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RESUMO

ALTERACOES DO TECIDO CONJUNTIVO E MUSCULO LISO

NO PENIS DE COELHOS DIABETICOS

Introducéo: Embora a disfuncdo erétil seja um problema frequente em
pacientes com diabete mellitus, poucos estudos avaliaram as alteracdes da
estrutura peniana nesta condicéao.

Objetivo: avaliar a densidade volumétrica de colageno, fibras do sistema
elastico e células musculares lisas no corpo cavernoso (CC), corpo
esponjoso (CE) e tanica albuginea (TA) no pénis de coelhos diabéticos.
Meétodo: Vinte seis coelhos Nova Zelandia foram utilizados.

A diabete foi induzida em 13 coelhos com 8 semanas de idade com injecéo
intravenosa de 100 mg/ kg de aloxano. 13 coelhos normais serviram como
controle. Apos 10 semanas os animais foram mortos com overdose de
thiopenthal sédico endovenoso. Os pénis foram dissecados retirando-se um
fragmento da porcdo média sendo fixado em formol 10% tamponado (pH
7.3). Todo material foi processado para inclusdo em parafina seguindo a
técnica histologica de rotina.

Principais medidas: a analise estereolégica do colageno, das fibras do
sistema elastico e do musculo liso foi realizada em cortes de 5um no
sistema teste M42. Os dados foram expressos em densidade volumétrica
(Vv %). A organizagdo de colageno foi avaliada pela coloracdo do
Picrosirius red sob polarizacéo.

Resultados: na tunica albuginea de coelhos diabéticos, houve um aumento
de 88% da espessura (p < 0.0003) com um acentuado turnover do colageno.
Além disso, o contetdo de fibras elasticas foi 34% maior (p < 0.0001). No

CC dos coelhos diabéticos o colageno diminuiu 45% (p < 0.0001) com a



presenca de um coldgeno mais organizado. As fibras do sistema elastico
tiveram um decréscimo de 46% (p < 0.0001). A diabete induziu um
aumento de 11% de colageno no CE (p < 0.0235) com um acentuado
turnover do colageno. No CC de coelhos diabéticos houve um aumento de
40% de mdasculo liso (p < 0.0001), enquanto no CE uma diminuicdo de
38% (p <0.0001).

Conclusdo: Os tecidos do pénis foram afetados de formas diferentes pela
diabete, possivelmente devido a heterogeneidade celular. Essas mudancas
poderiam ter um impacto sobre o fluxo sanguineo e resisténcia do tecido e,

portanto, prejudicar a erecéo.

Palavras chave: pénis, coelho, estereologia, histologia, diabete, disfuncéo
erétil.



ABSTRACT

CONNECTIVE TISSUE AND SMOOTH MUSCLE ALTERATIONS
IN DIABETIC RABBIT PENIS

Introduction: Although erectile dysfunction is a frequent problem in
patients with diabetes mellitus, few studies have evaluated penile structure
alteration in this condition.

Aim: To assess the volumetric density of collagen, elastic system fibers
and smooth muscles cells in the corpora cavernosa (CC), corpus
spongiosum (CE) and tunica albuginea (TA) in the penis of diabetic
rabbits. Methods: Twenty-six New Zealand white rabbits were used.
Diabetes was induced at 8 weeks of age in 13 rabbits by intravenous
injection of 100 mg/kg of alloxan. The remaining 13 rabbits served as a
control group. After 10 weeks, the rabbits were killed using sodium
thiopenthal. Mid-shaft fragments of the penis were obtained and processed
by routine histological techniques.

Main Outcome Measures: Stereological analysis of collagen, elastic
system fibers and smooth muscle was performed in 5-um sections by using
a M42 System Test grid. Data were expressed as volumetric density (Vv -
%). Collagen organization was evaluated by Picrosirius red staining under
polarization.

Results: In the TA of diabetic rabbits, thickness increased by 88% (p <
0.0003) with an enhanced collagen turnover. Moreover, the elastic fiber
content was 34% higher (p < 0.0001). In the CC of diabetics, collagen was
diminished by 45% (p < 0.0001) with a more organized collagen. The
elastic fibers were decreased by 46% (p < 0.0001). Diabetes induced a 11%
increase in CS collagen (p < 0.0235) with an enhanced collagen turnover.

Smooth muscle in the CC of diabetic rabbits was increased by 40% (p <



0.0001), whereas in the CS it was decreased by a similar amount (p <
0.0001). Conclusion: Penile tissues were affected differently by diabetes,
possibly due to cellular heterogeneity. These changes could have an impact
on blood flow and tissue resistance, and therefore, might adversely affect

erection.

Key words: penis, rabbit, stereology, histology, diabetes, erectile

dysfunction.
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1- INTRODUCAO

O termo Diabete em grego significa sifdo. Foi proposto por um
médico grego de nome Aretaeus (aproximadamente 150 A.C) com o
objetivo de descrever uma doenca em que os enfermos urinavam muito. No
século XVI, um medico iraniano Avicena, descreveu 0s mais importantes
sintomas e consequéncias da evolucéo da diabete: a gangrena e a disfuncéo
sexual. Em 1776, o inglés Mathew Dobson demonstrou que o diabético
eliminava aclcar pela urina, levando os medicos daquela época a
pesquisarem 0s o6rgdos mais afetados pela doenca. Mais tarde,
aproximadamente no século XVIII, Paul Langerhans, estudante de
medicina, publicou um trabalho sobre histologia do pancreas, que descrevia
um tipo desconhecido de células localizadas proximas aos acinos e que nao
se comunicavam com o0s dutos excretores. Naquela época ndo pdéde
especificar as funcdes destas células [1].

A Diabete Mellitus (DM) é uma sindrome de etiologia maultipla,
decorrente da falta de insulina e/ou da incapacidade da insulina de exercer
adequadamente seus efeitos. Caracteriza-se por hiperglicemia crénica com
disturbios do metabolismo dos carboidratos, lipidios e proteinas [2, 3].

