a associacgao entre o polimorfismo genético T102C do receptor 2A da

serotonina (5-HT2A) com incontinéncia urinaria urodindmica em mulheres idosas da

comunidade.

3.2 ESPECIFICOS

Em relacéo ao polimorfismo genético T102C do receptor 2A da serotonina:

a)

b)

d)

descrever e comparar as frequéncias alélicas e genotipicas em idosas
incontinentes e continentes;

descrever e comparar 0s parametros urodindmicos nas idosas
incontinentes portadoras de diferentes gendtipos/alelos;

descrever e comparar a frequiéncia dos tipos de incontinéncia urinaria
urodinamica (de esforco, de incontinéncia de urgéncia e mista) nas
idosas incontinentes portadoras de diferentes gendétipos/alelos;
descrever e comparar o impacto da incontinéncia urinaria na qualidade
de vida nas idosas incontinentes portadoras de diferentes

genatipos/alelos.
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4 METODOLOGIA

4.1 DELINEAMENTO

Estudo observacional, do tipo caso-controle, descritivo e analitico.

4.2 POPULACAO E AMOSTRA

Grupo caso (idosas incontinentes)= das 84 idosas que foram atendidas no
Servico de Urodindamica do Hospital Sdo Lucas da PUCRS para realizacdo de
avaliacdo urodinamica de disfuncdes miccionais no periodo de julho de 2005 a
dezembro de 2007 e que preencheram os critérios de inclusdo, em 68 idosas foi
possivel, além da entrevista e da avaliacdo urodinamica, a realizacao do diagnéstico
molecular do polimorfismo genético T102C do receptor 2A da serotonina no Instituto
de Pesquisas Bioldgicas da PUCRS. Contudo, o calculo do tamanho amostral,
considerando que 90% das varidveis sao quantitativas e 0s pressupostos de
genética de populacdes para ocorréncia de trés grupos genotipicos (TT, CC e TC),

foi de 60 pacientes.

Grupo controle (idosas continentes)= a partir do banco de dados do Projeto
Gravatai - Programa GENESIS de Pesquisa (coletados entre 2000 e 2003), foram
selecionadas para o presente estudo 162 idosas continentes (continéncia auto-
relatada) com diagndstico molecular prévio do polimorfismo genético T102C do
receptor 2A da serotonina. Os dados analisados foram obtidos com a autorizagao
das pesquisadoras principais do estudo, Profa. Dra. Carla Helena Augustin
Schwanke e Profa. Dra. Ivana Beatrice Manica da Cruz (ANEXO B) e detalhes da
populacdo e amostra sdo apresentados em Schwanke et al.®° (APENDICE C). O
banco completo é constituido por 1058 idosos que participaram do Projeto Gravatai,
representando uma amostra ndo-probabilistica da populagéo constituida por idosos

socialmente ativos (da comunidade) que investigava interacdes genético-ambientais
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no envelhecimento e em doencas cronico-degenerativas associadas a idade. Os
idosos deste Projeto foram recrutados a partir de grupos de terceira idade
previamente cadastrados na Secretaria de Assisténcia Social e Trabalho do
Municipio, cujos detalhes do Projeto Gravatai encontram-se descritos em Flores® e

Flores et al.®

Populacdo geral= uma vez que a populacéo investigada era idosa e que as
frequéncias alélicas e genotipicas de determinados polimorfismos podem ser
alteradas em relacdo ao total da populacédo, as frequéncias genéticas do grupo
controle (mulheres continentes) foram comparadas com as de um banco amostral
constituido por 687 homens e mulheres com idade entre 18 a 100 anos, com
casamentos ao acaso e perfil étnico euro-caucasiano. Detalhes da proveniéncia

desta amostra s&o apresentados em Jobim et al.®*

gue investigaram a associacao
entre o mesmo polimorfismo aqui estudado e longevidade. No caso, esta pesquisa
foi conduzida no Servico de Genética do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul sob a responsabilidade dos pesquisadores Prof. Dr.

Roberto Giugliani e Profa. Dra. lvana Beatrice Manica da Cruz.

4.2.1 Critérios de Incluséo

No grupo controle, foram incluidas mulheres com idade >60 anos,
participantes do Programa GENESIS de Pesquisa, continentes, que viviam na
comunidade (ndo-institucionalizadas), com um perfil socioeconédmico e cultural

uniforme.

No grupo caso, foram incluidas mulheres com idade >60 anos incontinentes
que buscaram o Servico de Urodinamica do Hospital S&o Lucas da PUCRS para
realizacdo de avaliacdo urodinamica de disfuncdes miccionais e que aceitaram

participar do estudo.
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4.2.2 Critérios de Excluséo

No grupo caso, foram excluidas as idosas que faziam uso de diuréticos, as
portadoras de diabetes mellitus tipo Il, declinio cognitivo moderado a severo,
doencas neuroldgicas (como acidente vascular encefalico), limitacdo importante da

mobilidade e as que n&o aceitaram patrticipar do presente estudo.

4.3 PRINCIPAIS VARIAVEIS INVESTIGADAS, LOGISTICA E INSTRUMENTOS DA
PESQUISA

As principais variaveis investigadas foram: histdria clinica e gineco-obstétrica,
avaliacdo urodinamica e dos tipos de incontinéncia urinaria e genotipagem do
polimorfismo T 102 C do gene 5-HT2A.

4.3.1 Historia clinica e gineco-obstétrica

Os itens constantes deste item encontram-se no Apéndice A.

4.3.2 Avaliagéo Urodindmica

As avaliacdes urodinamicas foram realizadas pelo investigador principal. Para
tanto, foi empregado o aparelho multicanal Urosystem Viotti® de fabricacdo nacional
e utilizados os critérios sugeridos pelo Subcomité de Padronizacdo e Terminologia
da Sociedade Internacional de Continéncia.®® A Figura 8 mostra o equipamento que

foi utilizado no estudo.
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A avaliacdo consistiu de histéria clinica (idade da menarca, idade da
menopausa, humero de gestacbes, numero de partos e de cesareanas, relato de
incontinéncia fecal, de infeccdo urinaria, de cirurgias prévias e uso de aparelhos
para deambulacdo, como bengalas e andadores, representacdo da incontinéncia na
vida diaria e caracterizagdo da incontinéncia urinaria, exame fisico direcionado,
fluxometria, medida do residuo pdés-miccional ou vesical, cistometria de enchimento
e de esvaziamento (dados armazenados no Servi¢co de Urodinamica do Hospital Sdo
Lucas da PUCRS).

Figura 8 — Equipamento de urodindmica utilizado no estudo.

4.3.3 Diagnostico molecular do polimorfismo T 102 C do gene 5-HT2A

Para o diagndstico molecular do gene 5-HT2A as amostras de sangue foram
coletadas pelo sistema de vendclise com aparato descartavel a vacuo (Vacutainer)
com tubos, contendo EDTA 0,1% (volume final em concentracdo 1mg/dl). Apés a

coleta, o material coletado foi armazenado a 4°C e encaminhado ao Instituto de
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Pesquisas Biologicas da PUCRS sob responsabilidade da Dr2 Denise Cantarelli

Machado.

O mascaramento das amostras foi realizado por meio de investigacdo do tipo

duplo-cego, onde o investigador principal ndo obteve acesso as informacfes do

diagnostico molecular e os pesquisadores que realizaram o diagndstico molecular

nao tiveram acesso as informacdes clinicas e da avaliacdo urodindmica. Para tanto,

as pacientes foram identificadas através de niameros sequenciais.

4.3.3.1 Extracdo do DNA

A extracdo do DNA foi realizada segundo a técnica descrita por Debomoy®

através das seguintes etapas:

a)

b)

d)

as amostras de sangue coletadas foram centrifugadas a 5000 rpm por
5 minutos;

ap6s a centrifugacdo, a camada contendo leucdcitos foi transferida
para tubos de 1,5 mL e, a seguir, realizada lavagem com PBS (tampéao
fosfato-salina, pH 7,5);

para a extracdo do DNA dos leucécitos (em 200ul PBS) foi adicionado
100 pl de tampéo de lise (10 mM Tris, 100 mM EDTA, 0,5% SDS, 200
ug/ml proteinase K), 2,5% SDS, 25 mM EDTA pH 8,0, seguido de
incubacéo a 55°C por 3 horas;

apo6s a incubacdo, o DNA da amostra foi extraido a partir de duas
lavagens com uma solucdo de fenol: cloroférmio:alcool isoamilico
(25:24:1);

o DNA presente na porcédo aquosa foi entdo precipitado pela adicéo de
0,1 volumes de acetato de sodio e 0,7 volumes de isopropanol e
incubado a -20°C;
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f) o DNA, observado como um sedimento translicido e gelatinoso foi
entdo dissolvido em 50 ul de agua Milli-Q e mantido a -20°C para uso

na reacdo de PCR.

4.3.3.2 Reacao de amplificacdo do gene 5-HT2A

A reacgéo de polimerizacdo em cadeia (Polimerase Chain Reaction — PCR) foi
executada de acordo com o método modificado a partir da técnica descrita por
Warren et al.*®, utilizando-se os primers sense 5-TCTGCTACAA-GTTCTGGCTT-3' e
antisense 5'-CTGCAGCTTTTTCTAGGG-3'.

A mistura de reacao foi preparada com 1ug de DNA, 2,2uM de cada primer,
2,0mM de MgCI2 (tampéo) para um volume final de 20ul e 1 U de Taq polimerase
(CenBiot-RS).

As amostras serdo submetidas a 35 ciclos de 60 segundos a 94°C, 60
segundos a 60°C e 90 segundos a 72°C.

A eficiéncia da reacdo de PCR foi visualizada atravées de eletroforese em gel
de agarose (2,0%), com brometo de etidio, observando-se a presenca de apenas

uma banda de 342 pb sob luz ultravioleta.

4.3.3.3 Genotipagem do polimorfismo T102C do gene 5-HTR2A pela técnica
Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP)

A genotipagem foi realizada pela digestdo de 20 ul do produto de PCR e 5U

da enzima de restricdo Hpall (Gibco®) em tampado especifico. A digestdo foi
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incubada a 37°C, por trés horas. A digestdo gerou um produto de 342 pares de base
(pb) para o alelo T (ndo cortado pela enzima) e 156 e 216 pares de base para o alelo
C (cortado em dois fragmentos pela enzima). Os fragmentos resultantes foram,
entdo, separados por eletroforese em gel de agarose a 2% e identificados com
brometo de etidio sob luz ultravioleta, utilizando-se como marcador das bandas
produzidas um marcador de peso molecular de 100 pb (Figura 9). Quando
ocorreram duvidas quanto a genotipagem, a mesma foi repetida por outro

pesquisador treinado.

