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ABSTRACT

Objectives: Glycosaminoglycans (GAGs) play key roles in the normal physiology and pathology of
the bladder. There is little data, however, on GAG composition in the human fetal bladder wall. In the
present study we aimed at establishing the composition of GAGs in the bladder wall of human fetuses at
different gestational ages.

Methods: Bladder samples consisting of the dome and front wall were obtained from 4 fresh,
macroscopically normal human fetuses aged 13 to 32 weeks postconception (WPC). GAGs in delipidated
tissue samples were extracted by papain digestion and cetylpyridinium chloride/ethanol precipitation. The
concentration of total GAG was assessed by a hexuronic acid assay and expreg$exkasonic acid per mg
dry tissue, while the proportions of sulfated GAG species were determined by agarose gel electrophoresis.

Results: At 13 WPC bladder GAG concentration is aboyt@ig. It then decreases slowly, and at 32
WPC the value is 18g/mg. Proportions of sulfated GAGs from 13 to 21 WPC are stable, with 40% chondroitin
sulfate, 50% dermatan sulfate, and 10% heparan sulfate. At 32 WPC, however, the proportions of chondroitin
and dermatan sulfate are 48 and 42%, respectively.

Conclusion: Overall, the extracellular matrix of the vesical wall does not undergo dramatic compositional
changes between the 13th and 32nd WPC. Sitill, the lower GAG concentration and the change in the proportions
of GAG species at the 32nd WPC suggest that major developmental modifications in the vesical wall, which
certainly bear on the mechanical properties of the bladder, occur by this period.
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INTRODUCAO organizacao estrutural da matriz extracelular; (3)
regulagédo da interagdo célula-matriz extracelular e
Glicosaminoglicanos (GAGSs) séo heteropo- célula-célula; (4) modulacdo do efeito de citocinas; e
lissacarideos complexos que possuem quantidade®) regulacao da atividade de proteases (1-3).
diversas de grupamentos carboxila e sulfato. Os Os GAGs desempenham diferentes e impor-
GAGs portanto tém alta densidade de grupamentosantes fun¢des na fisiologia da bexiga. Em virtude de
anibnicos, e in vivo esses polissacarideos existem sobua bem conhecida interagdo com o colageno e ou-
a forma de glicoconjugados denominados proteo-tros componentes da matriz extracelular (4), pode-se
glicanos, cuja parte protéica contem quantidades vainferir que os GAGs tém participacdo marcante nas
ridveis de dominios de adeséo. Os proteoglicanos ténpropriedades de complacéncia da parede vesical,
dessa forma, grande capacidade de interacbes espembora tal fato ndo tenha sido ainda apropriadamen-
cificas com o meio circundante, e suas fun¢des fisiote investigado. Uma funcdo que vem sendo bem estu-
I6gicas sdo basicamente decorrentes dessa proprielada, e que tem implicacdes clinicas imediatas, € par-
dade. Essas fun¢des incluem principalmente: (1) reticipacdo dos GAGs na permeabilidade do urotélio.
tencdo seletiva de ions e moléculas difusiveis; (2)Resultados de diversos trabalhos, utilizando tanto
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métodos morfoldgicos como bioguimicos, tém mos-badas com papaina bicristalizada (Sigma) em tam-
trado que a camada de glicocalix sobre o urotélio éao acetato 100mM, pH 5,0, contendo cisteina 5mM
enriquecida em GAGs (5,6). Outros experimentose EDTA 5 mM, por 24 horas a 60C. Apés
revelaram que essa camada ndo apenas impede a dentrifugacao, cloreto de cetilpiridinio (CPC) foi adi-
fusédo de componentes da urina para dentro da paredgonado ao sobrenadante para precipitar os GAGS.
da bexiga (7), mas também dificulta a aderéncia deAs amostras foram centrifugadas e o complexo CPC-
bactérias ao urotélio (8,9). Baseados nessas proprigsAG no pellet foi dissociado com NaCl 2M. Os
dades, tem-se correlacionado alteracfes de GAG dGAGs foram por fim precipitados ao se adicionar 2
urotélio com a cistite intersticial (10,11). E impor- volumes de etanol absoluto as amostras, que foram
tante notar que essas altera¢gBes limitam-se, proveentdo mantidas a 4C por 24 horas. Apds uma seérie de
velmente, a composicao de GAGs, pois nao foramcentrifugacdes e lavagens do pellet, obteve-se a pre-
detectadas diferencas morfologicas em relacdo ao teparacao final de GAGs totais, a qual foi utilizada nas
cido normal (6). analises subsequentes.

