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APRESENTACAO

O grupo de pesquisa académico “Diabete e Gravi-
dez — Clinico e Experimental” da Faculdade de Medicina
da Unesp, campus de Botucatu,' tem estudado de forma
translacional os aspectos da hiperglicemia gestacional
relacionada a incontinéncia urindria no sexo feminino e
também em modelos animais. Os resultados desse es-
tudo ajudam a elucidar os mecanismos fisiopatoldgicos
que conduzem a disttrbios do assoalho pélvico feminino.
Dessa forma, diversas pesquisas estdo sendo realizadas na

1 Fazem parte desse grupo as autoras Fernanda Piculo, Gabriela
Marini, Débora Cristina Damasceno, Yuri Karen Sinzato, Angé-
lica Mércia Pascon Barbosa, Marilza Vieira Cunha Rudge (Labo-
ratério de Pesquisa Experimental em Ginecologia, Obstetricia
e Mastologia do Departamento de Ginecologia e Obstetricia) e
Selma Maria Michelin Matheus (Departamento de Anatomia do
Instituto de Biociéncias da Unesp). Integram ainda o grupo os
colaboradores Talisia Moreto (Laboratério de Pesquisa Experi-
mental em Ginecologia, Obstetricia e Mastologia do Departa-
mento de Ginecologia e Obstetricia), Sérgio Luis Felisbino, Jaque-
line Rinaldi, Flavia Karina Delella, Sérgio Alexandre Alcdntara do
Santos (Departamento de Morfologia do Instituto de Biociéncias
da Unesp) e Gelson Rodrigues (Departamento de Anatomia do
Instituto de Biociéncias da Unesp).
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tentativa de ampliar a compreensdo dos fendmenos que
resultardo no melhor atendimento as pacientes.

A estratégia do grupo para iniciar a pesquisa transla-
cional em modelos animais para testar hipoteses sobre os
mecanismos de continéncia urinaria foi dada pela simila-
ridade da distribui¢cdo normal da musculatura estriada e
da neuroanatomia da uretra em mulheres e em ratas. O
modelo animal permite controlar variaveis que ndo sdo
possiveis em humanos, além de possibilitar andlises que
sdo eticamente invidveis em estudos clinicos.

Este guia ilustrado da morfologia do tecido uretral de
ratas surgiu como Iniciativa deste grupo de pesquisa, apds
estudo experimental, realizado em 2011, das altera¢des
morfolégicas das fibras musculares estriadas tipos [ e I1
da uretra de ratas prenhes diabéticas. Desde entdo, houve
a necessidade de elabora¢io deste material didético, a fim
de padronizar, facilitar e aprimorar os estudos posteriores
e proporcionar aos estudantes e pesquisadores das areas
biologicas e da satide acervo de imagens e informacdes que
auxilie no estudo da morfologia tanto especifica para o
tecido uretral, como possivelmente no estudo morfolégico
e metodolégico de outros tecidos.



INTRODUCAO

Histdrico

A necessidade de elaboracdo deste material pelo grupo
de pesquisa académico “Diabete e Gravidez — Clinico
e Experimental” da Faculdade de Medicina da Unesp,
campus de Botucatu, surgiu apos estudo experimental rea-
lizado por Marini et al. (2011), que avaliou as altera¢des
morfolégicas das fibras musculares estriadas tipos I e I da
uretra de ratas prenhes diabéticas. Esse estudo encontrou
diversas dificuldades relacionadas tanto ao conhecimento
anatomico e histolégico da uretra quanto a metodologia
utilizada: 1) a dissecgdo da uretra de forma isolada levou a
grande perda tecidual, indicando a necessidade de retira-
-la em conjunto com a vagina, o que possibilitou melhor
analise; 2) a falta de padronizacdo na forma de congela-
mento e armazenamento dos materiais resultou na degra-
dagido tecidual e no aparecimento de artefatos histologicos
que interferiram na interpretagio dos resultados; 3) o uso
de cortes transversais aleatérios seccionados em criostato
nio permitiu a identificagdo de um padrio histolégico
que pudesse ser utilizado para todas as uretras, o que foi
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possivel somente ap6s a andlise de cortes seriados que evi-
denciaram a regido média da uretra como o local de maior
quantidade e de melhor visualizac¢do de fibras musculares
estriadas; 4) dificuldade na padronizac¢io do tempo utili-
zado nas etapas das reaces imunoistoquimicas e da me-
lhor dilui¢io dos anticorpos para fibras rapidas e lentas.