342 pb
216 pb
126 pb

Marcador de
peso molecular

CcC 1T TC

Figura 9 — Visualizacdo da variacdo genética (alelo) através da exposicdo do gel de agarose a luz
ultravioleta

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados através do Software estatistico SPSS 2000 —
versao 12,0 for Windows. O referencial tedrico estatistico, utilizado no estudo, foi o

descrito por Wasser-Smoller.?’

Para as andlises, foi empregada estatistica descritiva e analitica. Para a
determinacdo das freqiéncias génicas e genotipicas do gene 5-HT2A, as mesmas
foram calculadas utilizando o pressuposto de Hardy-Weinberg para genética de
populacdes.®® As freqiiéncias genotipicas foram calculadas a partir da equacédo p2+
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2pq + g2 = 1. Para tanto, designou-se p= alelo C e g= alelo T. Para o calculo das
frequéncias alélicas foi utilizada a equacao: p+q=1. Apds o calculo das respectivas
frequéncias, foi verificado se as mesmas encontravam-se em equilibrio de Hardy-
Weinberg que, em genética de populagdes, significa que "as frequiéncias dos alelos
devem permanecer constantes de geracao para geracao, na auséncia de selecao,
mutacdo, migracdo, deriva genética e recombinacdo meidtica numa populacéo
grande e de cruzamentos ao acaso.” Para tanto, as frequéncias genotipicas
observadas sdo comparadas com as frequiéncias genotipicas esperadas através do
teste estatistico do qui-quadrado. As frequéncias esperadas para cada genétipo séo
calculadas através das seguintes férmulas: gendétipo CC= p2 (frequéncia alélica
calculada para p ao quadrado; TT= g2 (freqiéncia alélica calculada para q ao

quadrado) e TC=2pg.

Na fase analitica, os dados foram comparados entre os diferentes
alelos/gendtipos através dos seguintes testes:

a) dados continuos= os mesmos foram analisados pela analise de
variancia Oneway, seguidos por teste post hoc de Bonferroni. Os
dados com padrdo ndo normal foram analisados através da analise de
variancia nao paramétrica de Kruskall-Wallis, seguida pelo teste néo
paramétrico de Wilcoxon-Mann-Whitney;

b) dados catego6ricos= a analise estatistica destes dados utilizou o teste
ndo-paramétrico do qui-quadrado. No caso da amostra apresentar
freqUéncia esperada menor que 05, entéo, foi utilizado o teste exato de
Fisher. Em todos os testes foi empregada andlise bicaudal, sendo
consideradas significativas as andlises estatisticas cujo p<0,05. As
andlises estatisticas foram realizadas com assessoria estatistica

especializada.
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4.5 ASPECTOS ETICOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia
Universidade Catélica do Rio Grande do Sul (Parecer 481/06 de 08 de maio de 2006
(ANEXO A).

Todas as voluntarias que aceitaram participar do estudo assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO C). O estudo seguiu as
recomendacdes das Resolucdes 196/96 e 340/04 que regulamentam as diretrizes
éticas para a area tematica especial de Genética Humana do Conselho Nacional de

Saulde do Ministério da Saude.
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5 RESULTADOS

A amostra que consistiu de 68 mulheres portadoras de incontinéncia urinaria
e 162 continentes apresentou uma idade média de 68,1+6,5 anos com um minimo
de 60 e um maximo de 99 anos ndo ocorrendo diferencas estatisticas entre os dois
grupos (p=0,09). Nas mulheres incontinentes e continentes, 85,3% e 80%,
respectivamente, da menarca ocorreu antes dos 15 anos de idade, respectivamente
(p=0,264). A menopausa também apresentou distribuicdo etaria similar. Nas
incontinentes 23,9% das mulheres apresentaram menopausa precoce (<45 anos)
engquanto que esta frequiéncia foi de 25,4% nas continentes. Menopausa tardia (> 50
anos) ocorreu em 42,4% das incontinentes e 37,3% das continentes. Estas
diferencas ndo foram estatisticamente significativas entre si (p=0,750). O namero
meédio de gestacdes foi de 2,4+1,5 para no grupo das mulheres incontinentes e de

2,954+2,3 no das continentes (p=0,72).

A sequir as frequéncias alélicas e genotipicas dos grupos caso e controle
foram comparadas entre si e em relacdo a uma amostra geral da populacédo. Os

resultados sé@o a apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo T102C do gene do
receptor 5-HT2A.

Frequéncias Incontinentes Continentes Amostra
Genotipicas populacional
n= 68 (%) n= 162 (%) n= 687 (%)
TT 25 (34,8)2 28 (17,0)° 148 (21,5)°
CcC 13 (19,3) 38 (23,3) 114 (16,6)
TC 31 (45,9) 96 (59,7) 425 (61,9)
Frequéncias
alélicas
T 0,578 0,468 0,524
C 0,422 0,532 0,476

ab='| etras diferentes indicam diferencas estatisticas (p<0,05 pelo teste do qui-quadrado).
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A andlise do equilibrio de Hardy-Weinberg entre a amostra de idosas
selecionadas e esta grande amostra demonstrou que as mesmas estavam em
equilibrio e similares entre si, indicando de modo consistente que nao estdo existem
vieses genéticos significativos como a presenca de migracdo, selecdo natural e
casamentos endogamicos. Desta maneira foi confirmado que o grupo controle de
mulheres continentes apresentava freqiiéncias genéticas similares as esperadas na

populacdo em geral para o polimorfismo investigado.

Mulheres portadoras de incontinéncia urinaria apresentaram uma frequéncia
do gendtipo TT significativamente maiores tanto em relagdo as mulheres continentes

quanto em relagéo a amostra geral da populagéo.

Andlise estatistica adicional foi realizada para testar o efeito de dose, ou seja,
se a associacdo com a incontinéncia era associada ao alelo T. Os resultados
mostraram que mulheres portadoras do gendtipo TT tinham um risco
significativamente maior de serem incontinentes que as mulheres portadoras do
gendtipo TC+CC (p= 0.013; OR=2.69; 95%Cl= 1.37-5.29). Por outro lado, as
mulheres com genétipo CC ndo mostraram tal significAncia comparando com as
mulheres TT+TC (p= 0.385; OR=0.68; 95%CIl= 0.33-1.4).

Os dados urodinamicos comparados entre o0s trés genoétipos sao
apresentados nas Tabelas 2 e 3. Uma vez que, a maior parte das variaveis
guantitativas ndo apresentou distribuicdo normal, os dados foram analisados por
testes nao-paramétricos e sdo apresentados sob a forma de mediana e variacdo

interquartilica nas tabelas.

Como se pode observar, portadoras do genétipo TT apresentaram
significativamente maior pressao do primeiro desejo de urinar do que portadores
do gendtipo CC. Também apresentaram maior pressdo detrusora e menor
volume na capacidade cistométrica maxima do que os portadores TC e CC,
assim como complacéncia vesical reduzida. Fisiologicamente estes resultados
podem ser interpretados do seguinte modo: portadores TT apresentaram uma maior
pressdo na musculatura lisa da bexiga o que diminui sua capacidade de
armazenamento que é avaliada pela complacéncia. Esta situacdo aumenta a
pressdo do primeiro desejo de urinar 0 que se traduz em um quadro de maior

estimulo a micgéo.
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Na comparacao dos achados urodinamicos adicionais apresentados na Tabela
3 foi observada diferenca significativa no tipo de incontinéncia urinaria em relacdo ao
genotipo. No caso, portadoras do genoétipo TT apresentaram uma maior prevaléncia
de incontinéncia urinaria de urgéncia, enquanto que portadoras dos genétipos CC+TC
apresentaram uma maior prevaléncia de incontinéncia urinaria de esforco. A

prevaléncia de incontinéncia urinaria mista foi similar entre estes genotipos.
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Tabela 2 — Avaliacdo da associacado entre dados urodindmicos e polimorfismo
T102C do receptor 5-HT2A.

Variaveis TT (n=25) CT (n=30) CC (n=13) p* p**
Mediana (Al) Mediana (Al) Mediana (Al) TTXTC/CC
Urofluxometria
Fluxo maximo 8 8 10 0.722 0.923
(mL/seg) (0-21)* (0-18.5)% (7.5-20)%
Volume Urinado 104 115 130 0.791 0.622
(mL) (18.5-243)* (0-302)* (83-263)?
Residuo Pés- 40 49 75 0.664 0.368
Miccional (0-75)% (0-125)* (0-185)*
(mL)
Cistometria de
enchimento
(H20 — 50 mL/min)
Primeiro Desejo 147 162 149 0.833 0.750
Miccional (mL) (110-200)* (107-268)* (111-194)*
Pdet, no Primeiro 4 4 3 0.026 0.216
Desejo Miccional (3.5-7.5)? (2.8-10)® (1.5-4)°
(cmH20)
Pressédo Abdominal 70.5 55 83 0.411 0.609
de perda - ALLP (0-83.5)% (9-88.5)° (38-96)*
(cmH20)
Volume, ALLP 209 211 265 0.302 0.344
(mL) (159-269)? (180-284)* (185-440)*
Volume da Primeira 238 154 273 0.827 0.594
contracao detrusora (102-422)* (104-322)* (36.5-402)°
involuntaria - IDC - (mL)
Pdet IDC 13 13 12.5 0.657 0.417
(cmH20) (9-25)% (8.5-21.5)% (7.8-16.5)%
Pressédo Detrusor de 16 14 14.5 0.896 0.650
Perda - DLPP (9.5-28.5)% (0-23.3)° (0-32)%
(cmH20)
Volume, DLPP 247 159 76.5 0.463 0.293
(mL) (102-422)* (0-393)° (0-346)*
Maxima Capacidade 349 387 472 0.050 0.047
Cistométrica - MCC (258-434)? (308-451)° (345-555)°
(mL)
Pdet, MCC 11 7.5 6 0.059 0.032
EFP - (cm H,0) (5.5-17.5)2 (4.8-12.3)° (4-8.5)°
Compliancia vesical 34 46.5 76 0.004 0.006
(mL/cm H,0) (16-59)* (35.8-87.5)" (63-103)°
Estudo Fluxo-
presséao
Volume Urinado 280 325 420 0.145 0.129
(mL) (214-380)% (128-450)* (197-503)2
Fluxo maximo - 15 15 21 0.310 0.584
Qmax (mL/seg) (9-26)% (9.5-23.3)* (14.5-31)%
Pdet no Qmax 10 9.5 6 0.854 0.600
(cmH20) (5.5-27)* (0-17.5)° (2-24.5)*

*Teste de KruskaI-Wa})IIis; i
a,n,c

pressdo detrusora;
significancia

Teste de Mann-Whitney; Al= amplitude interquartile (P25-P75); Pdet=
= diferentes letras indicam diferencas estatisticas (p<0.05). p* nivel de
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Tabela 3 — Avaliagdo da associacao entre informagcdes de exame fisico e dados

urodinamicos com polimorfismo T102C do receptor 5-HT2A.

