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ABSTRACT

Purpose: Glycosaminoglycans (GAGSs) are components of the extracellular matrix and play key roles
in the normal physiology and pathology of several tissues. There is no data, however, on GAG composition ir
the human urethra. Here we aimed at establishing the composition of GAGs in the urethra of young men.

Material and Methods: Male urethra samples were obtained from 7 fresh, macroscopically normal
cadavers aged 16 to 38 years (mean age: 26 years). The urethra was divided into segments (glanular, peni
bulbous and membranous), which were then analyzed separately. GAGs in delipidated, dry tissue samples we
extracted by papain digestion and cetylpyridinium chloride/ethanol precipitation. The concentration of total
GAG was assessed by a hexuronic acid assay and expressed as mg hexuronic acid per mg dry tissue, while
proportions of sulfated GAGs were determined by agarose gel eletrophoresis.

Results: Total GAG concentration was significantly heterogeneous (p < 0.02) along the male urethra,
and the mean values for the glanular, penile, bulbous and membranous segments were 2.406 + 0.5627, 2.02¢
0.6273, 1.272 £ 0.5008 and 1.707 + 0.3021, respectively. The mean total GAG concentration is different (p <
0.05) between the bulbous and either the glanular or penile segments. The most predominant sulfated GAG i
the male urethra is dermatan sulfate followed by chondroitin sulfate and heparan sulfate (HS). The HS relative
concentration varied among urethral segments (p < 0.01) and was highest (13.8% of total sulfated GAGS) in th
bulbous portion.

Conclusion: The concentration and composition of GAGs varies significantly along the human male
urethra. This heterogeneity implies functional adaptations in the various segments and may affect the incidenc
and localization of urethral diseases.
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INTRODUCAO ¢Oes incluem principalmente: 1. retencao seletiva de
ions e moléculas difusiveis; 2. organizacao estrutural
Glicosaminoglicanos (GAGSs) sdo heteropo- da matriz extracelular; 3. regulagcéo da interacao célu-
lissacarideos complexos que possuem quantidades da-matriz extracelular e célula-célula; 4. modulagao do
versas de grupamentos carboxila e sulfato. Os GAGefeito das citocinas; 5. regulacéo da atividade de pro-
portanto tém alta densidade de grupamentos anidnicoseases (1-3).
ein vivoesses polissacarideos existem sob a forma de A uretra masculina humana, sobretudo os
glicoconjugados denominados proteoglicanos, cujasegmentos que estao envolvidos pelo corpo esponjo-
parte protéica contem quantidades variaveis de domiso, tem uma quantidade significativa de colageno (4).
nios de adesédo. Os proteoglicanos tém, dessa form&m virtude da bem conhecida interacdo dos GAGs
grande capacidade de interacGes especificas com @om o colageno e outros componentes da matriz
meio circundante, e suas func¢des fisioldgicas sao baextracelular (5), pode-se inferir que eles tém partici-
sicamente decorrentes dessa propriedade. Essas fupacao importante nas propriedades de complacéncia
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uretral, embora tal fato n&o tenha sido ainda apropriA extracdo das amostras primeiramente consistiu na
adamente estudado. Em processos patolégicos decoretirada em bloco da bexiga, préstata e pénis, sendo
rentes de falha de reparacao da funcionalidade comrecessario a exérese de um pequeno fragmento de
pleta do tecido lesado, isto provavelmente devido gpubis, deixando intacta a pele do pénis para preser-
umturnoverinadequado do novo colageno deposita- var o aspecto genital externo. Nenhum paciente tinha
do na matriz, ocorre uma altera¢do da complacénciaido circuncisado previamente. O bloco foi congela-
uretral (6). A cicatrizagdo € um fendbmeno que envol-do a -20°C e 24-48 horas depois foi descongelado
ve principalmente a matriz extracelular e uma sériepara dissec¢ado. O tempo aproximado decorrido entre
de moléculas (citocinas), algumas ainda ndo complea morte e o congelamento do bloco variou entre 4 e
tamente elucidadas. A uretra, por ser alvo de diver-10 horas. A dissecc¢do da uretra consistiu ha separa-
sas formas de traumatismos e enfermidades inflamacdo de todo corpo esponjoso, continuando com a
torias, € afetada por lesdes decorrentes de um prairetra membranosa até o apice prostatico. Foram re-
cesso cicatricial inadequado. Por se tratar de um értiradas todas as fascias aderentes de conjuntivo. As
gdo de conducéo similar, mas ndo igual, a um tub@mostras de uretra foram divididas nos seguintes seg-
elastico, e sujeita a grandes variacdes de pressamentos para analise: glandar - incluiu toda a glande,
intraluminal, a implicacao clinica se faz evidente naslimitada pelo sulco coronal; peniana - de 1.5 cm do
estenoses uretrais. As caracteristicas da complacémsulco coronal até 1.5 cm distal do angulo mediano de
cia resultantes do processo de cicatrizagdo vao detemsercao uretral do masculo bulbo-esponjoso; bulbar
minar a clinica do paciente e toda a repercusséde de 1.5 cm proximal do angulo mediano de inser-
urodinamica proximal a estenose. ¢do do musculo bulbo-esponjoso até o inicio da
Outra aplicacdo importante da analise dosuretra membranosa; membranosa - 0 segmento en-
GAGs na uretra masculina, diz respeito as anomaliasolvido pelo diafragma urogenital, seccionado no
congénitas. Nestas situacdes, por inUmeros fatoregpice prostatico. Em um caso nao foi possivel a ex-
ocorre uma interacdo inadequada epitélio-meséntracao da uretra membranosa por dificuldade técni-
quima durante a embriogénese. Sabe-se que o acidm. Os segmentos de uretra foram lavados em soro
hialurénico, um GAG néao-sulfatado, tem valores au-fisiolégico para eliminar o sangue do tecido espon-
mentados nos tecidos em desenvolvimento e pode t§oso e secrecdes intraluminares das glandulas ure-
influéncia na embriogénese e na cicatrizagéo da uretrrais. As amostras foram entéo imediatamente fixa-
masculina (7). das em acetona e clivadas em fragmentos de aproxi-
Devido ao que foi comentado anteriormen- madamente 3x3 mm. Depois foram delipidadas por
te, isso faz com que seja relevante o estudo da detemeio de duas trocas de cloroférmio:metanol (2:1, v/
minagao das estruturas normais da matriz extracelulav), e secas a 60°C.
da uretra masculina humana, sendo os GAGs um com- A extragdo de GAGs seguiu um protocolo
ponente que ainda nao foi investigado. No presentgreviamente descrito (8). Resumidamente, cerca de
trabalho determinamos a concentracéo e composi¢cad5 a 155 mg de tecido delipidado e seco foram incu-
bioquimica de GAGs em uretras masculinas huma-badas em papaina bi-cristalizada (Sigma, St. Louis,

