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“Podemos ver mais longe do que nossos predecessores, ndo porque temos visao
mais agu¢ada ou maior altura, mas porque somos levantados e carregados sobre
sua estatura gigantesca”

(Jodo de Salisbury, 1159)



RESUMO

Proposta: Analisar as alteracoes quantitativas das fibras elasticas no corpo
cavernoso de ratos Wistar durante o processo de envelhecimento, utilizando a analise
estereoldgica para determinar as densidades volumétricas (Vv) em diferentes idades.
Métodos: 48 ratos submetidos a condi¢gdes semelhantes foram divididos em 4 grupos,
baseados em suas idades no momento da eutanasia sendo G1 (6bmeses), G2 (9
meses), G3 (12 meses) e G4 (24 meses), foram submetidos a penectomia e
selecionado fragmento médio do corpo peniano para analise dos corpos cavernosos.
Os cortes foram corados com Resorcina Fucsina de Weigert e analisados atraves da
técnica estereoldgica do sistema teste grid M42, de modo a determinar as (Vv) das
fibras elasticas. Resultados: As densidades volumétricas médias ndo mostraram
diferencas significantemente estatisticas nos grupos 1,2 e 3, demonstrando Vv média
de 16%. No grupo 4 a Vv: 11%, representou redugdo estatisticamente significante
quando comparado aos demais grupos. Conclusao: O envelhecimento natural em
ratos Wistar determinou reducdo na Vv de fibras elasticas do corpo cavernoso
(aproximadamente 30% de decréscimo), durante a senescéncia.

Palavras-chave: Tecido elastico. Envelhecimento. Disfungéo erétil. Ratos de Wistar.
Corpo cavernoso.



ABSTRACT

Purpose: The aim of this study was to evaluate changes in the quantity of
elastic fibers in the corpora cavernosa of rats during the natural aging process, and to
assess the degree of this change by determining volumetric density (Vv) at different
ages via stereological analysis. Methods: Forty-eight rats, raised under similar
conditions, were subjected to the natural aging process and divided into four groups
(G1 to G4), according to age at the time of penectomy (6, 9, 12, and 24 months,
respectively). Histological sections of the middle segment of the penis were stained
with Weigert's resorcin-fuchsin (grid M42), and the Vv of elastic fibers of the corpora
cavernosa were determined via stereological analysis. Results: There were no
statistically significant differences in Vv among groups G1, G2, and G3. These three
groups were therefore considered as a single group. The mean Vv of group G4 showed
a statistically significant reduction compared to that of G1, G2 and G3 as a single group
(0.16 versus 0.11, p < 0.05). Conclusion: Natural aging in rats was responsible for a
reduction in the Vv of elastic fibers of the corpora cavernosa (approximately 30%
decrease) during senescence.

Key words: Elastic tissue. Aging. Erectile dysfunction. Rats, Wistar. Corpus
Cavernosum.
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1 INTRODUGAO

Uma das caracteristicas do século 21 sera a mudanca em dire¢cdo ao
envelhecimento populacional em quase todos os paises. Os beneficios e desafios
desta mudanca terdo implicagdes econdmicas, na dindmica das familias e no manejo
em saude, devido a criacdo de novas demandas

Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) apontam para
uma populacéao de 228,3 milhdes de brasileiros em 2047, sendo que um quarto deste
todo sera composto por pessoas com idade superior a 65 anos. Atualmente alguns
estados brasileiros ja apresentam esperanca de vida ao nascer tdo elevados como
paises de primeiro mundo, Santa Catarina tem uma taxa para ambos os sexos de 79,7
anos (IBGE, 2018).

Interessante notar que o envelhecimento populacional vem acompanhado de
um forte desenvolvimento dos cuidados em saude, portanto teremos cada vez mais
pessoas que chegam aos 65 anos gozando de boa saude, com demandas antes
inerentes a populagdes mais novas. A vida sexual € um exemplo de um vasto campo
a ser explorado.

Ainda ha muitos mitos que relacionam a senilidade com o término da vida
sexual, entretanto em estudo recente do Global Study of Sexual Attitudes and
Behaviors, onde 27.500 pessoas entre 40-80 anos foram avaliados, 80% dos homens
referiram 1 intercurso sexual no ultimo ano, 28% destes referiram alguma disfungéo
sexual neste periodo. Logo se torna mister aprofundarmos o conhecimento do
envelhecimento peniano fisiologico, assim como os estados patoldgicos que podem
comprometer o seu funcionamento adequado.

A disfungao erétil (DE) é definida como a incapacidade de iniciar ou manter
uma ereg¢ao satisfatoria para o intercurso sexual, o manual de diagndsticos e
estatisticas de disturbios mentais-4 especifica uma duracdo de ao menos 6 meses
para o diagnostico definitivo Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2003). Aproximadamente 152 milhdes
de homens sao afetados pela disfungéo erétil ao redor do mundo. Projecdes preveem
que em 2025 esse numero deva chegar a 322 milhdes. Estima-se que 20% dos
homens entre os 50-59 anos apresentem certo grau de disfungdo (GREIBLING, 2014).
O Processo fisiopatologico da disfuncéo erétil € multifatorial, englobando desde
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fatores hormonais como a queda da testosterona associada a disfun¢géo androgénica
do envelhecimento masculino (DAEM) até mesmo fatores anatdmicos e funcionais
causados pelo processo de envelhecimento natural ou acelerado por outras doencas.
As alteracdes na ultraestrutura peniana sao foco de inumeros estudos que buscam

determinar os elementos que se alteram com a idade e o motivo destas alteracoes.