Variaveis TT (n=25) CT (n=30) CC (n=13) p* p*
N (%) N (%) N (%) TTXTC/CC

Urofluxometria
Fluxo regular 11 (64.7) 14 (60.9) 7 (63.6) 0.967 1.000
Prolapso de Orgaos
Pélvicos
Sim 14 (56.0)% 20 (66.7)% 8 (61.5)* 0.720 0.626
Ausente 11 (44.0) 10 (33.3) 5 (38.5)

Hiperatividade
detrusoraidiopéatica

(N=67)

Presente (31) 13 (52.0)* 14 (46.7)° 4 (33.3* 0.566 0.637
Fungéo Detrusora 12 (48.0) 16 (53.3) 8 (66.7)

Normal (36)

Tipo Funcional de
miccao (N=60)

Mista 7 (30.4)% 3(12.0)% 4(33.3 0.175 0.453
Detrusora 12 (52.2) 15 (60.0) 2 (16.7)

Abdominal 2(8.7) 4 (16.0) 4 (33.3)

Relaxamento Perineal 2 (8.7) 3(12.0) 2 (16.7)

Perda urinaria 0.04 0.02
Incontinéncia de 11 (44.00* 06 (19.4)° 01 (7.7)°

Urgéncia

Incontinéncia de 06 (24.00*° 16 (54.8)° 06 (46.2)"

Esforco

Incontinéncia urinaria 08 (32.0)* 08 (25.8)* 06 (46.2)?

mista

*p= nivel de significancia (Chi-squared test); *>°= diferentes letras indicam diferencas estatisticas
(p<0.05).

A Ultima analise conduzida verificou se os indicadores do impacto da
incontinéncia urinaria na qualidade de vida das mulheres afetadas era genoétipo
dependente. Os principais resultados percentuais sdo mostrados na Figura 10. A
prevaléncia dos indicadores clinicos de impacto na qualidade de vida, como o0s
sintomas vesicais irritativos e episédios de incontinéncia urinaria diurnos, tendeu a
ser maior nas mulheres portadoras de genotipo TT em relacdo aos demais
genatipos. Por outro lado, considerando o impacto subjetivo da incontinéncia urinaria
a partir do auto-relato das voluntarias, surpreendentemente mulheres portadoras de

pelo menos um alelo C (CC+ TC) relataram maior impacto emocional e global
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(representado pelo somatério do impacto social, de higiene e prejuizo emocional) do

que mulheres TT.

Sintomas Vesicais Irritativos

Episddios de incontinéncia diurna

% . 0, 100
© 100 . % o
95 A
95 -
90 A
90
85 -
85 1 81
82 80 -
80 1 75 4
75 4 - 70 T 1
TT TC+CC TT TC+CC
p=0,06 p=0,07
Episédios de incontinéncia noturna Impacto social
98 - o 99
% 96 %
96 o
94 98 A
92
90 - 97 1
88
88 96
96
86
84 ,
T TC+CC 95 T )
T TC+CC
p=0.285 p=0,331
Impacto emocional Impacto Geral@
- 100 *%*
o 100 o % o
95 - 95 -
90 90 A 84
85 85
80 1 80 -
75 1 75
- 70 -
70 65
65 - 65
60 4 60 -
55 4 55 -
50 \ 50 T 1
TT TC+CC TT TC+CC
p=0,06 p=0,01

Figura 10 — Indicadores de impacto na qualidade de vida de mulheres portadoras de incontinéncia
urinéria com diferentes gendtipos do polimorfismo T102C do gene do receptor 5-HT2A
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6 DISCUSSAO

No presente estudo foi investigada a associacao entre o polimorfismo T102C
do gene do receptor 2A da serotonina (5-HT2A) com a IU em mulheres idosas que

vivem na comunidade analisadas urodinamicamente.

Os resultados obtidos confirmaram associacdo prévia entre esta disfuncéo
miccional e o polimorfismo investigado descrita por Schwanke et al.® No caso, foi
agui observada associacao significativa entre o alelo T (TT e TC) e a incontinéncia

urindria.

A relevancia na confirmagédo destes resultados baseia-se nos seguintes
aspectos: (1) o estudo desenvolvido por Schwanke e colaboradores possuia um
delineamento experimental diferenciado em que idosos da comunidade foram
selecionados e genotipados para o polimorfismo T102C do gene 5-HT2A e foram
realizados testes de associacdo com diferentes indicadores de saude do idoso
incluindo a incontinéncia urinéria; (2) no referido estudo, a incontinéncia urinaria foi
avaliada somente a partir do auto-relato das idosas. Assim, a presenca de vieses de
selecdo poderia influenciar os resultados obtidos gerando uma associa¢ao falso-
positiva; (3) por ser uma investigacado preliminar ndo havia sido realizada avaliagao
urolégica complementar com anamnese clinica uroldgica e urodindmica; (4) apesar
destas limitacdes, o trabalho é relevante uma vez que investigacdes sobre o papel
de receptores da serotonina na incontinéncia urinaria € um tema atual de pesquisa,
que é fortemente desenvolvido em modelos animais e mais limitado nos seres
humanos. A relevancia destes estudos relaciona-se, por exemplo, com o0 emprego
de farmacos inibidores da recaptacdo da serotonina que sao utilizados no tratamento
da IU. Apesar do uso amplo destes medicamentos, como € caso da duloxetina, a
dindmica fisiologica serotonérgica carece de estudos; (5) adicionalmente, existe
necessidade de maiores estudos sobre a interacdo gene-ambiente que influéncia a
incontinéncia urinaria associada ao envelhecimento bioldgico, uma vez que este

distarbio é de alta prevaléncia em mulheres idosas, independente de outros riscos.

Antes de ser aprofundada a discussdo entre os resultados obtidos com

aspectos relacionados a fisiologia e clinica urolégica, é importante tecer alguns
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comentarios sobre os aspectos metodologicos, genéticos e as principais limitacdes

do trabalho.

6.1 ANALISE GENETICA: RESULTADOS E ASPECTOS METODOLOGICOS

O delineamento de estudos caso-controle envolvendo polimorfismos
genéticos e incontinéncia urinaria precisa levar em conta uma série de
caracteristicas desta disfuncdo que podem interferir efetivamente nos resultados.
Isto porque a IU é uma complexa condicdo que alia o envelhecimento biolégico do

trato urinério a varias comorbidades que a tornam altamente prevalente nos idosos.

A grande maioria dos idosos é continente. Entretanto, fatores como remédios
e algumas doencas podem comprometer o delicado equilibrio funcional normal da
urina. Aproximadamente em 1/3 dos casos a incontinéncia urinaria geriatrica
apresenta-se com mais de uma causa.’’ Ou seja, apesar do envelhecimento
biolégico propriamente dito do trato urinério inferior ocorrer igualmente em idosos
incontinentes e continentes, existem fatores desencadeantes bem conhecidos.
Deste modo, a precipitacdo desta condicdo esta fortemente associada com causas
transitérias ou com causas estabelecidas. Resnick et al.®® Inclui nas etiologias
transitorias (reversiveis): estados confusionais, infec¢ao urindria, atrofia genital, uso
de farmacos como diuréticos, estados emocionais (principalmente depressa),
disfuncbes metabdlicas (hipercalcemia e hiperglicemia), restricdo a mobilidade e
impactacdo fecal. Dentre as etiologias estabelecidas geriatricas estdo: os
aspectos iatrogénicos ambientais, uroldgicos, psico-funcionais e neuroldgicos.
Dentre as causas que ndo estdo diretamente relacionadas com o trato urinario
inferior podem ser salientados os aspectos funcionais dos idosos (problemas de
mobilidade e de cogni¢do). Dentre as causas que estédo diretamente relacionadas ao
trato urinério inferior salientam-se os trés tipos de incontinéncia urinaria mais
frequente em mulheres: IU de urgéncia, IU de esfor¢o (estresse), e IU mista. Este
estudo concentrou suas analises apenas nas incontinéncias urinarias estabelecidas

do trato urinario excluindo-se as demais.
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Dentro deste contexto, o estudo buscou selecionar um conjunto de idosas
gque nado apresentassem as demais etiologias transitorias e estabelecidas,
diminuindo, assim, a variancia amostral. Por outro lado, em termos genéticos é
importante que a amostra tenha uma uniformidade étnica no estudo das frequiéncias
genotipicas e alélicas. Investigacdes prévias tém sugerido que no Rio Grande do
Sul, a populagéo dita caucasiana possui na realidade 22% de contribuicdo genética
indigena e menos de 10% de contribuicdo genética africana. Assim, nestes 500 anos
de colonizacdo o alto grau de miscigenagdo estruturou um novo grupo étnico
‘conhecido como gauchos”, com grande influéncia euro-caucasiana. Por este
motivo, no estudo aqui desenvolvido foram incluidas apenas mulheres com fendtipo
caucasiano. Assim, a associacdo entre fatores de exclusdo clinicos e genéticos

rigidos fez com que esta investigacao nao incluisse uma amostra grande.

Na investigacdo genética, a fim de minimizar possivel viés de selecéo
amostral nas idosas continentes e incontinentes que era relativamente pequena, foi
incluida na andlise a comparacao das frequiéncias genéticas do grupo caso-controle
com uma amostra geral maior da populacdo entre 18 a 100 anos (687 individuos).
Os resultados mostraram que o grupo de mulheres continentes (controle)
apresentava frequéncias genéticas similares a este grupo geral, o que
aparentemente excluiria a existéncia de outros fatores intervenientes na genética do
polimorfismo investigado. Deste modo, parece que a associacdo entre o
polimorfismo investigado e a IU seria independente de outros fatores intervenientes,
como o diabetes, 0 uso de diuréticos, problemas cognitivos e de mobilidade, etc. E
importante, também, comentar que nos dois grupos (continentes e incontinentes) os
fatores de risco potenciais como a histéria reprodutiva e a idade foram similares,

minimizando, assim, a sua influéncia.