nas de adultos jovens. USA) em tampéo acetato 100 mM, pH 5.0, contendo
) cisteina 5mM e EDTA 5 mM, por 24 horas a 60°C.
MATERIAL E METODOS Apo6s centrifugacao, cloreto de cetilpiridinio (CPC)

foi adicionado ao sobrenadante para precipitar 0s
As amostras foram extraidas de autdpsias,GAGs. As amostras foram centrifugadas e o comple-
ap6s autorizacdo do Comité Local de Etica Médica,xo CPC-GAG ngelletfoi dissociado com NaCl 2M.
de 7 pacientes com idade variando entre 16 e 38 and3s GAGs foram por fim precipitados ao se adicionar
(idade média de 26 anos). Todos os pacientes morre2 volumes de etanol absoluto as amostras, que foram
ram de causa violenta e ndo apresentavam sinais exntdo mantidas a 4°C por 24 horas. Ap0s uma série
ternos de enfermidade ou malformacdes congénitasde centrifugacfes e lavagens millet obteve-se a
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preparacéo final de GAGs totais, a qual foi utilizada 35 |
nas analises subsequentes.

A guantificacdo do total de GAGs foi feita 3.0 |
por meio da dosagem de acido hexurdnico, utilizan- [

do o metodo do carbazol (9), no qual as amostra: |

purificadas de GAG s&o primeiramente tratadas cor § [

acido sulfarico a 100°C. A concentracio de GAG g

na uretra foi expressa em microgramas de acidc § 201 T
hexurénico por miligrama de tecido delipidado e £ [

S€eCo.

