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RESUMO

A matriz extracelular é elemento essencial a funcdo peniana, podendo ser
acometida por doencas locais ou sistémicas, embora pouco seja conhecido em relacéo
aos seus componentes na glande peniana humana. Nesse trabalho foi realizado um
estudo detalhado da organizacdo morfolégica e densidade volumétrica (Vv) das fibras
do sistema eléstico em glandes penianas de homens jovens saudaveis. Foram obtidos
fragmentos de glande peniana de 5 (cinco) individuos jovens falecidos de causas nao
relacionadas ao sistema urogenital, com idade entre 18 e 30 anos (média: 24 anos). Os
espécimes foram fixados em formalina, embebidos em parafina e processados
histologicamente. As fibras do sistema elastico foram avaliadas sob microscopia éptica
usando a técnica de coloracédo da resorcina-fucsina de Weigert ap6s prévia oxidacao
pela oxona. Estudos morfométricos foram realizados através do método de contagem
de pontos. A analise quantitativa foi expressa (% média) como densidade volumétrica
(Vv) através da analise em 25 campos aleatérios para cada espécime. Verificou-se que
0s constituintes do tecido conjuntivo, em especial fibras do sistema elastico, foram
abundantes. Uma rede irregular de fibras do sistema elastico € distribuida sob a
mucosa da glande peniana. As fibras do sistema elastico apresentaram uma disposi¢cao
longitudinal no corpo esponjoso e um perfil tortuoso envolvendo sinasoides da glande.
A Vv das fibras do sistema elastico na glande peniana é de 29.4% +3.1. Os dados
devem prover informagcdo a ser avaliada em relacdo a disfuncdes eréteis, doencas
enddcrinas e envelhecimento. Os resultados apresentados fornecem subsidios para
posteriores investigacées em relagdo a matriz extracelular por métodos de estereologia.

PALAVRAS-CHAVE: glande peniana; morfologia; matriz extracelular, avaliagcao
guantitativa



ABSTRACT

The extracellular matrix is a key element in penile function and pathology, yet little
is known of its components in human glans. Herein we carried out a detailed study of all
the factors that play a part in the morphological organization and volumetric density (Vv)
of elastic fibers in the glans penis of young healthy men. Penile glans were obtained
from 5 young men died of causes no related to the urogenital tract, between the age of
18 and 30 (mean = 24). Samples were fixed in formaline, embedded in paraffin, and
histologically processed. The elastic system fibers were evaluated at light microscopy by
using Weigert’s resorcin-fuchsin technique after previous oxidation with oxone.
Morphometric studies were performed by the point-counting method. Quantities were
expressed (Yomean) as volumetric densities (Vv) and were determined on 25 random
fields for each individual. Connective tissue elements, mainly elastic system fibers, were
abundant. These fibers often had a tortuous profile and surrounded sinusoids in the
glans penis. An irregular elastic fibers network was distributed beneath the glans penis
mucosa, on the other hand, underneath the mucosa, the elastic fibers were observed
longitudinal at corpus spongiosum. The Vv of the elastic system fibers in the glans penis
iIs 29.4% +£3.1. The data should therefore provide important information for drawing
parallels over patients with erectile dysfunction and alterations regarding endocrine
diseases and aging. The results reported herein provide the base for continuous
investigations on extracellular matrix by stereology.

KEYWORDS: glans penis; morphology; extracellular matrix; quantitative
evaluation
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1 MORFOLOGIA

1.1 ANATOMIA MACROSCOPICA

O pénis é um Orgédo que faz parte de dois sistemas: urinario e reprodutor. E
0 6rgdo masculino da coOpula, composto por trés corpos cilindricos de estrutura erétil:
um par de corpos cavernosos, situados dorsalmente e um corpo esponjoso, situado
ventralmente, além de fascias, nervos e vasos, recobertos pela pele.

Os corpos cavernosos formam a maior parte da estrutura peniana e originam-se
na sinfise pubica. Estdo dispostos um ao lado do outro, separados por um septo
incompleto e envolvidos pela tunica albuginea. Anteriormente aos corpos cavernosos
situa-se 0 corpo esponjoso, que abriga em seu interior a uretra. O corpo esponjoso
possui duas dilatagBes: proximalmente o bulbo esponjoso e, distalmente a glande do
pénis. Os trés corpos da estrutura erétil estdo envolvidos por um septo fibroso, a tinica
albuginea, que varia em espessura, tornando-se mais delgada ao envolver o corpo
esponjoso. Distalmente, esse septo é incompleto e os seios cavernosos de ambos os
lados se comunicam. Um revestimento muito mais delgado de tecido fibroelastico, que
contém uma camada de musculo liso em sua superficie interna, circunda o corpo
esponjoso. As diferencas nos revestimentos fibroelasticos tém significado funcionais,
pois 0 corpo esponjoso e a glande ndo atingem o estado de rigidez observado nos
COrpos cavernosos, iSso evita que a uretra seja obstruida quando da erecdo completa.
Além da tunica albuginea as trés estruturas apresentam duas fascias: a fascia de Buck
ou fascia profunda e a fascia Dartos, também conhecida como tlnica Dartos ou tunica
superficial. A derme e epiderme recobrem essas estruturas, sendo que, ao recobrir a
glande a pele torna-se redundante e retratil, formando o preptcio*?.

As artérias que suprem 0s corpos eréteis sdo as artérias do bulbo do pénis e
artéria dorsal do pénis, provenientes das artérias pudendas internas, as quais sao
ramos das artérias iliacas internas®.