Ainda em relacdo as freqUéncias alélicas e genotipicas em geral também
pode ser comentado que as frequéncias aqui obtidas foram similares a outros
estudos realizados em populacdes de origem caucasiana. Nas amostras aqui
investigadas as frequéncias alélicas de T e C giraram em torno dos 50% o0 que
também foi observado por Du et al. ®® em canadenses (T= 0,51, C= 0,49) Verga et al.
% em italianos (T=0,49 e de C=0,51); Bondy et al.”” em alemées (T=0,45, C=0,55) e
por Williams et al.>® em austriacos. Portanto, parece que a populacdo galcha aqui

investigada apresenta similaridades genéticas com outras populacdes européias
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relacionadas a colonizacdo do Rio Grande do Sul como é o caso dos italianos,

alemaes e austriacos.

Uma limitacdo metodoldgica do estudo diz respeito ao viés de diagnostico da
IU. Isto porque, a verdadeira prevaléncia da IU ainda ndo é de todo conhecida.
Apesar da definicdo de IU preconizada pela ICS (2002) ser mais abrangente, dados
epidemiologicos estimam que apenas 40% das mulheres incontinentes procurem
recursos medicos e sejam de fato diagnosticadas. Como ja é conhecido, isto se
relaciona com uma série de fatores e circunstancias que levam a mulher a
desconhecer ou negar que sofre de IU. Entre os fatores de desconhecimento esta a
crenca de que a perda de urina € uma condicdo normal do envelhecimento
(acometendo tanto homens quanto mulheres). Adicionalmente, este fato, aliado ao
medo, a vergonha ou ao despreparo médico em diagnosticar esta condi¢do, faz com

que exista uma subestimativa na prevaléncia da IU.

Esta situacao influencia os resultados aqui encontrados. Ou seja, talvez seja
prematuro afirmar que o alelo T esteja verdadeiramente associado ao risco de
desenvolvimento da IU. Entretanto, seria possivel sugerir que o alelo T agiria como
um fator agravante da condicdo urolégica que, por sua vez, influenciaria
positivamente na conscientizacdo e na decisdo da mulher de procurar clinico
especializado. Esta situacdo obscura pode ser elucidada através da futura
implantacdo de estudos longitudinais prospectivos incluindo analises em mulheres

adultas, jovens e saudaveis.

6.2 PARAMETROS URODINAMICOS EM IDOSAS INCONTINENTES E
CONTINENTES COM DIFERENTES POLIMORFISMOS T102C DO GENE DO
RECEPTOR 5-HT2A

O conjunto dos resultados aqui obtidos mostrou associagdo entre alguns
importantes parametros urodindmicos e o polimorfismo T102C do gene do receptor
5-HT2A.
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A relevancia em investigar aspectos urodindmicos na associacao da
incontinéncia urinaria e a genética esta baseada nas seguintes consideracdes. A
adequada investigacdo da incontinéncia urinaria deve basear-se primariamente na
histéria clinica.®> A urodindmica como ciéncia aplicavel & clinica, é relativamente
recente. Avancos tecnoldgicos tém ampliado sua utilizagdo na investigacdo de
estados fisiopatologicos da funcéo vesical. A indicacdo da investigacdo urodinadmica
complementar, diagnostica, tem sido discutida para pacientes do sexo feminino com
histéria classica de incontinéncia urinaria de esforco, e para idosos com boa
resposta ao tratamento conservador inicial da incontinéncia urinaria. Apesar de
ser um meétodo invasivo € considerado de eleicdo na investigacdo das disfuncdes do
trato urinario inferior.° No caso, a avaliagéo clinica e urodinamica da incontinéncia
urinéria do idoso deve ser indicada para os pacientes em condi¢ces de obter algum
tipo de beneficio desta avaliagdo. Ou seja, se influenciar na escolha e no sucesso

terapéutico.

Vérios autores consideram inadequada a tentativa de fazer diagndstico de
incontinéncia urinaria com base unicamente nos sintomas clinicos, porque 0s
sintomas, geralmente, ndo representam morbidades especificas. Aliado a esta
consideracdo, constata-se que aproximadamente 20% dos diagnosticos sao
incorretos quando baseados apenas nos sintomas clinicos. Assim, considera-se que
a urodindmica seja importante para o diagndéstico definitivo das disfuncbes
miccionais antes de ser implementado qualquer tipo de terapéutica, e indispensavel
naquelas com implicacdes cirlrgicas.”® Chapple®® comenta que a investigacéo
computadorizada ndo deveria ser utilizada isoladamente, mas, sim, como parte do
armamentario diagnéstico no contexto da historia clinica e do exame fisico.

Adicionalmente, outra indicacdo do método € a sua utilizacdo em pesquisa clinica.

De acordo com diversos autores, a investigacdo urodinamica ndo preenche
todos os critérios para ser considerada o padrao-ouro (gold standard), entretanto,
concorda que ela contribui para a detalhada anélise clinica e melhor compreenséao

da fisiopatologia da incontinéncia.?® %

Atualmente, o emprego desta metodologia ndo esta bem definido ainda na

pratica médica devendo ser considerado o beneficio, o custo, a viabilidade e a
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invasividade. Ou seja, clinicamente deve ser analisado caso a caso se 0 uso da

urodinamica deve ser empregado ou ndo.?°%

Entretanto, nas investigacfes genético-epidemiolégicas, como a conduzida
neste estudo, a urodindmica pode representar uma abordagem metodoldgica
diferencial e de grande relevancia. Para tanto, este exame deve ser realizado dentro
das condi¢bes padronizadas e internacionalmente aceitas que sao revisadas por
Schafer et al.® A partir deste panorama acredita-se que os resultados obtidos via

urodinamica foram realisticos e relevantes para o estudo.

Quando os dados urodinamicos foram comparados entre os trés genotipos,
observou-se que portadoras TT apresentavam significativamente maior pressao do
primeiro desejo de urinar, maior pressao detrusora, menor volume na capacidade
cistométrica maxima e complacéncia vesical reduzida. Este quadro condiz com o0s
aspectos fisiologicos diretamente relacionados com os sintomas da IU.
Adicionalmente, estes resultados foram reforgcados pela ocorréncia de uma maior
prevaléncia de incontinéncia urinaria de urgéncia nas portadoras TT, enquanto que
portadoras dos genoétipos CC+TC apresentaram maior prevaléncia de incontinéncia

urinaria de esforco.

Qual o possivel papel funcional que o receptor 2A da serotonina poderia ter

no aumento do risco ou do agravamento da incontinéncia urinaria em idosas?

Como foi inicialmente comentado na revisao do tema, se considerarmos papel
da serotonina e seus receptores no controle da miccdo e em especial o possivel
papel do polimorfismo T102C do gene do receptor 2A:

a) existem evidéncias de que o gendtipo TT possui aproximadamente
20% a mais de receptores para a setoronina do que o genétipo CC, e

que, portanto, teria uma resposta mais efetiva nos tecidos-alvo;

b) que o processo fisiolégico miccional que envolve o relaxamento do
fundo da bexiga e a contragcdo do complexo uretral tem influéncia da
serotonina, via acdo indireta, em associagdo com outros

neurotransmissores;
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Cc) que a terapéutica farmacoldgica desta condigdo utiliza farmacos
inibidores da recaptacdo da serotonina na placa sinaptica a fim de

reestabelecer a continéncia;

Seria esperado que individuos TT fossem pro-continentes ao invés de pro-
incontinentes. Este aparente paradoxo parece ter sua origem em uma complexa
rede de relagdes que envolvem a interagdo dos diversos receptores da serotonina
guanto a sua expressao e localizacdo, bem como da interacdo diferencial da

serotonina com outras moléculas regulatérias com ou sem acéo neural.

Estudos em modelos animais estdo, neste momento, explorando o papel dos
receptores serotonérgicos nos diferentes tecidos do trato urinario inferior via rotas
medulares e supra-medulares que estdo envolvidas no controle miccional. Para
tanto, a maioria das investigacbes analisa a acdo de agonistas e antagonistas
destes receptores na resposta miccional. Recentemente, Mbaki e Ramage®
publicaram um estudo sobre o papel dos receptores 5-HT2A na regulacdo da
miccdo. Os autores salientaram que estes receptores tém sido especialmente
implicados no controle da uretra, alvos potenciais na investigacdo de farmacos
utilizados no tratamento da incontinéncia urinaria, como a duloxetina. O estudo foi
feito em ratos anestesiados a fim de determinar o papel de cada um dos trés
subtipos de receptores 5-HT2 (A, B e C) na regulagéo esfincteriana. Para tanto, foi
investigado o efeito agonistas e antagonistas de cada um dos subtipos de receptores
sobre a pressao uretral, da bexiga, do esfincter uretral externo, do reflexo de miccéo
induzido pela distensdo vesical e também sobre a pressdo arterial sistémica e da

frequéncia cardiaca.

Os resultados mostraram que os receptores 5-HT2A e 5-HT2C localizados na
medula sacral ativaram o esfincter externo estriado, enquanto o0s receptores 5-
HT2C inibiram o reflexo de micc¢éo, e os receptores 5-HT2B provavelmente atuaram
em nivel de uretra aumentando o tdnus da musculatura esfincteriana lisa Além
disto, o estudo mostrou que os receptores 5-HT2B e 5-HT2C nao tiveram papel
importante na regulacdo fisiolégica da miccdo. Ja o receptor 2A parece estar
envolvido no reflexo miccional através da ativacado do esfincter uretral estriado. Isto

porque, na presenca de antagonistas do receptor 2A como é o caso da quetanserina
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e do MDL100907, ocorreu aumento na capacidade volumétrica da bexiga e a
inibicdo das suas contracfes isovolumétricas. Apesar de ser um estudo em modelo
experimental e, portanto, as transferéncias para seres humanos exigir cautela, a
grosso modo poderia ser interpretado que o aumento da expressao do receptor 2A
no musculo detrusor da bexiga poderia diminuir a indugdo do relaxamento e causar
dificuldade no armazenamento da urina tendo como consequéncia o

desencadeamento do reflexo miccional.