A classificacdo atualmente recomendada incorpora o conceito de
estagios clinicos da DM, desde a normalidade, passando para a tolerancia a
glicose diminuida e/ou glicemia de jejum alterada, até a DM propriamente
dita [2, 3]. Essa classificacdo baseia-se na etiologia da DM, eliminando os
termos “diabete mellitus insulino-dependente” e “ndo-insulinodependente”.

A DM tipo 1 resulta primariamente da destruicdo das celulas beta
pancreaticas com tendéncia a cetoacidose. Inclui casos decorrentes de
doenca autoimune e aqueles nos quais a causa da destruicdo das células

beta ndo € conhecida.



A DM tipo 2 resulta, em geral, de graus variaveis de resisténcia a
insulina e deficiéncia relativa de secrecdo de insulina. A maioria dos
pacientes tem excesso de peso e a cetoacidose ocorre apenas em situacoes
especiais, como durante infecgOes graves.

A categoria “outros tipos de DM” contém varias formas de DM,
decorrentes de defeitos genéticos associados a outras doencas ou com uso
de farmacos diabetogénicos.

A DM qgestacional ¢ a diminuicdo da tolerdncia a glicose, de
magnitude variavel, diagnosticada pela primeira vez na gestacdo, podendo
ou ndo persistir apos o parto. Os estagios da DM ocorrem em todos 0s
tipos, sendo que no tipo 1 o periodo de tempo entre os estagios € mais
curto.

A DM ¢ acompanhada de complicacbes agudas e cronicas, que
podem incluir dano, disfuncédo ou faléncia de 6rgéos, especialmente: rins,
nervos, coracgao e vasos sanguineos [2, 3].

E uma doenga comum e de incidéncia crescente afetando
aproximadamente 171 milhdes de individuos em todo o mundo e com
projecdo para 366 milhdes de pessoas no ano de 2030, pulando a
prevaléncia de 2,8% em 2000 para 4,4% [4]. A maior parte desse aumento
deve ocorrer em paises em desenvolvimento. Neles se acentuard o atual
padrdo de concentracdo de casos na faixa etaria de 45-64 anos [5].

No Brasil um estudo foi realizado para estimar a prevaléncia da DM
e a tolerancia a glicose diminuida na populacdo urbana da cidade de Séo
Carlos em Sdo Paulo, com 1.116 voluntarios com idade compreendida
entre de 30 a 79 anos. As prevaléncias gerais da DM e tolerancia a glicose
diminuida foram 13,5% e 5%, respectivamente. O estudo apontou que
embora tenha havido avancos no diagnostico da doenca, houve aumento na
prevaléncia de DM em comparacdo a estudos anteriores no Brasil e na

regido [6].



A diabete é considerada um importante problema de satde publica
devido aos altos indices epidemiologicos e ao impacto negativo trazido
para sociedade. Suas complicac@es levam o individuo a invalidez precoce e
diminuem a qualidade de vida e sobrevida dos doentes. Além disso, deve-
se considerar 0s prejuizos econémicos causados pelo alto custo do
tratamento e frequentes hospitalizacdes [7, 8].

As consequéncias em longo prazo incluem a nefropatia com possivel
evolucdo para insuficiéncia renal, a retinopatia, com a possibilidade de
cegueira e/ou neuropatia, com risco de aparecimento de Ulceras nos pés,
amputacdes, artropatia de Charcot e manifestacbes de disfuncdo
autondmica, incluindo disfuncdo sexual [7, 8].

Pacientes com DM apresentam altas taxas de disfuncdo erétil (DE) e
diferentes estudos demonstraram esta associacao [9, 10, 11, 12, 13].
Estudos utilizando modelos animais e pacientes diabéticos mostraram que
as alteracdes no sistema neurovascular parecem ser a causa primaria da DE
[11, 14].

O uso de animais em pesquisas biomédicas tem sido recomendado
para aperfeicoar e validar procedimentos ja existentes, desenvolvimento de
novos materiais e compreensdo dos diferentes processos fisioldgicos e
patologicos porque ndo ha& modelos in vitro capazes de imitar
completamente a complexidade do organismo humano [15]. Os modelos
animais permitem controlar numerosas variaveis que normalmente néo
podem ser obtidas em estudos com seres humanos [16, 17, 18].

De acordo com a forma e com sua constituicdo histoldgica, o pénis
dos mamiferos é classificado em fibro-elastico e muasculo cavernoso. No
pénis do tipo fibro-elastico, durante a cépula observa-se um aumento do
comprimento peniano com poucas modificac6es no diametro. E encontrado
nos boi, no porco e em ratos. No cavalo, cdo e coelho observa-se que

durante a copula ocorre aumento tanto do comprimento quanto do



diametro, caracteristicas do pénis do tipo musculo cavernoso que também é
encontrado no homem [19, 20, 21].

O coelho é um animal de exploracdo zootécnica e considerado
também como animal de laboratorio. Por apresentar um pénis com as
caracteristicas semelhantes ao pénis humano é utilizado em trabalhos
experimentais servindo como modelo para o estudo de varias patologias
que acometem 0s seres humanos como, por exemplo, a disfuncao ereétil [22,
23, 24].

O pénis do coelho é dividido em raiz ou porcao fixa, corpo ou por¢éo
intermediaria e glande ou extremidade livre (Figura 1). A raiz € formada
pelos pilares (corpos cavernosos) e pelo bulbo do pénis (corpo esponjoso).
O corpo se estende desde a raiz até a glande e é formado pelo corpo
cavernoso e esponjoso. A glande é formada por corpo esponjoso [19].