A drenagem venosa é feita através da veia profunda do pénis, que leva a maior
parte do sangue dos corpos cavernosos e do corpo esponjoso para o plexo prostatico.
A pele e a tela subcutanea sdo drenadas pela veia dorsal superficial do pénis,

tributarias da veia pudenda externa, que drena o sangue para a veia safena magna’.



Os vasos linfaticos da pele e o prepucio drenam a linfa para os linfonodos
inguinais superficiais. Os da glande e corpos eréteis drenam para linfonodos inguinais
profundos, femorais, retrofemorais e pré-viscerais®.

A inervacdo do pénis € feita por fibras sensitivas, através dos ramos do nervo
pudendo, nervo dorsal do pénis e do nervo ilioinguinal. Fibras simpéticas,
parassimpéticas estdo relacionadas com o controle da circulacdo do sangue no 6rgéo™.

Fibras autbnomas que inervam o tecido erétil tém sua origem em ganglios
simpaticos lombares. A erecdo depende de estimulos nervosos de ramos provenientes
do plexo hipogastrico inferior, do qual participam 0s nervos esplancnicos pélvicos, que
sdo elementos do plexo parassimpatico pélvico®.

As estruturas eréteis sao constituidas por numerosos espacos cavernosos
formados por uma rede de trabéculas delgadas. Esses espacos séo revestidos por um
endotélio e, na regido central, sdo maiores. As trabéculas contém tecido fibroelastico e
musculo liso. O pénis fica ereto quando esses espacos sdo distendidos pelo sangue; no

estado de flacidez, os espacos contém uma quantidade reduzida de sangue?.

1.2 HISTOLOGIA

O tecido erétil do pénis humano (corpos cavernosos) é composto por fibras do
sistema elastico, fibras coldgenas, muasculo liso, artérias e veias. Esses componentes
sdo envolvidas pela tunica albuginea, formada principalmente por coldgeno e tecido
elastico. Essas estruturas possuem importantes fungdes no mecanismo da erecéo®*°.

O interior do corpo cavernoso e esponjoso € dividido por trabéculas que formam
numerosos espacos vasculares, denominados sinusoides. As trabéculas sdo formadas
por fibras do sistema elastico, fibras coldgenas e fibras musculares lisas. Esses

elementos conferem sustentacdo aos nervos, sinusoides, artérias e veias®.

1.2.1 Matriz Extracelular

A Matriz extracelular possui importante papel no crescimento e diferenciacéo

celular e ocupa, em maior ou menor grau, 0 espaco intersticial de todos os sistemas
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organicos. As interagOes entre os diferentes componentes da matriz extracelular e
fatores hormonais sugerem um papel de destaque no desenvolvimento do organismo’.
A matriz extracelular é constituida por uma complexa rede de macromoléculas em que
0S principais componentes sdo o0 colageno, a elastina, os proteoglicanos, os
glicosaminoglicanos e as glicoproteinas®. No presente trabalho estudamos os
componentes de fibras do sistema elastico.

1.2.1.1 Colageno

O colageno é a proteina mais abundante no organismo humano, representando
cerca de 30% do total de proteinas encontradas nos tecidos. E constituido por trés
cadeias polipeptidicas (cadeias o) que podem ser idénticas (homotrimeros) ou
diferentes (heterotrimeros)®. Cada cadeia de colageno (cadeia o) tem suas proprias
caracteristicas quanto a composi¢do de aminoacidos, que sédo utilizados para identificar
o tipo de colageno.

Os colagenos fibrilares (tipo I, 11, lll, V, XI) apresentam a mesma estrutura geral.
O colageno do tipo | é o mais encontrado nos tecidos conjuntivos em geral e forma
fibrilas mais espessas, enquanto o colageno do tipo Il apresenta uma distribuicdo mais
especifica em 6rgdos hematopoiéticos e ao redor das fibras musculares lisas. Esse tipo
de colageno forma fibrilas mais delgadas, também chamadas de fibras reticulares.
Devido a rica cobertura de glicidios, as fibrilas de coldgeno tipo Ill sdo coradas
preferencialmente por sais de prata. Estas fibras proporcionam sustentacdo intima para
os capilares, nervos e células musculares, e estdo intimamente associadas as
membranas basais?®.

O principal membro dos colagenos reticulados é o tipo IV, encontrado nas
membranas basais. Apresenta segmentos em cadeias polipeptidicas com maior
guantidade de 3-hidroxiprolina e hidroxilisina que os demais tipos de colageno. Possui
estrutura mais flexivel que os colagenos fibrilares, e apresenta sua triplice hélice
interrompida, permitindo varias curvaturas. N&o é clivado ap0s ser secretado no meio
extracelular e retém a regido terminal, impedindo o empacotamento lado a lado em

longas fibrilas?®.
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1.2.1.2 Fibras do sistema elastico

No tecido conjuntivo, as fibras do sistema elastico podem ser diferenciadas das
colagenas por serem mais delgadas e ndo apresentarem estriacdo longitudinal.
Ramificam-se e ligam-se umas as outras, formando uma trama de malhas muito
irregulares. Em virtude da presenca de um pigmento, as fibras do sistema elastico,
guando vistas a fresco em grande quantidade, tém cor amarelada e podem ser coradas
pelos métodos da resorcina-fucsina ou aldeido-fucsina. Apresentam espessura
variando entre 0,2 a 1,5 ym. Essas fibras cedem facilmente mesmo as tra¢gdes minimas,
porém retomam sua forma inicial tdo logo cessem as forcas deformantes, que € uma
caracteristica denominada “resiliéncia”®®*.