Um outro estudo avaliou mudancas na resposta do musculo detrusor via
receptores da serotonina em ratos diabéticos através da anélise de segmentos de
musculo detrusor tratados com solucao salina para induzir contracao isotbnica e com
antagonistas de receptores 5-HT para induzir relaxamento. Neste estudo € relevante
salientar que os antagonistas do receptor 5-HT2A inibiram a resposta contrétil da

serotonina de um modo dose dependente.

Apesar de serem estudos em modelos experimentais, os resultados destes
dois estudos vao ao encontro dos achados urodinamicos aqui descritos. Isto porque,
portadoras do genétipo TT apresentaram justamente maior pressao e menor volume
da capacidade cistométrica maxima e complacéncia reduzida que indica acdo do
receptor 5-HT2A na modulacdo da contracdo da bexiga e do esfincter uretral
externo. Infelizmente, a reviséo de literatura ndo permitiu encontrar estudos similares

em seres humanos que corroborem esta hipotese.

Uma abordagem complementar para tentar confirmar e elucidar o papel do
receptor 2A na modulacédo da atividade vesical e esfincteriana poderia ser obtida a
partir de estudos sobre a expressao tecidual dos receptores (tanto em nivel de
MRNA quanto em nivel protéico) nos diversos segmentos anatdmicos a partir de
amostras de biépsias humanas. Tal estratégia faz parte da perspectiva futura de

continuidade das pesquisas associadas a esta investigacao.

Adicionalmente, pode-se pensar que, caso haja uma maior resposta da
atividade vesical e esfincteriana associada ao gendtipo TT, a mesma deve
apresentar associagdo com respostas neurais diferenciadas relacionadas a

sensacao de enchimento da bexiga.
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Estudos de neuroimagem cerebral tém identificado regides que respondem ao
enchimento da bexiga e de outros eventos relacionados a mic¢éo atraves do uso da
técnica de positron emition scan (PET-SCAN) e ressonancia magnética. Como pode
ser visto a partir da recente revisdo do tema feita por Griffits,® resultados destas
investigacdes, ainda que preliminares, sugerem que as sensacdes da bexiga
registradas no cérebro sdo criticas no controle vesical. As regides cerebrais
associadas a este processo a partir de um estudo com seis voluntarios saudaveis
mostraram estimulo da insula anterior quando o desejo de urinar é muito forte.
Entretanto, na presenca de quadros de urgéncia urindria os padrbes de resposta
neural se modificam. Nestes termos, existe a perspectiva do desenvolvimento de
futuros estudos complementares analisando a associacdo entre incontinéncia
urinéria, do polimorfismo T102C do receptor 5-HT2A aqui investigado, e analise de

neuroimagem.

Em sintese, pode-se dizer que os resultados obtidos em relacdo a associacdo
entre: (1) o polimorfismo e a incontinéncia urinaria; (2) a resposta diferencial de
parametros urodinamicos: (3) ao tipo de incontinéncia; (4) e a resultados em
modelos experimentais descritos na literatura sobre a agdo do receptor 2A, reforgam

|.8O

a hipétese de que a associacdo encontrada nos estudos de Schwanke et al.” seja

realistica e de interesse cientifico e clinico.

6.3 IMPACTO DA INCONTINENCIA URINARIA NOS INDICADORES DE
QUALIDADE DE VIDA DE IDOSAS COM DIFERENTES GENOTIPOS DO
POLIMORFISMO T102C DO GENE DO RECEPTOR 5-HT2A

Uma ultima questdo a ser discutida em relacdo aos resultados obtidos diz
respeito a analise do impacto da incontinéncia urinaria em idosas com diferentes
polimorfismos do gene 5-HT2A. Surpreendentemente, observou-se que mulheres
idosas portadoras de pelo menos um alelo C apresentaram um impacto na qualidade

de vida geral associado a IU significativamente maior do que mulheres TT.

Este resultado seria aparentemente paradoxal, uma vez que os dados

urodindmicos apontam para um guadro de maior severidade nas homozigoticas TT.



73

Cabe aqui salientar que diversos estudos tém descrito associagdo entre 0 genaotipo

® alcoolismo,®” tabagismo.”

CC com distlrbios neuropsiquiatricos, esquizofrenia,’
Se, individuos portadores de pelo menos um alelo C sdo mais sensiveis ao impacto
da incontinéncia urindria do que portadores TT é uma questdo que emerge do

presente trabalho e que também deve ser explorada em investigacdes futuras.

A OMS e a International Association of Gerontology and Geriatrics (IAGG)
produziram um documento com 15 conteudos basicos de Medicina Geriatrica para o
ensino de graduacdo em Medicina.”® O 12° contetido refere-se a “ser familiar com o
manejo das grandes sindromes geriatricas — como quedas, incontinéncia e declinio
cognitivo — bem como com as condi¢Oes altamente prevalentes como depresséo e a
sutil apresentacdo das doencas nos pacientes idosos.”®® Neste mesmo sentido, em
uma palestra ministrada no American Urological Association (AUA) Meeting 2008
pelo dr. Drach, foi salientada magnitude dos idosos e suas doencas na pratica
urologica. 49,6% dos pacientes ambulatoriais de urologistas nos EUA tém = 65 anos.
Adicionalmente, a Urologia esta apenas atras da Cardiologia e Oftalmologia em
proporcdo de pacientes idosos vistos nos consultérios (Medicare) e

aproximadamente 62% dos procedimentos urolégicos s&o realizados em idosos.

Deste modo, a interacdo Urologia-Geriatria vem fomentando avan¢os nos

cuidados diferenciados desta grande parcela da populacéo.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo caso-controle realizado em mulheres idosas da

comunidade observou:

a)

b)

d)

associacdo positiva entre o genotipo TT do polimorfismo T102C
presente no gene do receptor 2A da serotonina (5-HT2A) com a
incontinéncia urinaria,

portadoras do gendtipo TT apresentaram significativamente maior
pressdo do primeiro desejo de urinar do que portadores do gendtipo
CC. Também apresentaram maior pressdo detrusora e menor
capacidade cistométrica maxima do que os portadores TC e CC, assim
como complacéncia vesical reduzida. O conjunto destes resultados
sugere que o0 gendtipo TT estd associado a alteracbes de fatores
fisiolégicos, predisponentes a incontinéncia urinaria;

maior prevaléncia da incontinéncia urinaria de urgéncia em portadoras
do gendtipo TT (44%) confirmada pelos critérios urodinamicos. Maior
prevaléncia de incontinéncia de esforco foi observada nas portadoras
do gendtipo CC.

ocorreu impacto subjetivo da incontinéncia urinaria associado ao
polimorfismo. Portadoras de pelo menos um alelo C (CC+ TC)
relataram maior impacto emocional e global (representado pelo
somatério do impacto social, de higiene e prejuizo emocional) do que
mulheres TT.

O conjunto dos resultados sugere ter o polimorfismo T102C do gene do

receptor 5-HT2A um possivel efeito fisiolégico no trato urinario inferior. Hipdtese que

precisa ser confirmada em estudos futuros. O efeito do desbalanco na quantidade

deste receptor, que ocorre no gendtipo TT estaria associado a maior chance de

incontinéncia urinaria de urgéncia na mulher idosa.
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PROTOCOLO DE PESQUISA — JORGE ANTONIO PASTRO NORONHA
Associacdo do polimorfismo genético do receptor 2A da serotonina com

incontinéncia urinaria em idosos

FICHA DE IDENTIFICACAO:

INICIAIS DO NOME:

IDADE: 1.60-65

ENDERECO:

Cidade /Estado..............

ESCOLARIDADE:
1. analfabeta 2.priméria

ATIVIDADE DIARIA:

1. profissao...........cccuueee.

atividade
4. do lar e ativa

Dados Clinicos:

REGISTRO NUMERO:
2.65-70 3.70-75 4.mais de 75

Ne FONE( )evevvrereenee.

................................ [

3.secundéaria 4. superior 5. pés-graduacao

.............. 2. aposentada e ativa no lar 3. sem

5. do lar e sem atividade 6. atividade fisica

1.Histéria Ginecobstétrica:
*Menarca 1l.<15anos 2.>15anos
* Menopausa 1.< 45 anos 2.>45 anos 3.>50 anos

* Gestacgoes 1.1
* Partos 1.1
* Cesareas 1.1

22 33 4>3
22 33. 4>4
12 33 4>4

2.Caracterizacao da incontinéncia:

* Com esforc¢o (fazendo forc¢a, tossindo, rindo ou espirrando):

1.SIM

2. NAO Quantos episddios durante o dia................

* Sintomas vesicais irritativos de armazenamento:

1.SIM

2. NAO

* Urgéncia com Incontinéncia:

1.SIM

2.NAO Quantos episoédios no

*Nocturia (levanta a noite para urinar):
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1.SIM 2.NAO Quantos episodios na

*Enurese (acorda molhada a noite):
1.SIM 2.NAO Quantas vezes a

*Utiliza algum tipo de protecdo:

1. SIM 2. NAO
Que

L] 01 OO P PP PPPP PP
Quantos séao trocados por:Dia............. Noite...........

* Tempo de evolucéo:
l.<lano 2>1ano 3.>2anos 4.>3anos 5>4anos 6

.>5anos

* Alincontinéncia urinéria representa para senhora um problema :

1.Higiénico 2.Social 3.Emocional 4.Juntos

* [ncontinéncia fegal:

1. SIM 2.NAO

Com que frequéncia:

1. uma x dia 2.duas x dia 3.>2 xdia

4. eventualmente 5.1 x por semana 6. outros

3. antecedentes clinicos: 1. SIM 2.NAO
FQUE PO ettt ettt et e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e eeas
4. Uso de Medicamentos: 1.SIM 2.NAO
* QUE tIPO € HOBNGA:.....ccc i e s
5.Cirurgias Previas: 1.SIM 2.NAO
Ja(O LU= 1 0T 1P PPRRRTPPPRTRRRN
6. Usa aparelhos/recebe ajuda para se movimentar: 1.SIM 2.NAO
F QUE BP0ttt e e ettt e e e e e e e e aeas
7. Infeccdo urinéria no passado: 1.SIM 2. NAO

SO U= (=0 (U= o o - RSP
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ORIGINAL ARTICLE

Association Between T102C Polymorphism of Serotonin 2A
Receptor Gene and Urinary Incontinence in Older Women

Jorge Anténio Pastro Noronha, PhD, MD,* Carla Helena Augustin Schwanke, MD, PhD,
Denise Cantarelli Machado, PhD,} Rafael Braga, MD,§ Jeremia Mistrello Lubianca, MD,//
Fabiane Lorenzoni Sesti, MD,q Aloysio Floriano de Toledo, PhD,*
and Ivana Beatrice Manica da Cruz, PhD**

Background: The bladder’s regulatory function is influenced by cen-
tral serotonergic modulation. T102C polymorphism of the serotonin 2A
(5-HT,) receptor gene is associated with urinary incontinence (UI) that
has been reported by older community dwellers. We analyzed the asso-
ciation between 5-HT;4 receptor gene polymorphism and urodynamic
tests for Ul in older women.