O principal vaso responsavel pela irrigacdo do pénis € a artéria
peniana, que € um ramo da artéria pudenda interna. A artéria peniana se
divide em dois ramos que formam as artérias profunda e dorsal do pénis ao
nivel do arco isquiatico. A artéria profunda do pénis penetra na tinica
albuginea e forma a rede arterial do corpo cavernoso do pénis. Por outro
lado, a artéria dorsal do pénis emite trés pequenos ramos para 0 muasculo
isquiocavernoso e ao nivel da fixacdo deste masculo emite dois pequenos
ramos para o prepucio. O curso de ambas as artérias segue a superficie
dorsolateral do pénis em direcdo a glande onde sofrem anastomose [19,
25].



Figura 1: Fotomacrografia mostrando o pénis de um coelho com

aproximadamente 120 dias de idade. R= Raiz, C = Corpo e G= Glande.

Histologicamente o pénis do coelho contém tecido erétil dispostos na
forma de dois corpos cilindricos dorsais denominados corpo cavernoso e
corpo esponjoso. Este ultimo € um pouco mais longo e se localiza
ventralmente circundando a uretra. Essas duas estruturas sdo também
envolvidas por uma fascia peniana constituida de tecido conjuntivo denso

fibroelastico, a tanica albuginea [19, 26, 24] (Figura 2).



Figura 2: Fotomicrografia de corte transversal do corpo do pénis de
coelho. CC= Corpo Cavernoso, TA= Tuanica Albuginea, U= Uretra e

CE= Corpo Esponjoso. Tricrdmico de Masson 40X.

Matriz Extracelular

Tem importante papel no crescimento e diferenciacdo celular. Ocupa
em maior ou menor grau, 0 espaco intersticial de todos os sistemas
organicos. Ela é constituida por uma rede complexa de macromoléculas
onde os principais componentes fibrilares sdo o colageno e as fibras do
sistema elastico. Proteoglicanos, glicosaminoglicanos e as glicoproteinas

séo também componentes da matriz extracelular [27].

Colageno
E a proteina mais abundante do reino animal, representando cerca de

1/3 do total de proteinas encontradas nos tecidos [28]. E constituido por



trés cadeias polipeptidicas (cadeias o) que podem ser idénticas
(homotrimeros) ou diferentes (heterotrimeros). A estrutura primaria das
cadeias é formada por uma sequéncia de trés aminoacidos: glicina, prolina
e hidroxiprolina que se repetem por grandes extensdes. Cada cadeia de
colageno (cadeia o) tem suas proprias caracteristicas quanto a composicao
de aminoacidos, que sdo utilizados para identificar o tipo de colageno. Os
colagenos sdo secretados sob a forma de precursores, 0s procolagenos.

Numerosas modificacbes pds-traducdo podem ocorrer, tais como
hidroxilacdo dos residuos de prolina, ligacdes cruzadas, glicolizacdo e
remocdo dos peptideos de registro, para dar origem as moléculas de
tropocolageno. Estas moléculas apresentam uma grande tendéncia a se
polimerizarem de uma forma ordenada originando as fibrilas de colageno.
Apesar de manterem a sua individualidade, as fibrilas de colagenos podem
se organizar lateralmente formando fibras, e estas se organizarem em
estruturas de maior espessura denominadas feixes de colageno [29].

Vérias classes de colageno sao identificadas com base em seu padrédo
de polimerizacdo. O colageno do tipo | € 0 mais encontrado nos tecidos
conjuntivos em geral e formam fibras mais espessas. O colageno do tipo Il
apresenta uma distribuicdo mais especifica e € encontrado nos 0Orgaos
hematopoéticos e ao redor das fibras musculares lisas. Este tipo de
coldgeno forma fibras mais delgadas, também chamadas de fibras
reticulares [28]. Devido a rica cobertura de glicideos, as fibrilas de
colageno tipo Ill sdo evidenciadas preferencialmente por sais de prata.
Estas fibrilas proporcionam sustentacdo para os capilares, nervos e células

musculares, e estdo intimamente associadas as membranas basais [30].

Sistema eléstico
No tecido conjuntivo, as fibras do sistema eléstico distinguem-se

facilmente das colagenas por serem mais delgadas e ndo apresentarem



estriacdo longitudinal. Ramificam-se e ligam-se umas as outras, formando
uma trama muito irregular. Em virtude da presenca de um pigmento, as
fibras elasticas, quando vistas a fresco em grande quantidade, tém cor
amarelada. Essas fibras cedem facilmente mesmo as tragbes minimas,
porém retomam sua forma inicial tdo logo cessem as forcas deformantes
[31].

As fibras do sistema elastico sdo caracterizadas pelo elevado grau de
extensibilidade que apresentam. S&o encontradas em tecidos que estdo
constantemente submetidos a grandes forgas de estiramento [32]. Por esta
razéo, os elementos fibroelasticos (colageno e elastina) combinam-se para
formar estruturas chave em tecidos complacentes.

A fibra elastica é uma estrutura complexa formada por elastina,
proteina microfibrilar, lisil oxidase, e proteoglicanos [33].

Durante o processo de desenvolvimento de uma fibra el&stica, o
componente microfibrilar é o primeiro a aparecer, vindo depois a ser
depositada a elastina, provavelmente devido a uma interacdo i6nica entre a
elastina e a superficie microfibrilar como consequiéncia de suas cargas
opostas [32].

De acordo com o grau de associacdo entre esses componentes, as

fibras do sistema elastico séo divididas em trés grupos:

a) Fibras Elasticas: constituidas em sua maior parte por elastina (em

posicdo central) e um ndmero reduzido de microfibrilas em posicdo
periférica [34].

b) Fibras Elauninicas: constituida por pouca elastina e um grande namero
de microfibrilas [35].

c) Fibras oxitalénicas: compostas exclusivamente por microfibrilas [36].
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Fibras musculares

As fibras musculares lisas sdo ceélulas longas, fusiformes e que
apresentam um nucleo Unico e central. Estdo dispostas geralmente em
camadas, sobretudo na parede dos érgaos ocos, Como 0S vasos sanguineos.
S&o revestidas por uma lamina basal e mantidas juntas por uma delicada
rede de fibras reticulares. Seu comprimento pode variar de 20pum na parede
de pequenos vasos sanguineos até 500um no Utero gravido, e apresentam
um didmetro de 5 a 6um [30, 37, 31].