Diante da necessidade de aprofundar o conhecimento
das alteracdes encontradas na uretra de ratas prenhes dia-
béticas e de melhor direcionamento dos estudos relacio-
nados ao trato urinario inferior, tornou-se primordial a
elaboracdo de material-base que ilustrasse as estruturas
anatomicas e morfoldgicas gerais da uretra, bem como
descrevesse detalhadamente as metodologias emprega-
das para assim possibilitar o melhor entendimento dos
mecanismos que levam as alteragdes nos componentes
estruturais da uretra, além de servir como modelo para
estudos posteriores.

Objetivo

O objetivo deste guia ilustrado ¢ ser fonte de consulta
que facilite o entendimento das estruturas que compdem a
uretra e subsidiar a execugio de técnicas morfologicas em
modelos experimentais. Essa obra sera util para alunos de
graduagio e p6s-graduacio em treinamento na pesquisa
experimental, bem como para pesquisadores envolvidos
na area de uroginecologia e obstetricia.



1
METODOLOGIA E EQUIPAMENTOS

Métodos histolégicos para avaliacdo dos
componentes uretrais de ratas

Microscopia Foténica Convencional

A correta observagio do material biol6gico em micros-
copia 6ptica implica uma série de procedimentos técnicos
prévios, que a seguir se descrevem sumariamente. Esses
procedimentos designam-se genericamente por técnicas
histolégicas.

A técnica histolégica visa a preparacio dos tecidos des-
tinados ao estudo a microscopia de luz. O exame ao micros-
copio é feito geralmente por luz transmitida, o que significa
que a luz deve atravessar o objeto a ser examinado. Assim,
é necessaria a obtencdo de fragmentos dos tecidos que serdo
coletados em ldminas muito finas e transparentes.

Fixacdo do tecido

Tem por finalidade conservar os tecidos com o as-
pecto mais préximo possivel do material vivo. O fixador
mais frequentemente utilizado é o Formol a 10%. O 6rgio
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¢ submerso em formol e, dependendo da densidade do te-
cido, do seu tamanho e da temperatura ambiente, a fixa-
¢do pode ser mais rdpida ou mais lenta. Esses fragmentos
sdo entdo acondicionados em pequenas caixas perfura-

das de plastico (cassetes) com a identificacio do material
(Figura 1A).

Processamento em parafina e inclusdo

Tem por finalidade retirar a 4gua do tecido e substitui-
-la por parafina, o que torna o tecido mais firme e, por-
tanto, passivel de ser cortado em fatias delgadas (4 a 10
um). Isso é feito pela imersdo dos cassetes em banhos su-
cessivos de dlcool (que retira a 4gua, mas ndo se mistura
com parafina), de xilol (que se mistura tanto com o alcool
quanto com a parafina) e finalmente de parafina aquecida
(entre 55 e 60°C). Dessa forma, toda a dgua do tecido é
retirada e substituida por parafina (FiguralB). O tecido
parafinizado é incluido em um pequeno bloco de parafina
(Figura 1C), com a sua identifica¢io, e posteriormente é
submetido a microtomia.

Microtomia e montagem de laminas

Consiste em cortar o bloco de parafina em fatias muito
delgadas. O micrétomo (Figura 1D) apresenta um com-
ponente que mantém o bloco firmemente preso e alinha-
do (brago) e outro mecanismo que movimenta o braco
ao qual o bloco estd preso. Esse movimento consiste em
um movimento de subida e descida e em outro de avan-
co. Cada vez que o braco contendo o bloco completa um
curso, o bloco é submetido a face afiada de uma navalha
de aco e uma fatia delgada de parafina contendo tecido é
cortada (Figura 1E). Estes cortes sdo entdo colocados em
banho-maria histol6gico, que contém dgua aquecida, com
a finalidade de distendé-los e, em seguida, os mesmos sido
colocados em laminas histoldgicas (Figura 1F).