As fibras do sistema elastico apresentam caracteristicas morfolégicas especificas
em relacdo aos diferentes tecidos e 6rgdos. A organizacdo dessas fibras
aparentemente tem influéncia na resiliéncia e nas propriedades mecanicas de um
tecido. Dessa forma, a distribuicdo concéntrica das fibras é adequada para manter a
uniformidade da pressao arterial ao longo da parede de um vaso, assim como a
organizacdo homogénea em uma lamina sob o mesotélio parece protegé-lo contra a
distens&o e contracéo de 6rgéos como os pulmdes e a bexiga®.

As fibras do sistema elastico s@o caracterizadas pelo alto grau de extensibilidade
gue apresentam. Sao encontradas em tecidos que estdo constantemente submetidos a
grandes forcas de estiramento. Por essa razéo, os elementos fibroelasticos (colageno e
elastina) combinam-se para formar estruturas chaves em tecidos complacentes®*°.

A fibra elastica € uma estrutura complexa formada por elastina, proteina
microfibrilar, lisil oxidase, e proteoglicanos®°.

Durante o processo de desenvolvimento de uma fibra do sistema elastico, o
componente microfibrilar € o primeiro a aparecer, vindo depois a ser depositada a
elastina, provavelmente devido a uma interacdo ibnica entre a elastina e a superficie
microfibrilar como conseqtiéncia de suas cargas opostas’. De acordo com o grau de
associacao entre esses componentes, as fibras do sistema elastico séo divididas em

trés grupos??:
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a) Fibras elasticas: constituidas em sua maior parte por elastina (em posicao
central) e um nimero reduzido de microfibrilas em posicao periférica.

b) Fibras elauninicas: constituida por pouca elastina e um grande numero de
microfibrilas.

c) Fibras oxitalanicas: compostas exclusivamente por microfibrilas.

1.2.2 Musculo Liso

A musculatura lisa dos corpos cavernosos do pénis apresenta-se geralmente
como feixes ou folhetos de células fusiformes alongadas, com extremidades finas e
gradativamente afiladas. As células variam quanto ao comprimento: desde 20um nas
paredes de pequenos vasos sanguineos até cerca de 200 um. Os nucleos das células
musculares lisas estéo localizados no centro da célula, frequentemente aparecendo nos
cortes transversais com a forma de “saca-rolhas”. Essa caracteristica é resultado da
contracdo celular durante a fixagdo do material, sendo util para se distinguir as células
musculares lisas dos miofibroblastos nos cortes histolégicos de rotina. Na célula ndo
contraida, o ndcleo aparece como uma estrutura alongada com extremidades
gradativamente afiladas, situada no eixo central da célula. Quando em corte
transversal, o nucleo de uma fibra muscular lisa aparece com um perfil arredondado ou
circular, dependendo se a célula estiver contraida ou relaxada®.

A célula muscular lisa é o principal componente de contracdo e relaxamento do
corpo cavernoso. Para que se alcance a tumescéncia e se mantenha a rigidez peniana,
é necessario uma determinada percentagem de células musculares lisas™. O papel do
musculo liso no corpo cavernoso € a manutencdo da erecdo, aumentando a pressao
intra-cavernosa durante a erecdo, a qual ndo pode ser obtida apenas por mecanismos

vasculares®?.
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2 MECANISMO DE ERECAO

Na auséncia de estimulo sexual, o pénis se mantém flacido, porque seus corpos
cavernosos ndo sao completamente preenchidos por sangue, estando, em sua maioria,
colapsados.

A erecdo peniana € uma resposta parassimpatica involuntaria que ocorre
primeiramente através do relaxamento do muasculo liso nas paredes das artérias que
suprem o0s espacos vasculares dos corpos cavernosos. As ramificacdes dessas artérias
possuem paredes musculares espessas, e varias delas apresentam feixes longitudinais
de musculo liso coberta por intima, projetando-se para o limen. Além disso, alguns
ramos arteriais que se estendem ao longo das trabéculas séo espiralados e convolutos
quando o pénis esta flacido; esses vasos sdo denominados artérias espiraladas**°.

Em varios casos as ramificacfes terminais dessas artérias abrem-se diretamente
nos espacos vasculares dos corpos cavernosos. O relaxamento do musculo liso arterial
permite que as artérias que suprem 0S corpos cavernosos se dilatem; assim, mais
sangue entra nos espacos vasculares. O relaxamento do musculo liso nas trabéculas é
outro fator que contribui para distensdo dos espacos vasculares nos corpos
cavernosos. A distensao resultante de cada um desses corpos é limitada pela forte
tunica albuginea que o envolve. A distensdo dos corpos cavernosos causa compressao
das veias que drenam seus espacos vasculares, e isto leva ao seu ingurgitamento com
sangue, resultando em erecdo do pénis. Porém, o corpo esponjoso nao se torna tao
turgido quanto os dois corpos cavernosos externos, porque a bainha que o envolve é
mais elastica, o que evita a compressao indevida de parte da uretra que cursa através
dele.

ApoOs a ejaculacao, que é uma resposta simpética (involuntaria), o pénis volta ao
seu estado flacido, porque o musculo liso nas paredes arteriais recupera seu tonus

anterior®.
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3 ESTEREOLOGIA

Uma questao frequente em morfologia diz respeito a técnica empregada para
obter informacdo morfométrica adequada de células ou matriz extracelular. Dentre os
métodos disponiveis destaca-se a estereologia, em que é possivel gerar medidas de
volume a partir de aferigfes relacionadas a area de uma estrutura.