A atividade contrétil caracteristica das fibras musculares lisas esta
relacionada com a estrutura e organizacdo de seus filamentos de actina e
miosina. Os feixes de miofilamentos se cruzam em todas as direcGes
formando uma trama tridimensional. Estes feixes apresentam
microfilamentos com 5-7 nm formados de actina e tropomiosina, e
filamentos de miosina com 12-16 nm de espessura. Observacbes tanto
bioquimicas como estruturais mostram que a contracdo se da por um
mecanismo de interacdo e deslizamento entre os filamentos [38, 31].

Apesar de inimeros estudos terem relacionado os efeitos da diabete e
a DE a caracterizacdo morfoldgica das possiveis alteracdes dos diferentes
elementos constitutivos do pénis ainda ndo foram devidamente estudadas.
Por esse motivo procuramos analisar os elementos fibrosos da matriz
extracelular, as fibras musculares lisas no corpo cavernoso, no corpo

esponjoso e na tunica albuginea do pénis de coelhos normais e diabéticos.
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2- OBJETIVO

Analisar as alteracOes estruturais dos elementos fibrosos da matriz
extracelular e das fibras musculares lisas no pénis de coelhos Nova Zelandia

normais e submetidos a diabete experimental.
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3- MATERIAL E METODOS

Comité de Etica

O projeto e o protocolo de pesquisa foram aprovados pelo Comité de
Etica para o Uso de Animais Experimentais do Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes (IBRAG) da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (UERJ), Anexo-1.

Selecdo e Preparacao dos Animais

Foram estudados 26 coelhos Nova Zelandia provenientes do Setor de
Cunicultura do Instituto de Zootecnia da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro. Os coelhos recém nascidos foram selecionados
aleatoriamente, sendo um filhote de cada fémea parida.

Os animais foram transferidos para o Biotério do Laboratdrio de
Cirurgia Experimental da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade
do Estado do Rio de Janeiro (LCE — FCM - UERJ). Os animais
permaneceram em gaiolas individuais, mantidos em temperatura ambiente,
e receberam &gua a vontade e racdo comercial duas vezes ao dia (racéo
peletizada, para coelhos em reproducdo e crescimento). O experimento foi
iniciado quando os animais completaram dois meses de idade, atingindo em
média 2,0 kg de peso vivo.

Foram estabelecidos 2 grupos com 13 animais cada, 0 grupo tratado
e o0 grupo controle. Os 13 coelhos do grupo tratado foram anestesiados
com Xilazina (5mg/kg IM) e Ketamina (20mg/kg IM), e receberam aloxano
na dose de 100mg/kg, via endovenosa na veia marginal da orelha [39, 18].
Foram coletadas, de todos os animais, amostras de sangue através da veia

marginal da orelha no dia da inducdo do diabetes, 24h, 48h, 72h apés a



15

aplicacdo do aloxano e toda semana. Para quantificacdo dos niveis séricos
de glicose foi utilizado o glicosimetro OneTouch Ultra (Johnson & Johnson
Company. USA) respeitando-se sempre um jejum de 10horas. A coleta foi
realizada através de puncdo com agulha fina (13 x 4,5) na extremidade da
orelha. Foram considerados diabéticos, os coelhos com glicemia de jejum
de > 126mg/dl [39, 18]. Decorridos 10 semanas do estabelecimento do
diabetes, todos os animais (grupo controle e tratado) foram mortos com

overdose de thiopental sdédico endovenoso.

Processamento Histoldgico

Os pénis foram dissecados e sofreram uma primeira clivagem. De
cada pénis foi retirado um fragmento do corpo do pénis. O material foi
fixado em formalina 10% tamponada.

Cada fragmento de pénis sofreu clivagem "ortrip™ para a realizagdo
da estereologia. Esse método consiste em seccionar o fragmento trés vezes
consecutivamente, sendo o primeiro corte aleatorio, o segundo ortogonal ao
primeiro e o terceiro também ortogonal ao segundo. Desta forma, obtém-se
cortes aleatdrios uniformemente isotropicos [40, 41, 42].

Todos os cortes foram processados para inclusdo em parafina
seguindo a técnica de rotina. Cortes de 5 um de espessura foram obtidos e

posteriormente corados por métodos histoquimicos e imuno-histoquimicos.

Tricrémico de Masson
Técnica histolégica de rotina que permite evidenciar o colageno em

azul e as fibras musculares lisas em vermelho [43].
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Fucsina-Resorcina de Weigert

Foi utilizada a técnica de Fucsina-Resorcina de Weigert com prévia
oxidacdo com oxona para a evidenciacdo das fibras do sistema elastico. O
reativo de Weigert é formado pela precipitacdo da fucsina basica-resorcina
pelo cloreto de ferro demonstrando a presenca de fibras elasticas e
elauninicas e, apds uma etapa de oxidacdo com é&cido peracético/oxona,
também as fibras oxitalanicas. Um tratamento inicial com uma solucdo de
permanganato de potassio acidificada e acido oxalico promove um
clareamento de fundo [36, 43], ressaltando as fibras elasticas coradas em

violeta escuro.

Picrosirius Red

A técnica do Picrosirius red seguida de microscopia de polarizacdo
pode demonstrar de maneira seletiva os tipos | e Ill de colageno. A
diferenca de cor observada apés a polarizacdo € o resultado da espessura
das fibras assim como do arranjo do colageno. A coloragdo pelo método do
Picrosirius faz com que grande quantidade de moléculas de sirius red, de
carater acido e alongadas, disponham-se paralelamente as moléculas do
colageno, o que provoca aumento consideravel da birrefringéncia das fibras
que contém colageno quando observadas a luz polarizada. Assim, 0 método
do Picrosirius associado a microscopia de polarizacdo € um método

histoquimico especifico para deteccdo de colageno [44].