Figura 1 — Etapas da microscopia foténica convencional

=
=
=
—
=
=
—
=

e
(A) fixagdo; (B) inclusdo; (C) bloco de parafina; (D) micrétomo; (E) cortes de 4um; (F) laminas
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Desparafinizacdo

Antes da coloracdo das laminas, ha necessidade de se
retirar a parafina na qual os cortes encontram-se incluidos.
Para isso, os cortes sdo submetidos a sucessivos banhos em
xilol. Em seguida sdo submetidos a banhos em dlcool, em
concentragio decrescente, até serem hidratados. Para ob-
servacdo dos cortes histolégicos, hd necessidade de cora-
-los com corantes especificos de acordo com o objetivo do

estudo.

Coloracéo

A coloragio consiste em etapa muito importante para
a visualizag¢do das estruturas do tecido. Normalmente
sao utilizados corantes hidrossolaveis, sendo necessaria,
desse modo, a remocéo da parafina do material que foi
preparado nas etapas descritas anteriormente e que per-
manece na lamina de vidro.

Existem muitos tipos de corantes, mas de um modo
geral podem ser agrupados em trés classes distintas:

1) corantes que diferenciam os componentes acidos e
basicos das células;

2) corantes especializados que diferenciam os compo-
nentes fibrosos da matriz extracelular;

3) sais metalicos que precipitam nos tecidos.

— Corantes basoéfilos (hematoxilina, azul de toluidina,
azul de metileno e azul de alcian): comportam-se como
cations e tem cardter basico. De modo geral, as células e
tecidos dos cortes que contém muitos grupos dcidos tem
afinidade por esses corantes e se coram em azul arroxea-
do. Os nucleos tém grupamentos acidos nos seus acidos
nucleicos e, por isso, sdo baséfilos e se coram em roxo pela

hematoxilina.
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— Corantes acidofilos ou eosinofilos (eosina e corantes
semelhantes a eosina): comportam-se como anions e tem
carater acido. De modo geral, as células e tecidos dos cor-
tes que contém muitos grupos basicos tém afinidade com
esses corantes e se coram em rosa. As proteinas de modo
geral, o citoplasma e as mitocondrias se coram preferen-
cialmente pelos corantes acidos. A matriz extracelular da
maioria dos tecidos, que é muito rica em coldgeno, cora-se
em rosa pela eosina.

Os corantes mais utilizados nos procedimentos histo-
l6gicos sdo a hematoxilina e a eosina (HE) (Figura 2).

Figura 2 — Micrografia do corte transversal da uretra de ratas corada
com HE, evidenciando o citoplasma em rosa e o nicleo em roxo

Citoplasma
(rosa)

Nucleo
(roxo)

Aumento de 4x

Outros corantes sdo também utilizados em procedi-
mentos de rotina em laboratérios, tais como:

— corantes tricromicos (Tricromico de Masson): sdo
utilizados para evidenciar determinadas estruturas
celulares, como andlise geral simultinea das fibras
musculares lisas e estriadas (coradas em vermelho)
e das fibras coldgenas (coradas em azul).
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Figura 3 — Micrografia do corte transversal da uretra de ratas corada
com Tricromico de Masson, evidenciando as fibras musculares lisas
e estriadas (em vermelho) e fibras colégenas (em azul)

Fibras musculares
(vermelho)

Fibras colagenas
(azul)

Aumento de 4x

— Picrosirius Red: constitui uma solucdo saturada
de 4cido picrico para analise das fibras de colageno
tipo I e tipo III simultaneamente.

Figura 4 — Micrografia do corte transversal da uretra de ratas corada
com Picrosirius Red, evidenciando as fibras de coldgeno tipo I e 111
em vermelho

. Fibras colagenas
(vermelho)

Aumento de 4x

— Reticulina de Gomori: permite anélise das fibras
de coldgeno tipo I (coradas em dourado) e tipo 111
(impregnadas pela prata e coradas em preto) sepa-
radamente.
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Figura 5 — Micrografia do corte transversal da uretra de ratas corada
com Reticulina de Gomori, evidenciando as fibras de coldgeno tipo
I (dourado) e III (preto)

Fibras colagenas
tipo III (preto)

Aumento de 4x

— Acido Periodico de Schiff (PAS): estruturas ricas
em carboidratos assumem coloragdo magenta (vio-
leta/avermelhada) ap6s serem submetidas ao PAS.