A Estereologia € um método atual que permite o conhecimento tridimensional de
um o6rgdo, tecido ou estrutura através da determinacdo de parametros quantitativos
(quantificagdo) em imagens bidimensionais. Para isso utiliza-se de principios

geométricos, matematicos e estatisticos'*** (Figura 1).

Yolume

Area

\ ' g
Point —— Line

Figura 1 — Observacéo de estruturas tridimensionais em cortes bidimensionais. Volumes (mitocéndria)

aparecem como areas, areas (reticulo endoplasmatico) sao vistos como linhas, e linhas (microttibulos)

14
aparecem como pontos™ .

Os estudos em estereologia necessitam de linhas-teste, pontos-teste e uma
superficie conhecida (area-teste) para adquirir informacdes a partir dos cortes. O
conjunto desses elementos é denominado sistema-teste*.

A estereologia, sendo um tipo de avaliacdo quantitativa, apresenta uma série de
vantagens em relacédo a estudos qualitativos. Primeiro: resultados quantitativos podem

ser reproduzidos e verificados por diferentes pesquisadores em épocas distintas.
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Segundo: a comparacao entre diversos grupos (por exemplo: pareados por idade,
espécies, resposta a medicamentos) pode ser mais facilmente realizada. Terceiro:
pesquisadores envolvidos com o método necessitam de menor tempo de treinamento,
comparando-se com outros meétodos. Quarto: suas bases matematicas tedricas
permitem que analises realizadas por computadores sejam amplamente aceitas
cientificamente™®.

Dois conceitos sé@o basicos na Estereologia: o principio de Delesse e o principio
de Cavaliere.

Segundo o principio de Delesse a mensuracao de uma area transversal relativa
de objetos em relacdo a &rea total da estrutura, denominada de densidade de area (Aa),
permite uma estimativa sem viés do volume desses objetos. Esse estimador € chamado
de densidade de volume (Vv). Ou seja, o principio de Delesse consiste em aceitar que a

relacdo entre parametros parciais e absolutos é similar. Dessa forma:

ALY

A=
AT , VT e AA: VV

Sendo Ap = area parcial, Ar = area total, Vp = volume parcial e V1 = volume
total’*. Para a estimacdo da densidade de volume a orientacdo dos cortes é imaterial™®.

Segundo o principio de Cavaliere, a partir de cortes seriados de uma estrutura
podemos conhecer seu volume, sendo para tal imprescindivel conhecer a espessura da
microtomia, porém nao sendo necessario que todos os cortes da série sejam
analisados. Podemos contar um corte a cada intervalo sistematico sem que isso,
estatisticamente, diminua a acuracia do método. O trabalho de contagem assim fica
reduzido e mais rapido™**°. Tal principio € ilustrado na Figura 2.
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S

T= Zslices £

Pt

" n
VOI[i] =1 : Z;/T. 5

e

A =>P.-d

Figura 2 — Principio de Cavaliere e o volume estimado de um 6rgédo. Realiza-se cortes seriados de

espessura (t) uniforme. Por exemplo, a cada cinco sec¢bes (T = 5t) realiza-se uma medida para

determinar a area (por exemplo pelo método de contagem de pontos: em um sistema teste de area

quadrada, a &rea (A) do ponto (P) é calculada como o quadrade da distancia entre os pontos, (d)14.

Originalmente desenvolvido na década de 1930, o método atualmente mais
utilizado para estimar a densidade de volume de uma estrutura utiliza um conjunto de
pontos-teste. Esse método é chamado de “método de contagem de pontos” no qual Pp
€ a razao entre o numero de pontos-teste que tocam a superficie do objeto e o nimero

de pontos que tocam a superficie da estrutura. Sendo assim:

A Ve Pr e A=w=pe

onde Pp = pontos-teste que tocam o0 objeto (pontos parciais) e Pt = pontos-teste
gue tocam a estrutura (pontos totais).

Na estereologia os resultados sdo obtidos através da contagem de pontos-teste
e intersecdes-teste aplicando-se algumas formulas matematicas definidas previamente

considerando-se a geometria da construgao do sistema-teste.
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Um sistema teste € um sistema de linhas (retas ou curvas) e pontos que pode
ser superposto a uma imagem morfolégica para a contagem estereolégica™.
Tradicionalmente, os sistemas-teste sdo desenhados com linhas retas ou segmentos de
linhas retas, apresentando um arranjo triangular, quadrangular ou hexagonal. Cada um
desses arranjos determina as caracteristicas basicas do sistema-teste. Elas sdao Ap
(area do ponto-teste), Pt (nUmero de pontos-teste) e d (a menor distancia entre pontos-
teste). A area-teste pode ser conhecida multiplicando-se o nimero de pontos-teste pela
area de um ponto-teste. O sistema-teste M-42 de Weibel et al (1966) apresenta 42

, V3
pontos-teste, a linha-teste mede 21d e a area-teste mede: "2 42

Todas as estruturas estudadas que tocam as linhas proibidas do sistema-teste
M-42 ndo séo contadas para ndo haver uma superestimacédo na quantificacdo (Figura
3).