g HexUA

A quantidade relativa dos GAGs sulfatados
(condroitin sulfato, dermatan sulfato e heparan sul-= 1.0
fato) foi determinada por eletroforese em gel de
agarose a 0.5 % em tampéao de 1,3-diaminopropan os |
50 mM, pH 9.0 (10). Apds corrida a 80 V, o gel foi
fixado em brometo de N-Cetil-N,N,N-trimetila- 0.0
monio 0.1%, e a proporcdo dos GAGs foi determi-

Y \
nada por densitometria das bandas seguida de inte \,bot”b Q){@(\o Q)&& ,bo°éb
gracdo dos picos usando o programa Scion Imag © < Q@d
(Scion Corp, Maryland, USA). A identificacdo das N
bandas na placa de agarose foi feita com base n Segmento uretral
comparagdo com a migracdo de padrdes de GAG Figura 1 - Concentracdo de glicosaminoglicanos totais na
comerciais (Sigma, St. Louis, USA). uretra masculina humana de adultos jovens. A concentragéo

Para avaliar a significancia estatistica dos dé GAG na uretra foi expressa em microgramas de acido
dados obtidos foi usado o teste de Kruskal-Wallis para  "*Uronico por miligrama de tecido delipidado e seco.
a andlise de variancia da concentragdo dos GAGs tdRESULTADOS
tais e dos sulfatados em toda a uretra. Também foi
usado o método GT2 (modificagdo de Gabriel) para A concentragdo de GAGs totais variou sig-
a comparacao multipla das médias da concentracgaoificativamente (p < 0.02) entre as diversas regides
de GAGs totais e dos sulfatados em funcdo do segda uretra masculina humana (Figura-1). O valor meé-
mento anatdémico (11). Os dados sdo apresentadadio do total de GAGs, expresso em microgramas de
como médias + desvio padrao. acido hexurdnico por miligrama de tecido seco, pre-

Tabela 1- Comparacdo multipla das médias da concentracdo de glicosaminoglicanos totais em diversas
regibes da uretra masculina pelo método GT2 (modificacdo de Gabriel).

Regido(*) N Média (**) Intervalo de Comparac@t™)
Limite Inferior Limite Superior
Bulbar 7 1.272 0.896 1.647
Membranosa 6 1.707 1.301 2.112
Peniana 7 2.029 1.654 2.405
Glandar 7 2.406 2.030 2.781

® As regides uretrais estdo ordenadas por magnitude de média.
™ Valores em microgramas de acido hexurdnico por miligrama de tecido seco e delipidado.

™ Duas médias sao significativamente diferentes (p < 0.05) se seus intervalos de comparac¢éo ndo se sobrepdem.
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sente nos segmentos de uretra glandar, peniana, bulbhavendo, além desses, uma concentracdo menor de
e membranosa foram 2.406 +£0.5627, 2.029 + 0.6273heparan sulfato (HS) (Figura-2). A distribuicdo da
1.272 + 0.5008, e 1.707 = 0.3021, respectivamente.concentracdo de DS e CS nos diversos segmentos da
O segmento bulbar da uretra humana apre-uretra é uniforme, o que néo ocorre com o HS, que
sentou a média da concentracdo de GAGs totais sigem uma distribuicdo heterogénea (p < 0.01). A mé-
nificativamente diferente (p < 0.05) das médias obti-dia da concentracao relativa de HS em relacdo com o
das pelos segmentos glandar e peniano (Tabela-1jotal de GAGs sulfatados nos segmentos das uretras
Entre os demais segmentos a diferenca nao foi estaanalisadas sdo: glandar, 7.4% * 1.7526; peniana
tisticamente significativa. 12.4% + 2.6848; bulbar 13.8% + 2.9265; membranosa
Os GAGs sulfatados que predominam na10.3% + 2.3904.
uretra masculina humana de adultos jovens, como O segmento glandar da uretra humana apre-
evidenciados pela eletroforese em gel de agarose, s&entou uma concentracéo relativa de HS significati-
o dermatan sulfato (DS) e o condroitin sulfato (CS), vamente diferente (p < 0.05) das médias obtidas para
70 4 0s segmentos peniano e bulbar (Tabela-2). Entre os
o l demais segmentos a diferenca néo foi estatisticamente

1 significativa.
50 - l l

l DISCUSSAO

40 4 l

l _L A uretra masculina humana apresenta espe-
30 1 cializacBes estruturais e funcionais sem correspon-
dentes entre os demais mamiferos (12). Isso faz com
gue ndo exista um animal ideal para estudos experi-

%

20 4

10 . mentais da uretra masculina comparavel ao homem.
j . Sendo assim, ainda que seja um material dificil de se

0 : obter, é extremamente importante que seja utilizado
Glandar Peniano Bulbar Membranosa a uretra humana normal para se poder determinar sua
Segmento uretral estrutura molecular e assim comparar com suas pato-

Figura 2 - Concentracdo relativa dos diferentes tipos de  |ogias. NOs usamos para a extra¢ao e analise de GAGs
glicosaminoglicanos (GAGs) sulfatados presentes nos 7 yretras masculinas humanas, frescas e normais, de
segmentos da uretra masculina humana. S | . T !