Figura 6 — Micrografia do corte transversal da uretra de ratas corada
com PAS, evidenciando glicidios (em magenta)

Acucares neutros
(magenta)

Aumento de 4x
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— Azul de Toluidina: corante basico que tinge subs-
tratos com grupamentos dcidos como carboxila e
sulfato presentes nos polissacarideos acidos, acido
hialurénico e condroitino sulfato.

Figura 7 — Micrografia do corte transversal da uretra de ratas corada
com Azul de Toluidina, evidenciando os ntcleos em azul arroxeado

Nicleo
(azul de toluidina)

Aumento de 4x

Andlise em microscépio foténico convencional

Ap6s a coloracdo, as laminas sdo analisadas em mi-
croscopio foténico comum (Figura 8). O microscépio
foténico comum, também designado por microscépio de
camara clara, é um sistema 6ptico capaz de fornecer uma
imagem ampliada de um objeto, permitindo a observa-
cdo de detalhes invisiveis a olho nu. E constituido basica-
mente por dois conjuntos de lentes: o conjunto objetiva e
o conjunto ocular. A amplia¢do é uma das caracteristicas
oOpticas essenciais da objetiva. A ocular, por sua vez, for-
nece uma imagem virtual mais afastada, mas que, através

do cristalino, projeta-se na retina do globo ocular. Entre
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outras caracteristicas nos microscopios, destacam-se trés
principais: a ampliaco, a abertura numérica e o poder de
resolucdo. A amplia¢do do microscépio é determinada
a partir das amplia¢cdes da objetiva e da ocular. Habi-
tualmente, os microscépios sdao equipados com diversas
objetivas montadas sobre um tambor rotativo (ou revol-
ver), o que permite mudar comodamente de ampliagdo
no curso do trabalho. As lentes oculares mais comuns
oferecem uma ampliacdo de 10x, e as objetivas de maior
ampliagdo, de 100x. A ampliacdo maxima habitual do

microscopio fotdnico raramente ultrapassa o limiar atil
de 1000x .

Figura 8 — Microscépio foténico convencional

(1) lente ocular; (2) revélver das objetivas; (3) objetiva; (4) parafuso macromé-
trico para focalizagdo da imagem; (5) parafuso micrométrico para focalizagio da
imagem; (6) mesa (sobre a qual a lamina é colocada); (7) fonte de luz; (8) diafrag-
ma e condensador
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Microscopia eletrénica de transmissao

O desenvolvimento concomitante da microscopia ele-
tronica e da melhoria nas técnicas de preparacdo dos teci-
dos ampliaram consideravelmente o campo de estudo da
histologia, pois o microscopio eletronico é aproximada-
mente 1000 vezes mais poderoso que o microscépio opti-
co convencional. O alto poder de resolucdo e de ampliagdo
do microscopio eletrénico de transmissdo permite a ob-

tencdo de imagens com uma grande riqueza de detalhes.

Fixacdo do tecido

O tecido é fixado por perfusio e/ou imersio. No caso
especifico deste estudo, a uretra deve ser removida iso-
ladamente da parede vaginal (Figura 9A) e, em seguida,
fixada inicialmente em solu¢do de Karnovisky. Apos a
fixacdo inicial, o tecido € dissecado e suas extremidades
sdo reduzidas. Se necessdrio, utiliza-se reagente especifico
para intensificar a ultraestrutura a ser analisada de acordo
com o objetivo do estudo.

Processamento

O fragmento geralmente é embebido em tetréxido de
6smio, depois passa por processos de lavagens, desidra-
tacdo em concentracdes crescentes de alcool e imersdo
em resina (Figura 9B), na qual permanece até a polime-
rizagdo. O excesso de resina polimerizada é retirado para
expor o material de estudo (Figura 9C) e permitir o seu
fatiamento no ultramicrétomo (Figura 9D).