Imuno-histoquimica
Foi realizada a técnica de Avidina-Biotina para a identificacdo de
fibras musculares lisas, utilizando-se 0s seguintes anticorpos primarios: anti
alfa actina na diluicdo de 1:400 em PBS (No A-2547 - Sigma Company).
Os cortes foram desparafinados em Xilol, hidratados em uma serie

decrescente de alcool etilico até a agua e lavados em tampdo fosfato
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tamponado (PBS) por cinco minutos. Em seguida, tratados por trinta
minutos em temperatura ambiente com uma solucdo de peroxido de
hidrogénio a 3% em metanol para bloquear a atividade da peroxidase
endogena. Apos esta etapa, foram lavados em PBS (3 banhos de 5 minutos
cada) e incubados em camara umida a 37°graus C por trinta minutos com
soro de cabra a 1% em PBS. Na sequéncia, foram incubados em camara
Umida a 4° graus C por 12 a 14 horas com o anticorpo primario.

Para todos o0s anticorpos primarios utilizados foram realizados
simultdneamente, controles negativos, onde o anticorpo priméario foi
substituido por PBS, e controles positivos, usando fragmentos de tecido
que apresentam 0s antigenos pesquisados, conforme prévia descricdo
literaria.

Apos este periodo, os cortes foram lavados em PBS (3 banhos de 5
minutos cada) e incubados em cdmara Umida em temperatura ambiente por
trinta minutos com o anticorpo secundario biotinilado diluido em 1:100 em
PBS.

Estereologia

Colageno / Fibras musculares lisas

O contraste marcante entre as cores do coldgeno azul e fibras
musculares lisas (vermelho), nos cortes corados pelo tricromico de Masson
fez com que este método fosse utilizado preferencialmente para analise
estereologica (densidade volumetrica - Vv) desses dois componentes do
COrpo cavernoso e esponjoso peniano.

De cada um dos 26 pénis foram selecionados 05 cortes com um
intervalo de 50 micrémetros. De cada corte foram analisados 5 campos
aleatorios perfazendo um de total 25 campos analisados por pénis. As

laminas foram observadas em microscopio de luz Olimpus acoplado a uma
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camera de video marca Sony CCD, sendo a imagem dos campos
microscopicos repassada para um monitor Sony KX14-CP1. Os dados
foram obtidos pelo método de contagem de pontos superpondo um sistema
teste M 42 [45].

Fibras do Sistema Elastico

As fibras elasticas sdo dotadas de um conjunto de caracteres
histoquimicos e de afinidades tintoriais que aumentam enormemente sua
afinidade tintorial, o que facilita sua evidenciacao seletiva.

Coloracdo pela fuscina-resorcina foi introduzida em técnica
histoldgica por Weigert, pois fornece excelentes resultados para a
coloracéo das fibras do sistema eléstico [36, 43].

Para a determinacdo da percentagem (VVv) de fibras do sistema
elastico os cortes foram corados pelo metodo da Fuscina-Resorcina de
Weigert com prévia oxidacdo. Este método permite um contraste
suficientemente grande para que a analise pudesse ser feita através de um
sistema digital. Para a analise do sistema elastico foram utilizados os
mesmos numeros de campos que para o colageno e fibras musculares
obedecendo-se também o mesmo critério quanto ao nimero de pénis e
campos analisados.

Os campos foram digitalizados com um aumento final de 400 X
atraves de uma camara de video marca Sony CCD acoplada a um
microscopio de luz Olimpus. Os dados foram obtidos pelo método de

contagem de pontos superpondo um sistema teste M 42 [45] (Figura 3) .
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Figura 3: Fotomicrografia da tanica albuginea peniana de coelho, com
superposicdo da grade M42 para analise estereoldgica. Fuscina-Resorcina
de Weigert X 400.

Também foi aferida a espessura da tdnica albuginea. Foram
selecionadas cinco laminas de cada animal. Em cada corte foi medida a
espessura da albuginea em quatro pontos: dorsal, ventral e dois laterais,
utilizando-se o software Image J versdo 1.4 (NIH, Bethesda, USA),

carregado com seu préprio “plugin” (http://rsh.info.nih.gov/ij/plugins).
Anélise Estatistica
A andlise estatistica foi realizada através do Software Grafpad Prism.

Para comparacdo das meédias foi utilizado o Teste T ndo pareado com
intervalo de confianca de 95%, considerando p < 0.05 como significativo.
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4 - RESULTADOS

Concentracéo de Glicose

A concentracéo de glicose no sangue 72 horas ap0s o tratamento com
aloxano ja havia atingido um valor médio de 150 mg / dL (Figura 4). A
partir de entdo este valor aumentou de forma constante, com pouca
variabilidade entre os animais, enquanto que no grupo controle a glicose no
sangue apresentou um valor constante com média aproximada de 79 mg /
dL durante todo o periodo do experimento.

Quando todos os animais foram mortos, dez semanas ap0s a indugéo,
a glicemia foi de aproximadamente 350 mg / dL. Portanto coelhos tratados
com aloxano permaneceram em uma condicdo de diabético, por pelo

menos, dez semanas.
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Figura 4: Grafico mostrando a curva glicémica em jejum dos coelhos do
grupo controle (quadrado) e do grupo de coelhos diabéticos (losango),

desde o dia zero até a décima semana do experimento.