Existem poucos trabalhos sobre a composi- A quantificacdo de GAGs totais foi feita por
cdo de proteoglicanos e GAGs na bexiga de humameio da dosagem de acido hexurdnico, utilizando o
nos, e estes utilizam apenas tecido de adultos (12,13método do carbazol (19), no qual as amostras
Embora alguns estudos tenham sido feitos sobre apurificadas de GAG séo primeiramente tratadas com
alteragcbes com o desenvolvimento do colageno enH,SO, a 100C. A concentragédo de GAG no tecido
humanos (14) e em animais (15,16), dados semelhanresical foi expressa em microgramas de acido
tes sobre proteoglicanos e GAGs, os quais fornecerihexurénico por miligrama de tecido delipidado e seco.
am informacdes funcionais importantes sobre esses A guantidade relativa dos GAGs sulfatados
componentes, sao inexistentes. Essa questao foi abofeondroitim sulfato, dermatan sulfato, e heparan sul-
dada no presente trabalho, no qual se investigou &ato) foi determinada por eletroforese em gel de
concentracao e composicéao bioquimica de GAGs enagarose a 0,5% em tampao 1,3-diaminopropano 50
bexigas provenientes de fetos humanos de diferentesiM, pH 9,0 (20). Apds corrida a 80V, o gel foi fixa-

idades gestacionais. do em brometo de N-Cetil-N,N,N-trimetilaménio
) 0.1%, corado em azul de toluidina 0,1%, e a propor-
MATERIAL E METODOS ¢cdo dos GAGs foi determinada por densitometria das

bandas seguida de integracdo dos picos usando o pro-
As amostras consistiram da bexiga de 4 fe-grama Scion Image (Scion Corp, Maryland, USA). A
tos masculinos com idade gestacional variando enidentificacdo das bandas na placa de agarose foi feita
tre 13 e 32 semanas pos-concepcao (SPC), segundmm base na comparagdo com a migracao de padrdes
o0 método de medida do pé mais longo (17). Os fetosle GAG comerciais (Sigma) e na susceptibilidade a
estavam macroscopicamente bem preservados e n&@tegradacéo por GAG-liases (18).
apresentavam sinais externos de malformagdes con-
génitas. Apos disseccao, a cupula e a parede antelRESULTADOS
or da bexiga foram removidas e imediatamente fi-
xadas em acetona. As amostras foram entéo As amostras de bexiga fetal estudadas indi-
delipidadas por meio de duas trocas de 24 horas cadaam que a concentracdo de GAG total nesse tecido
em cloroférmio:metanol (2:1, v/v), e depois secas adiminui ligeiramente entre ad8 a 32SPC (Figura-
60C. A parede vesical foi analisada por inteiro, seml). Nesse periodo, a concentracdo de GAG, expressa
se fazer distincdo entre urotélio, lamina propria, ecomo microgramas de acido hexurénico por miligra-
camada muscular. ma de tecido delipidado e seco, passade 2.2a1.8em
A extracdo de GAGs seguiu um protocolo valores médios.
previamente descrito (18). Resumidamente, cerca de Os GAGs sulfatados majoritarios na parede
30 a 100mg de tecido delipidado e seco foram incu-da bexiga fetal, como mostrado pela eletroforese em
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Figura 1 —Concentracdo de glicosaminoglicanos totais na
parede vesical de fetos humanos. As amostras consistiram da
cupula e parte anterior da bexiga, e incluem toda a extenséo
da parede. A concentracao foi determinada pelo método do
carbazol e é expressa em microgramas de acido hexurénico
(HexUA) por miligrama de tecido delipidado e seco. A idade
gestacional foi calculada pelo método do pé mais longo e &

dada em semanas pés-concepcéo (SPC).
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gel de agarose, sédo o dermatan sulfato e o condroitin
sulfato, havendo, além disso, em torno de 10% de

heparan sulfato (Figura-2). O conteudo relativo des-
se ultimo GAG sofre poucas alteragfes entre*@ 13
a 32 SPC. De maneira similar, as proporc¢des dos

outros GAGs se mantém estaveis nas amostras de 13

e 21 SPC, nas quais se observa uma predominanc

do dermatan sulfato (49-51%) quando comparado ao

condroitin sulfato (40-41%). Na amostra de 32 SPC,

no entanto, essa relacao se inverte, e o contetdo rela-

tivo do condroitin sulfato (48%) passa a ser maior
gue o do dermatan sulfato (42%).

DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho

sentam modificacbes muito mais marcantes (obser-
vacdes ndo publicadas). Por outro lado, nossos resul-
tados indicam que as modificacdes mais acentuadas
na composicdo de GAGs ocorre mais para o final do
periodo analisado, em torno d& SPC. Nessa idade
gestacional, a concentracdo de GAGs € menor do que
em idades mais iniciais, e h4 uma inversao nas pro-
porcdes do dermatan e condroitin sulfato. Esses 2
GAGs estdo associados principalmente aos
proteoglicanos decorina/biglican e versican, respec-
tivamente, os quais tém distribuicdo predominante-
mente intersticial (3).

Aimunomarcagem de elastina e de colagenos
tipo | e Ill em bexigas normais e ndo complacentes
sugere que a lamina propria € um componente funda-
mental para essa propriedade mecanica (21). Como
decorina/biglican e versican ocorrem tipicamente na
lamina propria de epitélios, as modifica¢cdes em con-
centragdo e composicdo de GAGs em fases mais tar-
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Figura 2 —Concentracao relativa dos diferentes tipos de
glicosaminoglicanos (GAG) sulfatados na parede vesical de
fetos humanos. Apds extracao e purificacdo, os GAGs totais

13 32

mostram que, de uma maneira geral, a composicdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose, e as

de GAGs na parede vesical ndo sofre grandes altera

¢Oes no periodo estudado, que se situa entreeaal 3
322 SPC. Nesse mesmo periodo, estruturas de tecid
conjuntivo associadas ao testiculo, por exemplo, apre
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_ proporgdes do heparan sulfato (barras pretas), dermatan

sulfato (barras cinzas), e condroitin sulfato (barras brancas),
expressas como porcentagem do total de GAGs sulfatados,

O foram determinadas por densitometria das bandas. SPC,

semanas pos-concepgao.
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dias do periodo fetal, como mostrado por nossos re9.
sultados, estdo provavelmente relacionadas de ma-
neira estreita com as propriedades de complacéncia
da parede vesical.

ca de imunohistoquimica revelaram que o 10.

Outros estudos utilizando a mesma técni-

sindecan-1, um proteoglicano de heparan sulfato,
predomina no urotélio (22). Dessa forma, a ausén-
cia de variacdo na concentracao relativa do heparan
sulfato, no periodo fetal estudado, sugere que a

camada de GAGs do urotélio esta presente desdel.

idades gestacionais iniciais.
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RESUMO

COMPOSICAO DE GLICOSAMINOGLICANOS DURANTE O DESENVOLVIMENTO DA PAREDE
VESICAL EM FETOS HUMANOS

Objetivos: Os glicosaminoglicanos (GAGs) desempenham papel fundamental na fisiologia normal e
patoldgica da bexiga. Existem poucos dados, entretanto, sobre a composi¢cdo de GAGs na parede da bexiga
fetal de humanos. O presente estudo teve por objetivo estabelecer a composi¢cdo de GAGs na parede vesical de
fetos humanos de diferentes idades gestacionais.

Métodos: As amostras consistiram da cUpula e parede anterior de bexigas de 4 fetos macroscopicamente
normais e com idade entre 13 e 32 semanas pés-concepcéao (SPC). Os GAGs em amostras delipidadas de tecido
foram extraidos por digestao com papaina e precipitacdo com cloreto de cetilpiridinio/etanol. A concentracao
de GAG total foi determinada pela dosagem de acido hexurdnico, e foi expresgagaterécido hexurdnico
por mg de tecido seco, enquanto que as propor¢cdes de GAGs sulfatados foram determinadas por eletroforese
em gel de agarose.

Resultados: Com 13 SPC a concentragédo de GAG na bexiga eudén2y2 Esse valor entdo decresce
lentamente, e com 32 SPC é degdgng. As proporgdes dos GAGs da &2 F SPC séo estaveis, com 40%
de condroitin sulfato, 50% de dermatan sulfato, e 10% de heparan sulfato. Com 32 SPC, entretanto, as propor-
¢cOes sao 48 e 42%, respectivamente.

Conclusdes: A matriz extracelular da parede vesical ndo sofre grandes mudangas de composicao entre
a1l3ea21SPC. No entanto, a concentracdo de GAG mais baixa, e a alteracdo nas propor¢gdes dos GAG na 32
SPC sugerem que modificacfes importantes na parede vesical com o desenvolvimento, que certamente se
relacionam com as propriedades mecanicas da bexiga, ocorrem nesse periodo.

Unitermos: bexiga, feto, glicosaminoglicanos, matriz extracelular
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