Ultramicrotomia e montagem das telas

Ultramicrotomia é um método para o corte de espéci-
mes em fatias ou se¢des extremamente finas, que podem

ser vistas em um microscépio eletrénico de transmissio
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(MET). As secdes devem ser finas porque os elétrons
de 50 a 125kV dos microscopios eletronicos padrao nio
podem passar através de material biol6gico mais espesso
que 150 nm. Para melhores resolugdes, as se¢des devem
ser de 30 a 60nm. O equipamento que realiza a ultra-
microtomia é chamado de ultramicré6tomo, sendo que a
propria operacdo de corte € supervisionada e controla-
da utilizando-se um microscépio 6ptico incorporado ao
aparelho.

Existem muitos equipamentos envolvidos no processo
de ultramicrotomia. Se¢des ditas “finas”, ou seja, secdes
de 50 a 100 nm de espessura, podem ser visualizadas no
MET. Uma pequena amostra ¢ retirada do espécime a
ser investigado. Uma drea é escolhida para ser seccionada
para o MET e a face do bloco é reaparada a um tamanho
ndo maior que 0,7 mm em um lado. As fases do bloco
normalmente tém forma de quadrado, retingulo, trapézio
ou tridngulo. Finalmente, cortes finos sdo feitos por uma
lamina chamada de “faca” de vidro ou diamante, usando
um ultramicrétomo e as se¢des ficam flutuando na dgua
em uma cuba ou calha no equipamento. As sec¢bes sdo
entdo recuperadas da superficie da 4gua e montadas sobre
uma tela ou uma grade de cobre, niquel, ouro ou outro
metal (Figura 9E) e sdo contracoradas geralmente com

uranila e chumbeo.



Figura 9 — Fases do processamento do material para microscopia eletrdnica de transmissdo.

(A) uretra isolada; (B) infiltragio em resina; (C) blocos de resina; (D) ultramicrétomo; (E) tela de cobre

144
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Andlise em microscépio eletrénico de transmissao

As imagens no microscopio eletrénico de transmis-
sdo (Figuras 10 e 11) sdo formadas pela excita¢do de uma
tela fluorescente ou um filme fotogréfico por elétrons.
Esses elétrons sdo produzidos gracas ao aquecimento de
um filamento no vacuo. Essas particulas sdo aceleradas
por causa de uma diferenca de potencial de 60 a 100 Kv
existentes entre o catodo e o 4nodo. Esse feixe é defletido
por lentes eletromagnéticas, de maneira parecida ao que
acontece com a luz no microscopio 6ptico. O condensador
focaliza o feixe de elétrons no plano do objeto, e a objetiva
forma sua imagem. Essa imagem ¢ ainda ampliada por
uma ou duas lentes que a projetam numa tela fluorescente
ou em filme fotografico.

Simplificadamente, o funcionamento do microscépio
eletronico de transmissédo se baseia na propriedade que
as estruturas tém de desviar ou deixar passar por si 0s
elétrons. As estruturas que desviam os elétrons sdo cha-
madas de elétrons densas e aparecem escuras na imagem,
uma vez que os elétrons ndo chegam até a tela fluores-
cente. J4 as estruturas que sio atravessadas pelos elétrons
(elétron ltucidas) aparecem claras na imagem, pois os elé-
trons que incidiram sobre a estrutura conseguem excitar
a tela fluorescente ou o filme fotografico que fica abaixo
do corte.

Figura 10 — Trajeto dos elétrons (em amarelo) no microscépio ele-
tronico de transmissdo
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Figura 11 — Microscépio eletrénico de transmissao (MET)




2
IMUNOISTOQUIMICA

Nessa técnica, um anticorpo € usado para detectar es-
pecificamente um antigeno celular por meio de coloragdo
especifica, processo que permite que ele seja prontamente
visualizado em microscépio. O material pode ser fixado e
incluido em parafina, de forma similar & microscopia fo-
ténica convencional, ou pode ser envolvido em talco, con-
gelado em nitrogénio liquido (Figura 12A) e armazenado
em freezer a -80°C (Figura 12B) para posterior obtengio
dos cortes histolégicos em criostato (Figura 12C). Nesse
caso, as laminas (Figura 12D) devem ser alocadas prefe-
rencialmente em laminario com silica gel (Figura 12E) e
posteriormente envolvidas em parafilm (Figura 12F) para
evitar hidratagio dos cortes.