Analise Morfolégica

Tanica Albuginea

A tunica albuginea (TA) é um tecido conjuntivo denso fibroelastico,
e sua espessura total se apresentou significativamente aumentada em 88%
(p <0,0003) em coelhos diabéticos quando comparados com os coelhos do
grupo controle (tabela 1). Além disso, a organizacdo dos componentes
colagenos e fibrosos da TA se mostrou bastante alterada em animais

diabéticos como revelado pela coloracdo do Picrosirius red observado sob
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polarizacdo (figura 5). Nas seccOes de tecido de coelhos diabéticos, houve
uma mudanca acentuada para birrefringéncia verde (figura 5B) em
oposicdo ao predominio de cor vermelho-alaranjado observada nos coelhos
do grupo controle (figura 5A). Neste mesmo tecido, houve um aumento de
34% (p < 0.0001) na densidade volumétrica das fibras do sistema elastico
nos coelhos diabéticos quando comparados com os coelhos do grupo

controle (tabela 1 e figura 6).

Albuginea

Grupo Controle Diabético

Fibras do sistema 11.10 £ 1.62 14.88 £ 1.17 (p < 0.0001)

elastico (%)

Espessura (mm) 0.26 £ 0.06 0.49 £ 0.15 (p < 0.0003)

Tabela 1: Densidade Volumétrica (Vv) das fibras do sistema elastico e
espessura (mm) da tanica albuginea peniana em coelhos do grupo controle

e diabéticos .
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Figura 5: Fotomicrografias da tGnica albuginea do pénis de coelho. A)
Grupo controle. Verifica-se predominancia de fibras de cor vermelho
alaranjado. B) Grupo diabético com predominancia de fibras de cor verde.

Picrosirius red e observado sob polarizagédo. X400.
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Figura 6: Fotomicrografias da tdnica albuginea do pénis de coelho,
evidenciando as fibras do sistema elastico (setas). A) Grupo controle. B)
Grupo diabético. Observa-se em B um aumento da densidade volumetrica
das fibras do sistema elastico. Fucsina-Resorcina de Weigert com prévia
oxidacdo. X 400.
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Tecido Erétil

O corpo cavernoso (CC) e o corpo esponjoso (CE) do pénis foram
afetados de maneira diferente pelo diabetes no que se refere ao conteudo e
organizacao estrutural dos principais componentes do tecido conjuntivo
(figura 7). Sendo assim, no CC de coelhos diabéticos ocorreu uma
diminuicdo de 45% (p < 0.0001) na densidade volumeétrica do colageno
quando comparados com os valores obtidos para o grupo controle (tabela
2). Esta mudanca foi acompanhada por um discreto predominio de
birrefringéncia esverdeada observada nos cortes corados com o vermelho
Picrosirius red visto ao microscépio de polarizacdo (figura 7B), enquanto
que nos cortes do grupo controle houve predominio de birrefringéncia
vermelho alaranjada (figura 7A).

No CC o diabetes provocou uma diminuicdo na densidade
volumeétrica nas fibras do sistema elastico em 46% (p <0.0001) (tabela 2 e
figura 8).

Nos coelhos diabéticos houve um aumento de 40% (p <0.0001) na

densidade volumétrica de musculo liso no CC (tabela 2, figuras 9B e 10B).
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Corpo Cavernoso

Corpo Esponjoso

Grupo Diabético Grupo Diabético
Controle Controle
Células 4928+214 | 68.77+1.89 | 50.62+1.91 31.24 + 177
musculares
lisas (p < 0.0001) (p < 0.0001)
%
Colageno 2579+169 | 1431+154 | 3206+1.81 | 3559+1.70
%
(p <0.0001) (p <0.0235)
Fibras do
sistema 15.63+233 | 846+222 | 2269+1.29 | 24.40+1.62
elastico
% (p <0.0001) (p < 0.0025)

Tabela 2: Densidade Volumétrica (Vv) das células musculares lisas, fibras

colagenas e fibras do sistema eladstico no corpo cavernoso e corpo

esponjoso do pénis de coelhos do grupo controle e diabéticos .
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Figura 7: Fotomicrografias do corpo cavernoso do pénis de coelho. A)
Grupo controle com predominancia de fibras colagenas de cor vermelho
alaranjado. B) Grupo diabético com discreto predominio de fibras

colagenas de cor verde. Picrosirius red observado sob polarizagdo. X400.



29

Figura 8: Fotomicrografias do corpo cavernoso do pénis de coelho
evidenciando as fibras do sistema elastico (setas). A) Grupo controle. B)
Grupo diabético com diminuicdo da densidade volumétrica das fibras do
sistema elastico. Fucsina-Resorcina de Weigert com prévia oxidacéo.

X400.
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Figura 9: Fotomicrografias do corpo cavernoso do pénis de coelho.
Fibras musculares lisas (*) e tunica albuginea (TA). A) Grupo controle.
B) Grupo diabético com aumento na densidade volumétrica do mdsculo

liso . Tricromico de Masson. X 200.
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Figura 10: Fotomicrografias do corpo cavernoso do pénis de coelho. A)
Grupo controle, B) Grupo diabético com aumento na densidade

volumétrica do musculo liso. Imuno-histoguimica para alfa-actina. X 200.

Em contraste com o CC, no CE de coelhos diabéticos, a densidade
volumétrica do colageno aumentou em 11% (p <0.0235), e houve um
aumento significativo da birrefringéncia verde (Figura 11B). Enquanto que

no corpo cavernoso o diabetes provocou uma diminuicdo na densidade
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volumétrica nas fibras do sistema elastico em 46% (p <0.0001), no corpo
esponjoso esta condi¢do conduziu a um aumento de 8% (p <0.0025) para o
mesmo componente (tabela-2 e figura 12).

Nos coelhos diabéticos houve uma alteracdo na densidade
volumeétrica de musculo liso tanto no CC quanto no CE, mas de maneira
oposta. Ou seja, no CE, uma diminuicdo de 38% (p <0.0001) (tabela 2,

figuras 13B e 14B).
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Figura 11: Fotomicrografias do corpo esponjoso do pénis de coelho. A)
Grupo controle com predominancia de fibras de cor vermelho alaranjado.
B) Grupo diabético com predominancia de fibras de cor verde. Picrosirius

red observado sob polarizacgéo. X 400.
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Figura 12: Fotomicrografias do corpo esponjoso do pénis de coelho
evidenciando as fibras do sistema elastico (setas). A) Grupo controle. B)
Grupo diabético com um aumento da densidade volumétrica das fibras do
sistema elastico. Fucsina-Resorcina de Weigert com prévia oxidagao.