Methods: A case-control study was performed with 68 older women
submitted to urodynamic evaluation and 162 older women without
urinary problems (self-reported), all community dwellers enrolled in the
Gravatai-GENESIS Project, Brazil. Clinical interviews, complete urody-
namic evaluation following the International Continence Society Report
on Good Urodynamic Practice (case group), and molecular analyses
were performed (case and control groups). Serotonin 2A receptor gene
genotyping was carried out by polymerase chain reaction-restriction
fragment length polymorphism using the restriction enzyme Hpall. We
excluded patients with diabetes mellitus, neurologic damage, and
diuretic intake.

Results: The subjects’ mean (SD) age was 68.1 (6.5) years (range,
60-92 years). We found an association between the TT genotype versus
CC + CT genotypes and UI (P = 0.013; odds ratio, 2.69; 95% confidence
interval, 1.37-5.29) and, in addition, an association with urgency UL,
maximal cystometric capacity (TT, 349 mL; CC + CT, 429.5 mL [P =
0.047]), detrusor pressure at maximum cystometric capacity (TT, 11 cm
H,0; CC + CT, 6.75 cm H,0 [P = 0.032]), and detrusor compliance
(TT, 34 mL/cm H,0; CC + CT, 61.25 mL/cm H,0 [P = 0.006]).
Conclusions: We confirmed our previous findings of a genetic influ-
ence of the TT genotype on UI involving the serotonergic pathway
among older women. Further investigations including 5-HT,, expses-
sion in the bladder, pelvic floor, and striated sphincter muscle must
be performed.
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(J Investig Med 2010;58: 32-37)

U rinary incontinence (UI) is a problem with a significant im-
pact on quality of life, affecting social, psychological, phys-
ical, and financial aspects, and has a higher prevalence in
women, which is age related. Overactive bladder, characterized
as a syndrome consisting of urgency with or without urge UL, is
usually accompanied by ﬁ'equcncy and nocturia. Approxnmately
30% of overactive bladder carriers have urinary leak."

Studies showed that serotonin (5-HT) metabolism is an
important modulator of the procontinence voiding reflex. Sero-
tonin is a monoamine neurotransmitter that is ubiquitously dis-
tributed throughout the peripheral and central neryous systems
and modulates functions that are vital for survival.? Experimen-
tal studies in animals have revealed that spinal reflex circuits
involved in voiding exhibit a dense serotonergic innervation
because multiple 5-HT receptors are present. Activity in the
serotonergic pathway generally enhances urine storage by faci-
litating the bladder sympathetic reflex pathway and inhibiting
the parasympathetic voiding pathway.

Thus, 5-HT receptor antagonists and reuptake inhibitors are
considered important targets for the development of new IIeat-
ments of detrusor overactivity and Ul, such as duloxetine.’
Studies have shown that 5-HT receptors in the Onuf nucleus
facilitate sphincter contraction, increasing urethral resistance.
Agonists that stimulate these receptors facilitate the guarding
reflex, whereas antagonists that block these receptors inhibit this
reflex.

The 5-HT, receptor subfamily consists of 3 subtypes, A, B,
and C, and the subtypes that are of interest in micturition are the
5-HT,4 and S-HT,c receptors. These receptors are believed to
have an excitatory parasympathetic action, as they couple pref-
erentially to Gg/11 to increase the hydmlysls of inositol phos-
phates and to elevate cytosolic (Ca 42 although little is known
about its role in sphincter regulation.

The regulation of bladder function via central serotonergic
modulation of these sensory pathways has been a focus in
the devclopment of phannacologlcal treatments of bladder
dysfunction.® de Groat” reviewed the influence of the central
serotonergic mechanism on lower urinary tract function and
concluded that in experimental animals, spinal reflex circuits
involved in voiding exhibited (@) a dense serotonergic innerva-
tion, (b) multiple 5-HT receptors, and (c) sensitivity to 5-HT
receptor agonists and antagonists and to 5-HT reuptake in-
hibitors. The author also postulated that although there is some
evidence for serotonergic facilitation of voiding in the rat, most
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experiments in both the rat and the cat indicate that activation
of the central serotonergic system can suppress voiding by
enhancing the efferent control of the urethral outlet and by
inhibiting parasympathetic excitatory input to the urinary
bladder. In a review, Cohen® concluded that there is marked
species variability in responsiveness to 5-HT and indicated that
contraction in response to 5-HT in the canine bladder is medi-
ated by activation of the 5-HT, receptor.®

As the expression of 5-HT,, receptors is controlled by
nuclear genes, they can be influenced by genetic variations that
could change their function. Epidemiological evidence suggests
that some women have a genetic predisposition to the
development of stress incontinence related to other structural
and regulatory molecules other than 5-HT, receptors.’

The genetic polymorphism related to 5-HT metabolism, the
T102C polymorphism of the 5-HT; receptor gene, has received
considerable attention. Three genotypes, TT, CC, and TC, are
possible. Although the T102C substitution does not alter amino
acid sequence, there is evidence that total levels of 5-HT;4
receptor messenger RNA and protein in healthy people with the
CcC genotyge are lower than those in healthy people with the TT
genotype.'” Case-control studies have described an association
between this polymorphism and several disturbances such as an
association of the 102C allele with schizophrenia and other
neuropsychiatric disorders'' and with smoking'? and an asso-
ciation between the T allele and nonfatal acute myocardial
infarction.'® Recent investigations also described an association
between the heterozygous genotype (TC) and poorest perfor-
mance of prefrontal executive cognition in healthy adults.'*

A previous investigation by our team described an asso-
ciation between the TT genotype and UI among elderly comi-
munity dwellers in Brazil.'* In principle, we expected that TT
carriers who have higher expression of membrane receptors
should be more continent than TC and CC carriers because
bladder relaxation is regulated indirectly by 5-HT and norepi-
nephrine. Released at the medullary level, the role of both
neurotransmitters is to facilitate bladder storage by increasing its
capacity for accommodation (compliance). Serotonin acts by
reducing acetylcholine activity (muscarinic receptors with para-
sympathetic activity), and norepinephrine causes relaxation of
the detrusor by stimulation of its receptors, B3 subtype adren-
ergic receptors (in humans), localized in the bladder body.'®

Because detrusor relaxation and the gain in compliance are
not sufficient to maintain continence, stimuli of the pudendal
nerve produce an adjuvant action in this function, through the
release of acetylcholine (nicotinic receptors) that reinforces the
contraction of the sphincter muscles and of the pelvic pathway
(increased urethral resistance). In addition, the stimulation of
the adrenoceptor (o) of the proximal urethra, from the hypo-
gastric nerves, reinforces the peripheral and central effector
roles of the respective sympathetic and somatic controls or ure-
thral function in the promotion of urinary continence.'®

Because studies of urodynamic evaluation could be impor-
tant in understanding the etiology of Ul and in clinical appli-
cation of this knowledge, we analyzed the association of T102C
polymorphism of the 5-HT,, receptor gene and urodynamic
parameters in older women.

PATIENTS AND METHODS
We performed a case-control observational study. (1) Case
group included women who were defined by the International
Continence Society as having “any involuntary leakage of
urine.”’” First, we selected 84 incontinent older women who
were seen at Sio Lucas Hospital during the period from July 2005

© 2010 The American Federation for Medical Research

to December 2007, of whom 68 were without any associated
diseases such as diabetes mellitus type 2 and use of diuretic drugs
and neurodegenerative disturbances. It was possible not only to
have the clinical and urodynamic analyses available but also to
determine their 5-HT,, genotype. (2) Control group included
continent older women from 1058 older participants of the
GENESIS Project (Gravatai City) that studies gene-environmental
interactions in successful aging and age-related disease. We se-
lected 162 continent older women (self-reported) with previous
analysis of the T102C polymorphism of the 5-HT, 4 receptor gene.
(3) Population sample included 687 individuals (18-100 years old)
who were previously investigated for the association of 5-HT,4
and longevity. We excluded first- and second-degree relatives
of subjects previously included to avoid genetic frequency bias.'®
We matched case and control subjects, and the sample age was
68.1 (6.5) years old (range, 60-99 years) showing no statistically
significant difference between the 3 women groups evaluated.

Three Ul subtypes were considered: incontinence of urgency,
mixed, and stress incontinence. Stress Ul is the complaint of in-
voluntary leakage of urine on effort or exertion, or on sneezing
or coughing. Urge Ul is the complaint of involuntary leakage
accompanied by, or immediately preceded by, a strong desire to
void. Mixed incontinence is the complaint of involuntary leakage
associated with urgency and also with exertion, effort, sneezing,
or coughing; nocturnal enuresis is the complaint of loss of urine
during sleep (the original definition of enuresis has been reasserted
as that of any involuntary loss of urine).?®

The study was submitted to the research ethics committee
of Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
affiliated with Conselho Nacional de Satide, and the study pro-
tocol was approved (document numbers 226/01, 797/01, and
481/06). Written informed consent was obtained from all
participants.

Urinary Evaluation

The urinary evaluation consisted of a clinical history, tar-
geted physical examination, and urodynamic evaluation, which
were all performed by the principal investigator. The apparatus
used was the multichannel Urosystem Viotti (Sao Paulo, Brazil)
using the criteria recommended by the Subcommittee on Stan-
dardization and Terminology of the International Continence
Society (uroflowmetry, measure of post-voiding or bladder re-
sidual, filling cystometry, and pressure flow studies).?® Control
subjects were first evaluated by geriatric investigators, and the
Ul state was then confirmed by the same investigator who
performed additional analysis in UI subjects.