Figura 12 — Fases do processamento do material para imunoistoquimica de fibras rapidas e lentas

D

(A) talco nitrogénio liquido; (B) freezer -80°C; (C) criostato: cortes 6 um; (D) laminas; (E) silica gel; (F) parafilm
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Protocolo especifico para imunomarcacao
de fibras musculares lentas e rapidas

As laminas obtidas sdo submetidas ao método de imu-
noperoxidase Strept ABComplex/HRP por meio da utili-
zacdo de anticorpos comerciais primarios especificos para
cada proteina do estudo, como descrito a seguir:

Anticorpo monoclonal Clone Empresa | Diluicao
Anti-miosina rdpida WB-MYHCS | Novocastra 1:160
Anti-miosina lenta WB-MYHCs | Novocastra 1:120

Os cortes sdo fixados com acetona gelada e lavados,
e depois ocorre o bloqueio da peroxidade end6gena com
perdxido de hidrogénio (H,0,) 3% em metanol. Os cortes
s3o lavados novamente e ¢ feito o bloqueio de interactes
proteina-proteina nio especificas por solucdo de albu-
mina bovina a 3% em PBS por 1 hora a 37°C. Depois as
laminas s3o incubadas com anticorpo primério (especifico
para o antigeno) diluido em solu¢do de albumina bovina a
1% e azida so6dica a 0,1% em PBS, em camara umida, du-
rante uma hora a 37°C ¢, depois, durante 18 horas (over-
night) a 4 °C. Apés lavagens com tampio PBS, ocorre
incubacio com anticorpo secundario (especifico para a
espécie animal em que sera produzido o anticorpo prima-
rio), em cdmara Umida trinta minutos a 37°C. Na rea¢io
com Complexo Avidina-biotina-peroxidase (ABS), o
anticorpo secundario ¢é biotinilado. A revelacio é feita
com solucdo de substrato cromogénico contendo diami-
nobenzidina (Sigma, USA) 0,6%, peroxido de hidrogénio
a 0,06%, dimetilsulféxido a 1% em PBS, em banho de 5
minutos em camara escura e a 37°C. Os cortes s3o con-
tracolorados com Hematoxilina de Harris, lavados, desi-

dratados e montados em Entellan (Merck) com laminulas.



3
IMORFOLOGIA DA URETRA

Anatomia da uretra de ratas

A uretra feminina localiza-se imediatamente ventral a
vagina e abre-se independentemente dela. Possui aproxi-
madamente 10 mm de comprimento (Figura 13). O 6stio
uretral externo localiza-se dorsalmente ao clitéris em uma
protusdo na forma de cone sob a pele, que também recebe
as aberturas das glandulas clitoriais.

Figura 13 — Representagdo do comprimento da uretra de rata (cm)
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Com a rata em dectbito dorsal, por meio de incisdo
em “Y” invertido, iniciada no primeiro terco caudal da
linha mediana do abdome e na altura da sinfise pubica,
bifurcando-se para a face interna das coxas, é possivel ob-
servar as estruturas que compde o trato genito-urindrio. A
uretra atravessa quase adjacentemente a sinfise pibica e é
separada por uma pequena quantidade de tecido adiposo.
A seguir, a pele dos animais é rebatida para expor a por¢ao
caudal da parede ventro-anterior do abdome, da regido
inguinal, das faces internas e posteriores das coxas e da ge-
nitalia externa para remocéo do tecido conjuntivo fibroa-
diposo da regido ventral abdominal, inguinal e perigenital
até a face posterior das coxas. E feita a dissecacio fina da
uretra (ventral) e da vagina (dorsal) em conjunto com a
remocao do tecido conjuntivo e exposi¢do da tinica mus-
cular superficial desses 6rgios e remogio do 6stio vaginal.
A uretra e a vagina sdo retiradas em monobloco por meio
de secgdo na porg¢do mais cranial possivel junto a sinfise
pubica (Figura 14).

Figura 14 — Anatomia da pelve feminina de rata

(A) e (B) retirada do conjunto uretra-vagina; (C) visdo interna: bexiga (1), vagina
(2), cornos uterinos (3), sinfise pubica (4) e uretra (%)
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Estrutura da uretra

Por meio de cortes transversais corados com Hemato-
xilina-eosina (HE), é possivel observar a morfologia geral
da uretra normal (Figura 15).