LINHA PROIBIDA

Figura 3 — Sistema-teste M-42. As estruturas que tocam as linhas proibidas (tracejadas) ndo séo
contadas. As linhas curtas (d) calibram esse sistema-teste e suas extremidades sdo consideradas os

pontos-teste (PT)M.
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Estabelecer o menor tamanho da amostra a ser analisada estereologicamente
com resultados estatisticamente significativos promove economia e reducdo de
trabalho. Segundo Hally (1964), esse problema pode ser mais bem avaliado utilizando-

se a seguinte formula:

EPR = w

Sendo: EPR = erro padrao relativo, Vy = densidade de volume da estrutura em
andlise, n = niumero de pontos a serem contados. Entéo, para conhecermos o tamanho
minimo da amostra a ser estudada realizamos um ensaio preliminar no qual
determinamos a densidade de volume da estrutura em questdo sendo Vy a razdo do

namero de pontos que atinge a estrutura (Pp) pelo numero de pontos-teste (Pr):

O valor encontrado e aplicado na formula de Hally (1964) nos fornece o valor de
n. No entanto, esse valor (niumero de pontos a serem contados) deve ser corrigido em
funcdo de a estrutura estudada ocupar apenas um percentual do volume total. Para tal

utiliza-se a seguinte férmula:

_ ncalculado

ncorrigido - V
\%

Para determinarmos o numero de campos a serem contados por espécime,
basta dividirmos o nimero de pontos a serem contados corrigido (n corrigido) pelo

namero de pontos-teste do sistema-teste utilizado (p. ex. no sistema-teste M-42 séo 42

pontos-teste)™.

A aquisicdo de dados na maioria dos estudos estereoldégicos é obtida
diretamente de imagens, normalmente oriundas de microscopia Optica e microscopia
eletrénica de transmissao™**°.

Qualquer sistema teste deve ser sobreposto a uma imagem, o que pode ser feito
atraves da optica do microscépio, ou em uma tela de monitor em um sistema de video
acoplado a um microscopio. De qualquer forma, é necessario contar linhas e pontos
gue atingem as estruturas do tecido, ou niumero de objetos na area, para conseguirmos

as informagées necessarias as férmulas estereolégicas™.
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Estudos estereoldgicos também podem ser realizados através da analise de
imagem assistida por computador utilizando-se programas do tipo “ImagePro”, desde

que todas as premissas metodoldgicas sejam respeitadas™.

3.1 ANALISE DO SISTEMA ELASTICO

As fibras do sistema elastico sdo dotadas de um conjunto de caracteres
histoquimicos que aumentam enormemente sua afinidade tintorial, facilitando sua
evidenciacgao seletiva.

A Coloragéo pela fuscina-resorcina foi introduzida em técnica histologica por
Weigert, pois fornece excelentes resultados para a coloracdo das fibras do sistema
elastico.

Para a determinacao da percentagem (Vv) de fibras do sistema elastico os cortes
foram corados pelo método da Fuscina-Resorcina de Weigert com prévia oxidacao.
Este método permite um contraste suficientemente grande para que a analise possa ser
feita através de um sistema digital. Os campos serdo digitalizados com um aumento
final de 400 X através de uma camera de video marca Sony CCD acoplada a um

microscopio de luz Olimpus.

4 JUSTIFICATIVA

A Matriz extracelular € um elemento essencial a estrutura peniana normal e
também afetada em doencas, embora pouco se tenha estudado em relacdo a glande
humana.

A glande é particularmente afetada em enfermidades urologicas e sistémicas,

como dermatite ndo especifica, balanite, alteracdes do diabetes, neoplasias'®*’

e
colagenoses.

A erecdo peniana estid relacionada a integridade do tecido do 6rgdo. O
mecanismo da erecdo envolve processos fisiologicos e hemodinamicos. Alteragbes

microvasculares tém sido o foco principal dos estudos relacionados a disfuncéo erétil
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(DE), entretanto alteracdes morfolégicas parecem ter significativo papel nessas
alteracées (DE)>°.

Maia'®, em estudo utilizando estereologia com o sistema-teste M42, quantificou a
Vv das fibras do sistema elastico em corpo cavernoso, corpo esponjoso e tdnica
albuginea do pénis de coelhos. Tais animais séo classicamente utilizados para estudos
sobre impoténcia e pesquisas de novos tratamentos em relagédo ao sistema urogenital.
O autor sugere que a quantidade e organizacdo das fibras do sistema elastico possuam
importante funcdo no mecanismo de erecdo peniana nesses animais.

Liu et al.® referem que cerca de 50% dos pacientes com DE de origem vascular,
submetidos a cirurgia para tratamento da impoténcia ndo tém melhora em seus
sintomas. Tem sido relatado que homens com DE apresentam perda progressiva da
musculatura lisa peniana, com substituicdo por tecido conjuntivo Em casos avancados
h& destruicdo da arquitetura de sinusodides, 0s quais sdo circundados por uma ampla
rede de fibras do sistema elastico. Estudos para caracterizar a organizagdo da matriz
extracelular do pénis sdo necessarios para a compreensdo dos estados de impoténcia
e seus tratamentos.

Estima-se que a disfuncdo erétil afete mais de cento e cinqienta milhdes de
homens no mundo. A erecgéo envolve a coordenacéo de trés eventos hemodinamicos:
aumento do fluxo sanguineo arterial, relaxamento da musculatura lisa sinusoidal e
diminuicdo da drenagem sanguinea venosa. E necesséaria a interacdo entre sistema
nervoso central, nervos periféricos, neurotransmissores e musculatura lisa e estriada.
Efeitos do envelhecimento ou doencgas enddcrino-metabdlicas podem agir sobre esses
componentes levando a DE. O estudo dos diferentes componentes morfolégicos do
pénis permitira um maior conhecimento cientifico basico para a compreensao dos
processos que levam a DE, provendo informacfBes para estudos sobre tratamento
dessas disfuncdes”.