X 400.
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Figura 13: Fotomicrografias do corpo esponjoso do pénis de coelho. Fibras
musculares lisas (*). A) Grupo controle e B) Grupo diabético com
diminuigdo na densidade volumétrica do musculo liso. Tricrémico de

Masson. X 200.
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Figura 14: Fotomicrografias do corpo esponjoso do pénis de coelho. A)
Grupo controle, B) Grupo diabético com diminuicdo na densidade

volumétrica do musculo liso. Imuno-histoquimica para alfa-actina. X 200.
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5 - DISCUSSAO

Aproximadamente a metade dos homens diabéticos que ndo fazem
nenhum tipo de controle ou tratamento apresentam problemas de DE [46,
11, 13]. Em nosso trabalho as modificacdes observadas no pénis dos
animais diabéticos tanto na TA, no CC quanto no CE nos leva a
estabelecer uma possivel associacdo com a DE.

A diabete, quimicamente induzida em animais, tem sido empregada
para a compreensdo das alteracOes causadas por esta enfermidade em
diferentes dérgdos, pois permite controlar numerosas variaveis gque nao
podem ser obtidas em estudos com seres humanos. O trabalho procurou
mostrar o efeito da diabete no pénis de coelho que é do tipo vascular
semelhante ao humano e por isso freqientemente utilizado como modelo
em diferentes estudos [39, 24]. No caso da DE sabe-se que a diabete esta
preferencialmente associada as alteracdes endoteliais [10]. No entanto a
DE é multi fatorial envolvendo também a participacdo das fibras
musculares lisas, colageno e fibras do sistema elastico, que constituem
juntamente com outros elementos o substrato morfoldgico. Entretanto estes
fatores ainda ndo sdo completamente conhecidos. O estudo procurou,
portanto caracterizar de forma qualitativa e quantitativa as modificagdes
que ocorrem nesses elementos do pénis de coelhos diabéticos.

Uma das caracteristicas da matriz extracelular e de seus
componentes é a sua adaptabilidade em resposta as mudancas do meio e a
diferentes estimulos [47]. A caracterizacdo e a quantificacdo dos elementos
fibrosos da matriz extracelular j& demonstraram ser um método eficaz para
a avaliacdo de alteracGes morfoldgicas e funcionais associadas a condigdes
patoldgicas em humanos e diversos modelos animais [48, 24, 49, 50]. No
caso especifico do pénis uma alteracdo em qualquer um de seus

componentes pode afetar a resposta do tecido eretil [51]. O colégeno e as
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fibras elasticas sdo as principais estruturas do tecido complacente do pénis
que permite o aumento na circunferéncia e comprimento durante
intumescéncia proporcionando a0 mesmo tempo adequada recuperacéo
para retornar rapidamente ao estado flacido durante detumescencia [52,53].

Colagenos | e 111 sdo colagenos fibrilares intersticiais e sdo 0s tipos
mais abundantes de coldgeno. Eles sdo importantes no processo da fibrose
em diferentes orgdos acometidos pela diabete [47]. No pénis dos coelhos
diabéticos o comportamento do coldgeno em resposta a doenca foi
diferente de acordo com o local analisado, ou seja, corpo cavernoso e
Corpo esponjoso. Em relagdo ao corpo cavernoso houve uma diminuicao
de 44% nos individuos diabéticos mostrando que a doenga provoca uma
modificacdo significativa na quantidade de colageno o que poderia
contribuir e explicar, em parte, o aparecimento da DE. No CE, de forma
diferente, ocorreu um aumento de aproximadamente 11% do colageno. O
aparecimento de modificacdes diferentes em regides diferentes do pénis
motivadas pela mesma causa ocorre também em outras situagées como no
caso do priapismo onde a glande, que é essencialmente corpo esponjoso, se
comporta de maneira diferente do CC do pénis [54, 55, 56]. As
modificacdes causadas pela diabete parecem afetar ndo somente o aspecto
quantitativo como também o aspecto qualitativo do colageno. A
caracterizacdo de diferentes tipos de colageno mostrada através de cortes
corados pelo Picrosirius red e observado sob luz polarizada mostrou que
no grupo controle existe uma predominancia da cor vermelha e nos
individuos diabéticos a predomindncia é da cor verde tanto no corpo
cavernoso quanto no corpo esponjoso indicando que nos individuos
diabéticos ocorreu uma alteracdo na sintese do colédgeno e o aparecimento
em maior guantidade de outro tipo de colageno, possivelmente o colageno
tipo I1l. Uma alteracdo no tipo predominante de colageno parece ocorrer

em outros 6rgdos nos individuos diabéticos. Vranes [57] em experimento
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realizado com ratos diabéticos e utilizando também a técnica do Picrosirius
red observou que na artéria mesentérica cranial também houve um
predominio da birrefringéncia verde, compativel com o colageno tipo IlI.

As fibras elasticas sdo estabilizadoras do colageno e se caracterizam
pela extensibilidade e elasticidade visto que uma das propriedades da
elastina é promover o suporte e a elasticidade [58, 59]. Alteracdes na
arquitetura das fibras elasticas e conseqliente perda da funcdo séo
caracteristicas patoldgica encontradas em uma série de doencas
degenerativas e inflamatérias [60].