Polymorphism Analysis

Serotonin 2A receptor gene polymorphism was determined
from DNA isolated from lymphocytes using an extraction kit.
Genotyping of the T102C polymorphism was performed by the
polymerase chain reaction (PCR) method proposed by Warren
et al.,”' with minor modifications performed by do Prado-Lima
etal.’? Briefly, standard PCR was carried out in a 25-pL volume
containing 100-ng genomic DNA, 200 umol/L of each deoxy-
ribonucleotide triphosphate, 1.5-mmol/L MgCl,, 250 nmol/L
of the sense (5-TGTGCTACAAG TTCTGGCTT-3") and anti-
sense (5-GTGCA GTTTTTCT CTAGGG-3") primers, and
0.6-U DNA Taq polymerase. The PCR products were digested
with Hpall (BM), and the digestion products were separated
by electrophoresis and visualized under UV light. The 102T
allele PCR products remained uncut, with a single-DNA band
of 342 base pairs, whereas the 102C allele showed 2 bands of
216 and 126 base pairs.
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TABLE 1. Allele and Genotype Frequencies of the T102C
Polymorphism of the 5-HT,4 Receptor Gene

Genotype Incontinents, Continents, Population Sample,
Frequency n=68,n (%) n=162, n (%) n = 687, n (%)
T 25 (34.8) 28 (17.0)° 148 (21.5)°
cc 13 (19.3) 38 (23.3) 114 (16.6)
TC 30 (45.9) 96 (59.7) 425 (61.9)
Allele

frequency
T 0.578 0.468 0.524
€ 0.422 0.532 0.476

Different superscripted letters indicate statistical differences (P < 0.05
by the x? test).

The genotyping data were subjected to the following qual-
ity measures. (a) Before the sample analysis was performed, a
pilot genotyping analysis (N = 50) was conducted to verify the
reliability of the 2 investigators in charge of these analyses in the
study, which showed 100% concordance. (b) All genotyping
data were recorded in a notebook with numbered pages. (¢)
When the image conditions were unsatisfactory, the genotyping
sample was prepared anew. Furthermore, to improve the ac-
curacy of the interpretation of our genotyping analyses, we used
the Image Master VDS and Fuji Film Photography System FTI-
500 (Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden).

Statistical Analysis

The allele and genotype frequencies were tested for Hardy-
Weinberg equilibrium among cases, controls, and population
groups. The significance of allele frequency or genotype dis-
tribution among case-control volunteers was examined by the
nonparametric xz or Fisher exact test (2 tailed). Statistical anal-
yses were performed using the SPSS/PC Statistical Package
Version 11.0 (SPSS Inc, Chicago, IL). All P values were 2 tailed,
and P < 0.05 was considered as statistically significant.

RESULTS

Baseline characteristics and T102C genotype and allele
frequencies of control and case volunteers included in the study
are described in Table 1.

The genotype frequencies for the 3 groups investigated
were in Hardy-Weinberg equilibrium. Women with Ul had a
frequency of the TT genotype significantly greater in relation to
continent women and in relation to the general sample of the
population.

Additional statistical analysis was carried out to test dose-
effect for the association of incontinence and T allele. The re-
sults showed that women with TT genotype had a significantly
greater risk of Ul than TC + CC women (P = 0.013; odds ratio,
2.69; 95% confidence interval, 1.37-5.29). On the other hand,
women with CC genotype did not show this significant dif-
ference compared with TT women (P = 0.385; odds ratio, 0.68;
95% confidence interval, 0.33-1.4).

The urodynamic data compared in the 3 genotypes are
presented in Table 2 as variations in medians and interquartiles

TABLE 2. Association Between Urodynamic Data and Genotypes of 5-HT;4 Gene

TT, n =25, CT, n=30, CC,n=13,
Variable Median (IR) Median (IR) Median (IR) P* P}, TT x TC/CC
Uroflowmetry
Maximum flow rate, mL per segment 8 (0-21)° 8 (0-18.5)° 10 (7.5-20)* 0.722 0.923
Voided volume, mL 104 (18.5-243)* 115 (0-302)* 130 (83-263)* 0.791 0.622
Postvoid residual, mL 40 (0-75)" 49 (0-125)" 75 (0-185)* 0.664 0.368
Filling cystometry (H,O — 50 mL/min)
First desire to void, mL 147 (110-200)* 162 (107-268)* 149 (111-194)* 0.833 0.750
Py, first desire to void, cm H,O 4 (3.5-1.5) 4 (2.8—10)ab 31 .5—4)" 0.026 0.216
ALLP, cm H,O y 70.5 (0-83.5)" 55 (9-88.5)" 83 (38-96)" 0411 0.609
ALLP, volume, mL 209 (159-269)* 211 (180-284) 265 (185-440)* 0.302 0.344
First IDC, mL 238 (102-422)* 154 (104-322)* 273 (36.5-402)*  0.827 0.594
Pyet IDC, cm H,0 13 (9-25)° 13 (8.5-21.5) 12.5 (7.8-16.5)* 0.657 0417
DLPP, cm H,0 16 (9.5-28.5)" 14 (0-23.3)* 14.5 (0-32)° 0.896 0.650
Volume, DLPP, mL 247 (102-422)° 159 (0-393)* 76.5 (0-346)" 0.463 0.293
MCC, mL 349 (258-434)* 387 (3()8—451)h 472 (345—555)b 0.050 0.047
Pyer, MCC EFP, cm H;O 11 (5.5-17.5) 7.5 (4.8—12.3)" 6 (4—8.5)" 0.059 0.032
Bladder compliance, mL/cm H,O 34 (16-59)° 46.5 (35.8—87.5)b 76 (63-103)° 0.004 0.006
Pressure flow studies
Voided volume, mL 280 (214-380)* 325 (128-450)* 420 (197-503)* 0.145 0.129
Maximum flow rate, Opmax, ML per segment 15 (9-26)° 15 (9.5-23.3)* 21 (14.5-31)* 0.310 0.584
Pressure at Qpay, cm H,0 10 (5.5-27)* 9.5 (0-17.5)° 6 (2-24.5)° 0.854 0.600

Different superscripted letters indicate statistical differences (P < 0.05).

*Kruskal-Wallis test.
1Mann-Whitney U test.

ALLP indicates abdominal leak point pressure; IDC, involuntary detrusor contraction; MCC, maximum cystometric capacity; DLPP, detrusor leak

point pressure; IR, interquartile range (P25-P75); Pge:, detrusor pressure.
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TABLE 3. Association Between Physical Examination and Urodynamic Evaluation With Genotypes of 5-HT,4 Gene

Variable TT, n = 25, n (%) CT, n =30, n (%) CC,n=13,n (%) P P*, TT x TC/CC
Uroflowmetry
Urine flow smooth 11 (64.7) 14 (60.9) 7 (63.6) 0.967 1.000
Pelvic organ prolapse
Yes 14 (56.0)* 20 (66.7)* 8 (61.5)* © 0.720 0.626
No 11 (44.0) 10 (33.3) 5(38.5)
Idiopathic detrusor overactivity (n = 67)
With (31) 13 (52.0)* 14 (46.7)* 4 (33.3)° 0.566 0.637
Normal detrusor function (36) 12 (48.0) 16 (53.3) 8 (66.7)
Functional voiding (n = 60)
Mixed 7 (30.4) 3 (12.0° 4(33.3)° 0.175 0.453
Detrusor 12 (52.2) 15 (60.0) 2 (16.7)
Abdominal 2(8.7) 4 (16.0) 4(33.3)
Urethral relaxation 2 (8.7) 3(12.0) 2 (16.7)
Uninary leakage 0.04 0.02
Incontinence of urgency 11 (44.0)* 06 (19.4)° 01 (7.7)°
Stress incontinence 06 (24.0) 16 (54.8) 06 (46.2)
Mixed UI 08 (32.0) 08 (25.8) 06 (46.2)
Ul

Different superscripted letters indicate statistical differences (P < 0.05).

*Level of significance (x* test).

(analyzed by a nonparametric test because most of the quan-
titative variables did not show a normal distribution).

The physical examination and urodynamic data are pre-
sented in Table 3.

As can be seen, genotype TT carriers showed significantly
greater detrusor pressure at first desire to void than did CC
carriers. The TT group also displayed a lower maximum cysto-
metric capacity (than did TC and CC carriers) and reduced
bladder compliance.

In the comparison of the additional urodynamic findings, a
significant difference was observed in the type of Ul in relation
to genotype (Table 3). In the case group, TT carriers showed
greater prevalence of urgency UI, whereas carriers of the geno-
types CC and TC showed a greater prevalence of stress UL The
prevalence of mixed UT was similar among these genotypes.

DISCUSSION

In the present study, we investigated the association of the
T102C polymorphism of the 5-HT,4 receptor gene with Ul in
older women who live in a senior community and submitted to
urodynamic analysis.

We found a significant association between TT and general
UI when we compared the genotype and allele frequencies be-
tween case and control older women and when we compared
the case group and a general population sample. However, when
we analyzed the incontinence subtypes just in incontinent older
women who underwent a urodynamic evaluation, we also found
differences between 5-HT,, genotypes carriers. Older women
with TT showed a higher frequency of urge incontinence than
did CC and TC carriers. This association is explained when we
observed in urodynamic evaluations that TT carriers had a de-
trusor pressure of first desire to void, higher detrusor pressure,
lower volume at maximum cystometric capacity, and reduction
of bladder compliance. Therefore, we suggest that the TT geno-

© 2010 The American Federation for Medical Research

type is associated with risk of UI and that among the different UI
subtypes, TT carriers have higher risk of urge incontinence
than stress and mixed incontinences when compared with CC
and TC carriers.

The results obtained confirmed the association between
voiding dysfunction and the polymorphism investigated that was
previously described by Schwanke et al.'* The importance of
these results is based on the following aspects. (1) The study
conducted by Schwanke et al. had a different experimental de-
sign in which older community dwellers were selected and
genotyped for the T102C polymorphism of the 5-HT, 5 receptor
gene, and tests were performed as indicators of their health
including UL (2) The sample size was relatively small, and UI
was evaluated only based on self-reporting by the older indi-
viduals. Thus, the presence of biases could have influenced the
results obtained producing a false-positive association; (3) be-
cause it was a preliminary investigation, no complementary
urologic evaluation with a urologic and urodynamic clinical
anamnesis had been done. (4) Despite the limitations of the
study by Schwanke et al., it is of extreme importance because
investigations of the role of 5-HT receptors in urinary incon-
tinency are a current theme in urologic research, being very
actively pursued in animal models and in humans in a more
limited manner. The importance of these studies is related, for
example, to the use of 5-HT reuptake inhibitors that are used in
the treatment of UL Despite the wide use of these medications,
as in the case of duloxetine, studies are lacking in serotonergic
physiologic dynamics. (5) In addition, there is a need for more
studies on the influence of the gene-environment interaction in
Ul associated with biological aging because this disturbance is
highly prevalent in older women independent of other risks.