Barra preta - heparan sulfato; barra cinza - dermatan sulfato; individuos adultos jovens, consistindo portanto de

barra branca - condroitin sulfato. uma amostra significativa e homogénea.

Tabela 2— Comparacao multipla das médias para o conteldo relativo de heparan sulfato em diversas regides
da uretra masculina pelo método GT2 (modificagéo de Gabriel).

Regiao(*) N Média (**) Intervalo de Comparac¢gd+*)
Limite Inferior Limite Superior
Glandar 7 7.401 5.498 9.305
Membranosa 6 10.337 8.281 12.393
Peniana 7 12.389 10.485 14.292
Bulbar 7 13.830 11.927 15.733

(*) As regides uretrais estdo ordenadas por magnitude de média.

(**) Valores percentuais com relacdo ao total de glicosaminoglicanos sulfatados.

(***) Duas médias sao significativamente diferentes (p < 0.05) se seus intervalos de comparacao ndo se sobrepdem sulfato € signifi-
cativamente (p < 0.01) heterogénea.
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A uretra masculina humana é composta es-igual forma as lesdes. Ainda néo se sabe, por exem-
truturalmente de um epitélio, que varia de acordoplo, porqué da balanite xerética obliterante, uma
com o segmento uretral, apoiado em uma membraenfermidade que afeta o tecido conjuntivo, tem mai-
na basal. Abaixo da membrana basal existe um tecier incidéncia na glande e cursa com estenose da
do conjuntivo contendo sinusdides vasculares (exceuretra glandar e progride para a uretra peniana, afe-
to a uretra membranosa) e células de muasculo lisotando raramente a uretra bulbar.

Este tecido conjuntivo inclui também fibroblastos, Decorina e biglican sdo pequenos proteo-
e uma grande quantidade de matriz extracelular quglicanos ricos em DS, enquanto o versican, um
contém, além de colageno e fibras elasticas, proteoproteoglicano de cadeia longa, apresenta grande
glicanos. Toda a uretra esta revestida por uma caquantidade de CS (3). Estes dois GAGs, que tém
mada adventicia. Além disso, a uretra masculinauma distribuicdo predominantemente intersticial, sdo
humana apresenta glandulas mucosas distribuidags mais comumente encontrados na uretra masculi-
principalmente no segmento bulbar e glandar, estha normal de individuos adultos jovens, como evi-
tando ausentes ha membranosa (13). Essa peculigienciado por nosso estudo. Decorina e biglican séo
estrutura da uretra esponjosa, com os sinusoides rémportantes na estabilizacdo das fibras de colageno
vestidos por células endoteliais, sugere que ela te(5). Aimunomarcacao dos coldgenos tipo | e lll tanto
nha uma origem vascular (4). Ainda existem outrasem uretras normais como com estenose sugerem que
diferengas estruturais entre os diversos segmentoa lamina prépria dos sinusoéides vasculares sdo com-
da uretra masculina humana. A uretra glandar apreponentes importantes para manutencédo da compla-
senta uma continuidade do epitélio escamosocéncia uretral (4).