A uretra apresenta luz irregular parcialmente cola-
bada, constituida por vérias pregas de mucosa formada
por epitélio estratificado pavimentoso e lamina propria/
submucosa de tecido conjuntivo frouxo. Duas camadas
de musculo liso envolvem as ttinicas mucosa e submucosa,
sendo uma com orienta¢io longitudinal (interna), e outra,
circular (externa). Em varios pontos, um entrelacamento
dessas camadas é observado. Mais externamente, uma
camada de fibras musculares estriadas, orientada circular-
mente, circunscreve a uretra ao longo de toda sua exten-
sdo. Essa camada denomina-se musculo uretral externo.
Entre as camadas de musculo liso e estriado esta presente
um plexo vascular.

Figura 15 —Micrografia do corte transversal da uretra de ratas corada
em HE
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A colora¢io de Tricémico de Masson mostra simulta-
neamente as fibras musculares lisas e estriadas (em ver-

melho) e fibras de colageno (em azul) uretral (Figura 16).

Figura 16 — Micrografia do corte transversal da uretra de ratas corada
com Tricdmico de Masson
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Por meio da coloracdo de Picrosirirus Red (Figura
17), obtém-se a confirmagdo da quantidade de coldgeno
presente entre as fibras musculares da uretra, sejam elas
lisas sejam estriadas. Essa coloracio, juntamente com a
Reticulina de Gomori (Figura 18), confirma a presenca
de coldgeno e torna possivel identificd-lo em fibras de
coldgeno tipo I e I11.
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Figura 17 — Micrografia do corte transversal da uretra de ratas corada
com Picrosirius Red
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Figura 18. Micrografia do corte transversal da uretra de ratas corada
com Reticulina de Gomori
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A analise dos actcares neutros presentes nas glico-
proteinas das membranas basais das fibras musculares
da uretra pode ser feita através da coloracdo de PAS, que
ainda permite destacar o endomisio das fibras musculares
(Figura 19).

Figura 19 — Micrografia do corte transversal da uretra de ratas corada
com PAS
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A coloragio de azul de toluidina evidencia a presen-
¢a de glicosaminoglicanos sulfatados e carboxilados e,
no caso da figura abaixo, evidenciou discreta quantidade
desses polissacarideos na membrana basal das fibras mus-
culares uretrais (Figura 20).



GUIA ILUSTRADO DA MORFOLOGIA DO TECIDO URETRAL DE RATAS 37

Figura 20 — Micrografia do corte transversal da uretra de ratas corada
com Azul de Toluidina

Plexo
Vascular

Luzda
uretra

Fibras
musculares

estriadas % Regidode
o

glicanos

(A) aumento de 4x; (B) aumento de 10x; (C) aumento de 20x; (D) aumento de
40x

Ultraestrutura da uretra

A analise ultraestrutural do musculo estriado uretral
por meio da microscopia eletronica de transmisséo revela
miofibrilas bem organizadas formando sarcémeros in-
tegros com caracteristicas morfologicas relacionadas aos
diferentes tipos musculares. Mitocondrias intermiofibri-
lares e raras goticulas de lipideos sdo observadas. Nio é
detectado aumento do conjuntivo intersticial e hd pouco
coldgeno entre as miofibrilas. Sdo observados granulos de
glicogénio dispersos, subsarcolemais e intermiofibrilares
(Figura 21).
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Figura 21 — Micrografia eletrénica do musculo estriado uretral de
ratas
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As reagdes de imunoistoquimica revelam que as mio-
fibrilas do musculo estriado expressam predominante-
mente as cadeias de miosina pesada rapida. As camadas
de fibras rdpidas estdo presentes em uma camada externa
espessa, em toda a circunferéncia. As fibras lentas apre-
sentam-se em uma camada interna delgada, com fibras

individuais pequenas e finas (Figura 22).
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Figura 22 — Micrografias do corte transversal da uretra de ratas apés
imunoistoquimica para fibras rdpidas (A e C) e lentas (B e D)
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CONSIDERACOES FINAIS

O contetdo deste guia ilustrado néo apenas pode faci-
litar o entendimento das estruturas que compdem a uretra,
como também pode servir de modelo para a reprodutibi-
lidade das técnicas e andlises com finalidade cientifica.
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