Costa et al.'® avaliaram a presenca de alteracbes morfolégicas do corpo
cavernoso a partir de biopsias realizadas em homens com DE severa por qualquer
etiologia e em uso de protese peniana. Esses espécimes foram comparados com
bidpsias de corpo cavernoso de homens previamente higidos, falecidos por causas nao

relacionadas ao trato urogenital. Analise estereoldgica do tecido revelou porcentagem
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da Vv das fibras do sistema elastico em controles e homens com DE, respectivamente,
de 13,2% e 9,1%, comprovando a diminuicdo desses elementos da matriz extracelular
na presenca de DE. As fibras do sistema elastico foram identificadas através do
anticorpo monoclonal anti-elastina e anti-fibrilina. Nesse estudo comparativo ndo houve
reducdo estatisticamente significativa na porcentagem de fibras colagenas e musculo

liso.

5 OBJETIVOS

Caracterizacdo qualitativa em microscopia oOptica dos elementos constituintes do
sistema de fibras do sistema elastico da glande peniana de adultos jovens saudaveis.
Caracterizacdo quantitativa da organizacdo morfolégica e da Vv das fibras do

sistema elastico em glande peniana de adultos jovens saudaveis.

6 MATERIAL E METODOS

6.1 OBTENCAO DA AMOSTRA

Esse trabalho foi realizado de acordo com os principios da Declaracdo de
Helsinki em 1995 e revisada em Edinburgo, ano de 2000. O protocolo de analise foi
submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (UERJ) sob o registro 2052-CEME / HUPE de 05/05/2000.

Fragmentos de glande peniana foram obtidos de necropsias de individuos
adultos jovens, sem evidéncias anatomo-patologicas de disfuncao erétil, falecidos de
causas nao relacionadas ao sistema urogenital, com idade entre 18 e 30 anos (média =
24). O tempo decorrido entre a morte e fixagdo do material ndo excedeu doze horas.
Andlise realizada por um mesmo médico patologista para todos os cadaveres durante a
necropsia nao revelou nenhum sinal de doenca sistémica, doenga crbnica ou outras
alteracdes além do trauma que levou ao obito.

Os espécimes foram fixados em formol na concentragédo de 10% (ph = 7,2),

processados de acordo com métodos histolégicos de rotina e incluidos em parafina. As
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amostras em blocos de parafina foram submetidas a sec¢do de 5 ym de espessura,
corados com hematoxilina eosina e analisados por médico patologista com objetivo de
excluir artefatos da amostra. A técnica de coloracdo de Fucsina-Resorcina de Weigert
foi utilizada para demonstracédo e avaliacdo do sistema de fibras do sistema elastico,
que se coram de violeta por esse método.

Foram entdo utilizados cinco cadaveres. Para cada cadaver foi retirado um
fragmento da glande. Para cada fragmento foram realizadas cinco secc¢des teciduais e,
para cada seccédo, cinco campos aleatorios foram avaliados. Desse modo, foi analisado
o total de 25 &reas-teste para cada cadaver. Os campos analisados foram digitalizados
com uma magnificacao final de 400 X por uma camera de video Sony CCD (modelo
DXC 151-A), acoplada a um microscopio 6ptico da marca Olympus. A quantificacéo foi
adquirida utilizando-se um sistema de teste de grades M-42 nos campos digitalizados
em uma tela de monitor colorido. Segundo principios da estereologia, em tecido
istotropico, a area de distribuicdo de uma dada estrutura, determinada em uma secc¢ao
bidimensional da estrutura, é proporcional ao volume de distribuicdo dessa estrutura. A
densidade volumétrica dos componentes histologicos foi calculada de acordo com a
férmula Vy = Pp / P1, em que Vy é a densidade volumétrica, p € 0 componente tecidual a
ser considerado, P € o numero de pontos teste associado a p, € Pt € 0 nimero de
pontos do sistema testado. Os métodos estereoldgicos tém sido descritos com

detalhes!**°,

6.2 PROCESSAMENTO E COLORACAO

Todo material foi processado para inclusdo em parafina seguindo a técnica de
rotina. Cortes de 5 um de espessura foram obtidos e posteriormente corados por
métodos histoquimicos.

O meétodo de coloracao utilizado para evidenciar as fibras do sistema elastico foi
a Fucsina-Resorcina de Weigert apos oxidacao prévia pela oxona. O reativo de Weigert
¢ formado pela precipitacdo da fucsina basica-resorcina pelo cloreto de ferro
demonstrando a presenca de fibras elasticas e elauninicas e, apdés uma etapa de

oxidacdo com &cido peracético/oxona, também as fibras oxitalanicas®?*?’.



23

7 RESULTADOS

Apés andlise das laminas coradas pela fucsina-resorcina de Weigert com
oxidagdo prévia, foi possivel descrever a distribuicdo das fibras do sistema elastico
presentes na glande do pénis (Fig. 1-6, Anexo ). As fibras do sistema elastico sédo
identificadas facilmente a microscopia Otica pela coloracdo de Weigert na glande
peniana (Figs. 1-2, Anexo |). Essas fibras geralmente apresentam-se com um padrao
tortuoso (Figs.2-4, Anexo 1) e circundando sinuséides (Figs.3-4, Anexo |) na glande do
pénis. Uma rede irregular de fibras do sistema elastico esté distribuida sob a mucosa
(Fig. 5, Anexo I). Assim como para o colageno, as fibras do sistema elastico da glande
sdo organizadas em uma camada circular interna e uma camada longitudinal externa,
essa dispondo-se paralela ao maior eixo da glande (Fig. 6, Anexo I). A porcentagem,
apos analise estereoldgica pelos métodos descritos, das fibras do sistema elastico na
glande do pénis é: 29.4% £3.1.