The importance of investigating urodynamic aspects in
the association of UI with genetics is based on the following
considerations. An adequate investigation of UT should be based
primarily on clinical history. Urodynamics as a science
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applicable in the clinic is relatively recent. Technological ad-
vances have broadened their use in the investigation of phys-
iopathologic states of bladder function. The indication for
complementary diagnostic urodynamic investigation has been
discussed for female patients with a classic history of stress UI
and for older individuals with good response to initial con-
servative treatment of UL Despite being an invasive method, it is
considered the method of choice in the investigation of dys-
function of the lower urinary tract. In the case group, the clinical
and urodynamic evaluation of UI of older persons should be
indicated for patients in situations of obtaining some type of
benefit from this assessment, that is, if it influences the choice
and success of treatment.??

When the urodynamic data were compared among the 3 ge-
notypes, it was seen that TT carriers showed a significantly higher
pressure at first desire to void, higher detrusor pressure, and
smaller volume at maximum cystometric capacity, besides re-
duced bladder compliance. This picture is compatible with the
physiologic aspects directly related to the symptoms of UL In
addition, these results were reinforced by the occurrence of a
greater prevalence of urge Ul in TT carriers, whereas women with
the CC and TC genotypes had a higher prevalence of stress UI

What is the possible functional role of the 5-HT,, in
increasing the risk or worsening of Ul in older individuals? If
we consider the role of 5-HT/receptors in the control of
micturition and T102C polymorphism, we can make the
following statements:

(1) There is evidence that the TT genotype results in approx-
imately 20% more S-HT>4 than CC genotype and thereby
would show greater response to 5-HT in its target tissues.

(2) The physiologic process of urination, which involves
the relaxation of the bladder’s body and the contrac-
tion of the urethral complex, is influenced by 5-HT,
through an indirect action, in combination with other
neurotransmitters;

(3) The pharmacologic treatment of this condition uses 5-HT
reuptake inhibitors in the synapse to enhance continence.

It would be expected that TT individuals make up pro-
continents instead of proincontinents. This apparent paradox
seems to have its origin in a complex network of relationships
that involve the interaction of various 5-HT receptors with
respect to their expression and localization and the differential
interaction of 5-HT with other regulatory substances with or
without neural action.

Animal model studies are currently exploring the role of
serotonergic receptors in different tissues of the lower urinary
tract via medullary or supramedullary routes that are involved in
micturition control. Most investigations analyze the action of
agonists and antagonists of these receptors in the voiding
response. Mbaki and Ramage?® published a study on the role of
5-HT,4 receptors in the regulation of micturition. These authors
pointed out that these receptors are especially implicated in the
control of the urethra; which is the target in the treatment of UI,
such as duloxetine. The study was conducted in anesthetized
female rats for the purpose of determining the role of each of
3 subtypes of 5-HT, receptors (A, B, and C) in sphincter regu-
lation. The effects of agonists and antagonists were determined
in each of the receptor subtypes about the pressure of the urethra,
the bladder, and the external urethral sphincter, to voiding reflex
induced by bladder distention and also to systemic arterial
pressure and heart rate. The results showed that the S-HT,, and
5-HT,¢ receptors located in the sacral medulla activated the
striated external sphincter, whereas the 2C receptors inhibited

36

voiding reflex and the 2B receptors probably acted at the level of
the urethra, augmenting the tone of the sphincter smooth
muscles. Besides this, the study showed that the 5-HT,p and 5-
HT,¢ receptors did not play an important role in the physiologic
regulation of micturition. However, the 2A receptors seem to be
involved in the voiding reflex through the activation of the
striated urethral sphincter. The reason is that in the presence of
antagonists of the 2A receptor, as in the case of ketanserin and
MDL100907, there was an increase in the volumetric capacity of
the bladder and inhibition of its isovolumetric contractions,
Although this was a study in an experimental model with limi-
tations with respect to translation to humans, this information
suggests that the increase in the expression in the 2A receptor in
the detrusor muscle of the bladder could diminish the induction
of its relaxation and cause difficulty in urine storage and,
consequently, setting off the voiding reflex.

Another study examined the changes in response of the
detrusor muscle via 5-HT receptors in diabetic rats by analyzing
segments of detrusor muscle treated with saline to induce iso-
tonic contraction and with 5-HT receptor antagonists to induce
relaxation. Regarding these results, it is important to point out
that the 5-HT,, receptor antagonists inhibited the contractile
response of 5-HT in a dose-dependent manner.**

Xu et al.>* found a preferential localization of 5-HT,, ex-
pression in striated muscles in pelvic floor with a paracrine mode
of action (showing inhibitory or excitatory responses or even
variable intensity through the regulation of other serotonergic
or nonserotonergic receptors such as noradrenergic and cholin-
ergic receptors) and very weak expression in Onuf nucleus in
female rats.

Although the previously cited studies were carried out in
experimental models, the results of these 2 studies are in agree-
ment with our urodynamic findings described here. The reason
is that carriers of the TT genotype showed only higher pressure
and smaller volume of maximal cystometric capacity and re-
duced compliance, which indicates an action of the 5-HT,4
receptor in the modulation of bladder contraction. Unfortunately,
a review of the literature did not show similar studies in humans
that could support this hypothesis.

Tissue expression of the receptors in various anatomic seg-
ments could confirm and elucidate the role of the 2A receptor
in the modulation of bladder and sphincter activities. Such
strategy is part of the future aims of our research.

CONCLUSIONS
We confirmed the previous findings of a genetic influence
of 5-HT,4 on Ul in older women related to the TT genotype.
Further investigations including 5-HT,, expression in the blad-
der, pelvic floor, and striated sphincter muscle must be per-
formed in humans.
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Oficio 481/06-CEP Porto Alegre, 08 de maio de 2006.

Senhor(a) Pesquisador(a)

O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS
apreciou e aprovou seu protocolo de 'pesquisa registro CEP 06/03038, intitulado:
“‘Associagdo do polimorfismo genético do receptor 2A da serotonina / (5-
HT2A) com incontinéncia urinaria em idosos”.

Sua investigacdo esta autorizada a partir da
presente data.

Relatérios parcial e final da pesquisa devem ser
encaminhados a este CEP.

limo(a) Sr(a)
Dout Jorge Antonio Pastro Noronha
N/Universidade
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Porto Alegre, 10 de outubro de 2005.

lImo. Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS

Venho, por meio desta, declarar que concedo ao doutorando Jorge
Anténio Pastro Noronha, do Programa de Pos-graduacdo em Medicina e
Ciéncias da Saude, a utilizagdo do banco de dados da minha tese que envolve

o polimorfismo genético T102C do receptor 2A da serotonina de idosos
socialmente ativos do municipio de Gravatai-RS.

Atenciosamente,

-~ e

Carla H. A. Schwanke, MD, PhD

Co-orientadora
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO.
(Obrigatério para pesquisa cientifica em seres humanos)
Resolucao 196/96 do C N Saude do Ministério da Salde — 10.10.1996.

O curso de Pds-graduagdo em Medicina e Ciéncias da Saude, énfase em Geriatria da
Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul esta desenvolvendo um projeto de pesquisa
sob o titulo de “ASSOCIACAO DO POLIMORFISMO GENETICO DO RECEPTOR 2A DA
SEROTONINA (5-HT2A) COM INCONTINENCIA URINARIA EM IDOSOS.

As doengas crbnicas agravam a saude dos idosos, trazendo, com elas, dificuldades
progressivas e a necessidade de atencédo especial. A perda de urina, por exemplo, € uma destas
condicdes crbnicas, € o0 sintoma que mais atrapalha os idosos e seus familiares e, como
consequéncias traz assaduras, quedas e fraturas, infeccfes e depressao. Todos estes fatos juntos
vao reduzir as atividades diarias da maioria destas pessoas.

De maneira geral, muitas doengas podem ser evitadas quando se descobrem fatores de risco,
fatores que aumentam a chance de uma doenca se manifestar ou evoluir. Muitos fatores de risco
genéticos (heranca de sangue) e ambientais podem aumentar as chances de uma pessoa vir a
desenvolver tais doencgas. Isso porque existem diversos genes que possuem polimorfismos genéticos
associados ao aumento da instalacdo de tais doengas que ja foram identificados.

Nosso projeto de pesquisa tem por objetivo analisar a associagédo entre polimorfismo genético
e a perda de urina (incontinéncia urinéria) em idosas.

A candidata que concordar em participar desta pesquisa, de maneira voluntaria, selecionada
ao acaso, a partir de sua Avaliacdo Urodindmica armazenada no Banco de Dados do Setor de
Urodindmica do Hospital Sdo Lucas da PUCRS, ir4 coletar uma amostra de sangue da veia para
andlise de um destes fatores que pode estar relacionado com a perda de urina.

A amostra de sangue da veia sera obtida com seringa descartavel a vacuo (Vacutainer) e o
material sera encaminhado para o Laboratério de Imunologia do Instituto de Pesquisa Bioldgicas da
PUCRS.

Sua participagdo € isenta de pagamentos e, a senhora que se recusar a participar, ndo
sofrerd nenhum tipo de problema ou prejuizo aos seus cuidados.Sempre que alguém colaborar nesta
pesquisa, estara possibilitando a melhoria do conhecimento e entendimento deste problema,
permitindo assim preveni-lo ou alivia-lo.

EU, oo , fui informada dos objetivos deste projeto de
pesquisa de forma clara e detalhada. Todas as minhas davidas foram respondidas com clareza e sei
gue poderei solicitar novos esclarecimentos ou mesmo me retirar da pesquisa em qualqguer momento.
Também me foi garantido pelo pesquisador, sigilo que assegure a privacidade dos dados
confidenciais envolvidos na pesquisa. Além disso, poderei chamar o Dr Jorge Antonio Pastro Noronha
pelo telefone (051) 9987 2955 para sanar eventuais davidas durante o periodo da pesquisa. Declaro
ainda ter recebido cépia do presente Termo Consentimento Livre e Esclarecido.

Porto Alegre, [