O local e arranjo das fibras estdo relacionados a funcionalidade e
refletem propriedades mecanicas locais do tecido [58, 27, 61]. Tecidos que
sdo constantemente submetidos a tensdo de estiramento séo ricos em fibras
do sistema elastico [59, 61, 62]. Apesar da importancia das fibras do
sistema elastico no pénis de individuos diabéticos, sdo poucos os trabalhos
que caracterizaram de forma precisa esse componente da MEC e sua
possivel alteracdo na diabete. Em coelhos adultos jovens a densidade
volumétrica de fibras do sistema elastico no corpo cavernoso é grande -
15%, se comparada aos 9% do volume do corpo cavernoso do homem [63,
62] e mais ainda ao de ratos adultos jovens cujos valores sdo cerca de 5%
[64] . Este dado parece indicar o papel importante que estas fibras exercem
no pénis de coelho. No coelho diabético houve uma diminuicéo
significativa de aproximadamente 7% no corpo cavernoso e um aumento
de 9% no corpo esponjoso. As observacbes dos elementos fibrosos da
matriz extracelular mostram que enquanto estes elementos diminuem no
COrpo cavernoso eles aumentam no corpo esponjoso caracterizando um
comportamento especifico nas diferentes regides analisadas.

A diminuicdo no relaxamento das fibras musculares lisas ou
alteracdo em sua densidade no corpo cavernoso pode representar a base

estrutural para o aparecimento da disfuncao erétil [65, 66, 67].
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A DM esta associada a diminuicdo do relaxamento nas fibras
musculares lisas e ao desenvolvimento da disfuncéo eretil [13].

As  fibras  musculares  aumentaram  significativamente,
aproximadamente 40%, no corpo cavernoso. Esse aumento das fibras
musculares lisas na diabete foi observado em outros 6rgaos do sistema
urogenital como na bexiga onde as fibras musculares se apresentavam
hipertrofiadas [68, 69]. Nos vasos sanguineos este aumento também foi
observado [70, 57, 71]. O aumento significativo das fibras musculares no
corpo cavernoso do pénis poderia acarretar uma diminui¢cdo nos espacos
sinusoidais explicando, em parte, a DE observada nesses pacientes. Da
mesma forma como ocorre com o0s elementos fibrosos da matriz
extracelular a acdo da diabete em relacéo as fibras musculares comporta-se
de forma diferente no corpo esponjoso e no corpo cavernoso onde ocorre
um aumento significativo de 39% em comparagcdo a0 COrpo esponjoso
onde ocorre uma diminuic&o significativa de 38%.

As células musculares lisas apresentam grande variabilidade
fenotipica [72], e as células de diferentes tecidos podem ter diferentes
perfis sintéticos podendo, inclusive, responder de forma diferente para o
mesmo fator de estimulo ou inibigdo. Por exemplo, a hipercolesterolemia
induz a uma reducdo acentuada na quantidade de células musculares lisas
no corpo cavernoso do rato [23], mas esta mesma condicdo em artérias
estimula a proliferacdo das células musculares lisas [73]. Assim, essa
variabilidade fenotipica das células musculares lisas poderiam explicar,
pelo menos em parte, os efeitos opostos do diabetes sobre essas células no
COrpo cavernoso e esponjoso assim mostrado pelos nossos resultados.
Como as celulas musculares lisas sdo a principal fonte de moléculas de
matriz extracelular no tecido erétil, a heterogeneidade dessas células

podem também fundamentar as diferentes respostas observadas no corpo
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cavernoso e esponjoso em relacéo as fibras colagenas e do sistema elastico
em animais diabeticos.

A tunica albuginea é uma bainha fibroelastica que circunda o
muasculo liso trabecular dos corpos cavernosos e € composta
principalmente de feixes espesso de colageno e fibras do sistema eléstico.
Existem poucos relatos sobre as alteracfes morfoldgicas da TA na diabete;
e seu envolvimento preciso na disfuncéo erétil, induzida pela diabete ainda
ndo esta bem esclarecida [74].

Salama et al [75] avaliaram as mudancas ultra-estruturais da TA
peniana em ratos Zucker Diabetic Fatty (diabetes tipo 2), em microscopia
eletrénica de varredura. Concluiram que com a progressdo da doenca em
torno de 40 semanas de duracdo, houve um aumento da espessura da TA
peniana acompanhado por uma perda de ondulacao dos feixes de colageno.

Wei & Chang [76] atraves da inducdo da diabete mellitus em ratos
com streptozitocina observaram um decréscimo da densidade das fibras
elasticas na albuginea peniana. No presente trabalho foi observado um
aumento significativo de 4% na densidade volumetrica das fibras do
sistema elastico na albuginea dos coelhos grupo diabético, aumento
significativo na espessura da tunica albuginea e modificagdes qualitativas
do colageno. Lu et al [74] induziram diabete em ratos utilizando
streptozitocina, e compararam as medidas de espessura da tunica albuginea
de ratos diabéticos com os valores do grupo controle e verificaram que
ocorreu uma diminuicdo da espessura da tunica albuginea nos animais
diabéticos. No entanto, estas medidas foram feitas em preparacbes de
tecidos desidratados, de modo que a espessura TA poderia estar
artificialmente diminuida. Essas modificacbes observadas poderiam
comprometer os aspectos funcionais da tunica e atuar como mais um fator

no aparecimento da disfuncéo eretil.
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6 — CONCLUSOES

A diabete tipo Il induzida experimentalmente por aloxano, causa
modificacdes importantes nos diferentes elementos constituintes do pénis
do coelho. Na tunica albuginea promoveu aumento da espessura e na
densidade volumétrica nas fibras do sistema elastico, e alteracdes
qualitativas no colageno. No corpo cavernoso ocorreu diminuicdo na
densidade volumétrica das fibras do sistema elastico e colageno, e aumento
da densidade volumétrica do musculo liso.No corpo esponjoso a diabete
provocou aumento na densidade volumetrica nas fibras do sistema elastico
e colageno e diminuicdo na densidade volumétrica do masculo liso.

As alteracdes morfoldgicas encontradas em nosso estudo sugerem

que a diabete pode levar ao desenvolvimento da disfuncéo sexual ereétil.
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