8 DISCUSSAO

O sistema elastico é formado por trés tipos de fibras: fibras oxitalanicas, fibras
elauninicas e fibras elasticas. As fibras oxitalanicas sdo constituidas exclusivamente de
microfibrilas; fibras elauninicas sdo formadas por microfibrilas e elastina em pequena
quantidade e as fibras elasticas por maior quantidade de elastina e microfibrilas®?°. A
elastina é produzida na matriz extracelular como tropoelastina e as fibras do sistema
elastico sdo formadas quando a sintese de tropoelastina cessa, atingindo a maturidade
da fibra.

Como o proposito desse trabalho foi analisar as fibras do sistema elastico,
énfase foi dada para a coloracdo fucsina-resorcina de Weigert ap0s prévia oxidacao,
em que ha destaque para as fibras do sistema elastico no tecido. O objetivo foi delinear
a distribuicdo das fibras do sistema elastico na glande do pénis e caracterizar

morfologicamente e quantitativamente a sua organizacdo em adultos jovens sem
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alteracbes do sistema urinario ou reprodutor. Também foram avaliados os dados
estereoldgicos em relacdo a concentragéo de fibras do sistema eléstico.
Tais fibras conferem complacéncia e resiliéncia aos tecidos®, especialmente em

6rgdos que alteram sua forma sob condices fisioldgicas'®?°

, como a glande do pénis.
Forcas mecanicas induzem a alteragdes celulares e extracelulares'®. Como a forma e
complacéncia de um 6rgdo sdo caracteristicas atribuidas & matriz extracelular, forcas
mecanicas podem influenciar nessas caracteristicas.

Estudos prévios revelaram que as fibras do sistema elastico tém propriedade de
extensibilidade e retorno ao tamanho original®!®?!. Tecidos que sdo constantemente
submetidos a forcas de tensdo s&o ricos em fibras do sistema elastico®®??. A localizacdo
das fibras e sua disposicéo tridimensional sdo relacionadas a funcionalidade do érgéo,
o que reflete as propriedades mecanicas locais do tecido™.

Battlehner et al.?® descrevem um método estereolégico para mensuracdo das
fibras do sistema elastico do colo uterino de ratas gestantes. Sugerem que tais fibras
tenham papel fundamental para recuperacdo da forma do colo ap6s o parto, além de
minimizarem alterac6es anatdémicas decorrentes do trauma do parto.

Pinheiro et al.?* utilizaram o sistema de linhas e pontos-teste M-42 e a coloragéo
de resorcina-fucsina de Weigert para estudo das fibras do sistema elastico dos corpos
cavernosos em pénis de ratos, sendo a mesma técnica histoldgica e estereoldgica
utilizada em nosso trabalho. Observaram que, apesar dessas fibras apresentarem
orientacdo espacial diversa nessa estrutura, ha uma tendéncia a possuirem orientacéo
longitudinal na periferia dos corpos cavernosos, seguindo paralelamente as fibras
colagenas. J4 na porcdo mais profunda dos corpos cavernosos as fibras do sistema
elastico estdo dispostas transversalmente, em orientacdo randémica em relacdo as

fibras colagenas.

18,25 21,22,26

Alguns estudos em animais e humanos tém sugerido um importante
papel das fibras do sistema elastico no mecanismo de erecdo peniana. Os trabalhos
também relacionam a DE com diminuicdo da concentracdo ou da densidade
volumétrica dessas fibras.

Bastos et al.?® analisaram, por métodos estereoldgicos, a densidade volumétrica

de fibras do sistema elastico da uretra masculina durante o desenvolvimento fetal
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humano. Utilizaram a coloracdo resorcina-fucsina de Weigert, podendo observar alta
concentracdo dessas fibras no 6rgdo e também um aumento progressivo na densidade
volumétrica das fibras do sistema elastico durante o desenvolvimento®. Esses autores
propuseram que, além da presenca de fibras do sistema elastico ser necessaria a
complacéncia e capacidade de deformacdo de um 6rgdo, forcas mecénicas atuantes
durante o desenvolvimento fetal exerceriam influéncia sobre a concentragéo final das
fibras do sistema elastico em uma estrutura organica.

Em outro trabalho de Bastos et al.?’

observou-se que fetos humanos com 28
semanas pos concepc¢ao apresentam fibras do sistema elastico em grande quantidade
na tdnica albuginea. Essas sdo organizadas em uma camada circular interna e outra
longitudinal externa e foram analisadas com a coloracdo de resorcina-fucsina de
Weigert. Nos corpos cavernosos as fibras do sistema elastico também estavam
presentes em grande quantidade, porém com orientacdo espacial diversa.

Hsu et al.?®

avaliaram a distribuicdo de fibras do sistema elastico no pénis
humano, relatando que ha duas regibes de escassez desses elementos: tunica
albuginea distal e raiz do pénis. Em sua conclusédo referem que as fibras do sistema
elastico séo irregularmente distribuidas e que a regido de maior abundancia dessas
fibras, no pénis, é a glande; embora também fossem encontradas em grande
quantidade no corpo esponjoso, COorpos cavernosos, tunica albuginea e circundando
sinusoides. Entretanto, esses autores utilizaram microscopia Optica (coloracado de Hart)
e eletrbnica. A auséncia da andlise estereoldgica nesse estudo ndo permite quantificar
com precisdo o volume das fibras do sistema elastico em relagdo ao volume total da
estrutura ou 6rgdo. Em nosso trabalho a estereologia foi fundamental para fornecer
dados objetivos e reprodutiveis a esse respeito.