gueratinizado que cobre toda a glande, além de con- O HS, um GAG de membrana basal, tem
ter uma grande quantidade de tecido esponjoso. Aima distribuicdo irregular na uretra, chamando a
uretra peniana proporcionalmente contém menosatencdo sua baixa concentracdo na glande. A con-
tecido esponjoso e mais urotélio. A uretra bulbar,centracdo maior de HS na uretra bulbar provavel-
gue tem uma grande capacidade de distensdo da sn@ente se deve a grande quantidade de sinusoides
luz, possui pequenas artérias que se abrem numeasculares, formando uma extensa superficie de
grande quantidade de tecido esponjoso, pouco epimembrana basal. A heterogeneidade nas cadeias de
télio, e uma adventicia de espessura variavel. AGAGs associados a diferentes tipos de proteogli-
uretra membranosa consiste fundamentalmente deanos pode providenciar lugares para a interacéo
epitélio transicional e uma espessa camada de fide fatores de crescimento com componentes da ma-
bras musculares lisas envoltas por uma adventici&riz extracelular. De fato, dominios estruturais es-
gue se comunica com as fascias da musculatura dpecificos no HS arterial tém demonstrado atividade
diafragma urogenital. Essas diferengas estruturaisntiproliferativa para muasculo liso (14). As este-
também se acompanham de alteracao bioquimica daoses da uretra masculina, sobretudo as que com-
matriz extracelular. Como evidenciado pelo nossoprometem o segmento bulbar, se caracterizam por
estudo, o segmento glandar é o que apresenta a maim denso tecido rico em colageno, pouco vascu-
or quantidade de GAGs totais presentes na uretrdarizado, e com auséncia de muasculo liso uretral,
masculina humana. Essa quantidade diminui pro-uma caracteristica que pode estar relacionada com
gressivamente em direcao ao segmento bulbar, qua estrutura molecular da matriz extracelular da uretra
possui aproximadamente duas vezes menos GAGeormal.

totais que a glande. Todas essas diferencas estrutu- Sumarizando, a concentracdo e composicao
rais e na composicdo de GAG sugerem que, se ade GAGs apresenta variacdes significativas ao longo
caracteristicas fisico-quimicas de um tecido sédo deda uretra masculina humana. Tal heterogeneidade
pendentes em parte da sua matriz extracelular, ogdica adaptacdes funcionais nos diversos segmen-
diversos segmentos da uretra masculina humana néos desse tecido e pode estar relacionada com a inci-
devem ter complacéncias uniformes nem reagir dedéncia e localizacdo de patologias uretrais.
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RESUMO
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IDENTIFICACAO DOS GLICOSAMINOGLICANOS PRESENTES
NA URETRA MASCULINA HUMANA

Objetivo: Os glicosaminoglicanos (GAGs) sdo componentes da matriz extracelular e desempenham
um papel fundamental na fisiologia normal e patoldgica de vérios tecidos. Entretanto, ndo existem dados na
literatura sobre a composicao de GAGs na uretra humana. O objetivo do presente estudo foi a identificacdo dos
GAGs na uretra humana de adultos jovens.

Material and Métodos: As amostras de uretra masculina foram obtidas de 7 cadaveres frescos,
macroscopicamente normais, com idade variando de 16 a 38 anos (idade média 26 anos). A uretra foi dividida
em segmentos para analise: glandar, peniana, bulbar e membranosa. Os GAGs em amostras delipidadas de
tecido seco foram extraidos por digestdo em papaina e precipitagdo com cloreto de cetilpiridinio/etanol. A
concentracdo de GAG total foi determinada pela dosagem de &cido hexurdnico, e foi expressa como mg de
acido hexurénico por mg de tecido seco, enquanto que as proporcdes de GAGs sulfatados foram determinadas
por eletroforese em gel de agarose.
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Resultados: A concentracdo de GAG total foi significativamente heterogénea (p<0.02) ao longo da
uretra. A média de GAG total presente nos segmentos glandar, peniano, bulbar e membranosa foi 2.406
0.5627, 2.029 + 0.6273, 1.272 + 0.5008 e 1.707 £+ 0.3021, respectivamente. A concentracdo média de GA(
total é diferente (p < 0.05) entre o segmento bulbar e os peniano e glandar. O GAG sulfatado predominante r
uretra masculina é o dermatan sulfato, seguido do condroitin sulfato, e o heparan sulfato (HS). A concentraca
relativa de HS variou nos diferentes segmentos da uretra masculina (p < 0.01), e foi mais alta (13.8% do total ¢
GAGs sulfatados) no segmento bulbar.

Conclusao: A concentracdo e composicdo de GAG na uretra masculina humana varia significativa-
mente. Esta heterogeneidade indica em adaptacdes funcionais nos diversos segmentos e pode estar relacior
com a incidéncia e localizacao de patologias uretrais.

Unitermos: uretra masculina, glicosaminoglicanos, proteoglicanos, matriz extracelular
Braz J Urol. 26: 426-432, 2000
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