Sattar et al.?* realizaram medidas de porcentagem de fibras do sistema elastico
em corpos cavernosos de homens sem DE e pacientes com DE devido a doencas
vasculares. Utilizaram analise computadorizada das imagens digitalizadas, a partir de
contraste de cores e intensidade de luz. A porcentagem média de fibras do sistema
elastico nos homens sem DE foi de 9%, enquanto que nos pacientes com DE foi de

5,1% nas doencgas venosas e 4,3% nas doencgas arteriais. Esses autores ressaltam a
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possibilidade de alteragbes em fibras do sistema elastico exercerem um papel no
desenvolvimento da DE.

A intumescéncia e detumescéncia peniana S0 processos que requerem uma
complexa estrutura e sdo relacionados a distribuicdo dos elementos do tecido
conjuntivo, especialmente as fibras do sistema elastico. Feixes coldgenos também tém
funcdo no estiramento do tecido durante o processo de erecéo®. A funcéo copuladora
peniana, portanto depende das fibras do sistema elastico®®.

Costa et al.?®

em trabalho publicado em 2004, estudaram as fibras do sistema
elastico e fibras reticulares da zona de transicdo da prOstata em pacientes com
hiperplasia prostatica benigna, comparando com adultos jovens higidos e falecidos de
causas nao relacionadas ao trato urogenital. Segundo esses autores ndo houve
diferenca estatisticamente significativa da concentracdo de fibras do sistema elastico
entre os dois grupos, entretanto para as fibras reticulares a diferenca existiu e foi
significativa. Esse grupo adotou a mesma metodologia estereolégica que utilizamos em
nosso estudo.

As fibras do sistema elastico possuem importante papel no alcance e
manutencao de um estado de rigidez da glande durante a erecao e o intercurso sexual.
Alteracdes dessas fibras podem ocasionar uma menor resisténcia a dilatagdo durante a
erecao, tendo como resultado uma diminui¢cdo na pressdo sanguinea nos sinusoides,
levando a disfuncBes eréteis. Entretanto, mesmo quando ha tais alteracdes, a
disposicéo dessas fibras mantém-se, isto é, mais numerosas no Corpo esponjoso e em
volta dos vasos sanguineos dos corpos cavernosos'®?'. Essas observacées levaram a
conclusdo de que as fibras do sistema elastico sdo um dos importantes fatores no
desenvolvimento de disfuncdes eréteis.

Apesar da eficiéncia de novas drogas em determinados casos de disfuncéo
erétil, ndo se conhece, ainda, todas as alteracbes morfologicas e fisioldgicas
envolvendo esse processo. O estudo e a descricdo das estruturas e funcdo dos
diferentes componentes do pénis é essencial para a melhor compreensdo da
fisiopatologia da disfuncdo erétil, especialmente em alteragbes metabdlicas como o
diabetes mellitus e em doencas cronico-degenerativas, como dislipidemias e

aterosclerose®.
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N&o obstante as fibras do sistema elastico no tecido conjuntivo da glande do
pénis possuirem propriedades criticas de elasticidade e resisténcia, ndo h4 estudos
quantificando tais fibras em relacdo a glande. Desse modo, com esse trabalho
conseguimos dados originais em relacdo a constituicdo morfolégica da matriz
extracelular da glande do pénis em homens jovens saudaveis. Em nosso estudo,
verificamos que as fibras do sistema elastico sdo abundantes na glande do pénis.
Andlises quantitativas revelaram uma densidade volumétrica das fibras do sistema
elastico de 29,4% (DP = 3,1%).

Nossos resultados revelam a concentragao e distribuicdo das fibras do sistema
elastico na glande do pénis de adultos jovens, fornecendo subsidios para correlacao
entre alteracdes morfolégicas e modificacbes biomecanicas, como disfuncdo erétil e

priapismo.

9 CONCLUSAO

Qualitativamente a microscopia Otica, fibras do sistema elastico organizam-se em
uma camada circular interna e uma camada longitudinal externa, estando presentes e
sendo facilmente identificadas por esse método na glande do pénis. Apresentam-se
tortuosas, circundando os sinusdides sanguineos e possuem distribuicdo irregular sob a
mucosa.

A analise quantitativa pela estereologia revelou uma densidade volumétrica (VV)

das fibras do sistema elastico na glande peniana em adultos jovens é de 29,4% £3.1.

10 RECOMENDACOES

Nosso estudo fornece dados originais em relagdo a constituicdo morfologica da
matriz extracelular da glande do pénis de adultos jovens. Tais dados, de acordo com
estudos prévios, possuem importancia no estudo das alteracbes que ocorrem na
morfologia peniana em estados de disfungdo erétii e em doengas metabdlicas e

cronico-degenerativas que podem cursar com disfungao erétil.
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12 ANEXOQO 1 - Fotografias da microscopia 6tica — coloracédo fucsina-resorcina de Weigert
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Figura 1 — Fotomicrografia da glande peniana mostrando as camadas, tecido subcucutaneo (MT) e parte
esponjosa (asterisco), x100.

Figura 2 — Fibras do sistema elastico em grande quantidade (seta), com um perfil tortuoso na parte
esponjosa, x400.



Figura 3 e 4 — Fibras do sistema elastico circundando os vasos sob a glande peniana. V= Vaso, x400.

Figura 5 — Rede irregular de fibras do sistema elastico distribuida sob a pele da glande (seta). x100.
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Figura 6 — Fibras do sistema elastico na porcao periférica da glande. As fibras sdo entremeadas entre

feixes de colageno, formando uma camada interna circular e outra externa longitudinal (setas). x400.
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