1.1 FISIOPATOLOGIA DA DISFUNGAO ERETIL

A DE é geralmente multifatorial, sendo 2 grupos de causas os mais comuns,
que acabam colaborando em maior ou menor grau com o seu desenvolvimento, sao
eles o grupo de causas orgéanicas e o de causas psicogénicas (GOLDSTEIN et al.,
1999). O fator psicogénico € composto basicamente por 2 mecanismos,
primeiramente a inibicao direta do centro sacral da ereg¢ao pelo cérebro, inibicao
suprassacral exagerada, e a segunda possibilidade € o estimulo simpatico excessivo
ou elevacao periférica dos niveis de catecolaminas, os quais determinam uma
elevacao no tdnus da musculatura lisa e impede seu relaxamento adequado
(DIEDERICHS et al., 1991).

Dentre as causas organicas podemos elencar os subgrupos principais em
vasculogénicos, neurogénicos, anatdbmicos e endocrinologicos, cabendo destaque
nestes subgrupos as causas vasculogénicas. As causas arteriais causadas
comumente por aterosclerose e trauma arterial oclusivo, determinam queda na
pressao de perfusido e do fluxo arterial aos espacos sinusoidais, causando erecoes
menos rigidas e com demora para se atingir ere¢ao satisfatoria (FELDMAN, 1994).
No plano microestrutural a atividade exacerbada da RhoA/Rho-kinase leva a
hipercontratilidade da musculatura lisa do corpo cavernoso, associando-se 'a
disfuncao erétil em animais diabéticos, hipertensos e com hipercolesterolemia. A
disfungdo endotelial foi proposta como ligagdo comum entre as doencas
cardiovasculares e a disfuncao erétil (PARK et al., 2006).

A disfuncdo venogénica € outra causa de DE vasculogénica, sendo resultado
de varios processos patologicos, como a degeneragao da tunica albuginea, alteragbes
estruturais fibroelasticas, relaxamento insuficiente da musculatura lisa e shunts
venosos. Alteracdes nos componentes fibroelasticos das trabéculas, no musculo liso

dos corpos cavernosos, e na fun¢do endotelial podem resultar em fuga venosa
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(FIGURA 1). Relaxamento muscular liso insuficiente, causa expanséo sinusoidal

inadequada e compresséo insuficiente das vénulas subtunicais (CHRIST et al., 1990).

FIGURA 1 — MECANISMO DE COMPRESSAO VENOSA SUBTUNICAL

FLACCID STATE Emissary ERECT STATE

wein

Tunica _— . Subtunical Expanded
albuginea venous plexus sinuses subtunical
A B venous plexus

FONTE: WEIN A.J. et al. Campbell-Walsh urology. 11 th ed. Philadelphia: Elsevier, 2016.

1.2 ARQUITETURA DO TECIDO INTRACAVERNOSO

As trabéculas do corpo cavernoso promovem um suporte arquitetural e
mecanismo regulatério para os espagos sinusoidais cobertos por endotélio, assim
como um conduto para vasos sanguineos e nervos. O relaxamento das trabéculas
permite a expansao e enchimento dos sinusoides pela chegada de sangue, enquanto
a contragéo das trabéculas expulsa o sangue pelas veias emissaria e devolve o pénis
ao status de flacidez.

O corpo cavernoso € basicamente composto por células musculares lisas
repousadas sobre um complexo sistema formado por fibras elasticas e colagenas. O
papel das fibras musculares lisas ¢ 0 de manter a erecdo aumentando a pressao
intracavernosa durante a erecao, a qual ndo tem a capacidade ser mantida por
mecanismos vasculares isoladamente. As células musculares por serem os principais
componentes dinamicos do corpo cavernoso apresentam inumeros filamentos
contrateis intracitoplasmaticos, portanto para se iniciar a tumescéncia peniana e
manter a rigidez obtida uma adequada proporcéo de células musculares lisas deve
ser mantida (GOLDSTEIN et al., 1982).

Realizando estudo em corpos cavernosos de ratos através da analise
estereologica das fibras elementares da matriz extracelular, Pinheiro et al. (2000)
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demonstraram que o colageno € o elemento mais abundante, com densidade
volumétrica de 62,7%, sendo o colageno tipo | e lll a fibrilas mais extensamente
produzidas pelo corpo cavernoso. As fibras colagenas s&o proteinas com fungao
elementar na sustentacdo de tecidos sujeitos a forga de estiramento, a trama
subendotelial de fibrilas finas é responsavel por distribuir a forca de ténsil durante a
erecdo, prevenindo a hiperdistensdo das células musculares lisas e da membrana
basal evitando desta forma a distor¢gdo da anatomia original das trabéculas do corpo
cavernoso.

A caracterizacdo e quantificacdo de fibras elasticas mostrou-se de
importancia fundamental na analise de condi¢gdes patoldgicas que acometem o pénis,
principalmente a obstrugao arterial crénica e o diabetes mellitus. Essas fibras chegam
a representar 9,4% da composicado do corpo cavernoso no homem adulto com
orientagdo irregular, nos estudos envolvendo ratos sua propor¢do se mostra
ligeiramente inferior com orientacéo especifica, sendo as fibras da por¢ao interna das
trabéculas orientadas transversalmente e da porcao externa dirigidas paralelamente
ao eixo mais longo do pénis. As fibras elasticas nas trabéculas formam uma trama
frouxa em dire¢des distintas as das fibras colagenas, possivelmente refletindo a
multiplicidade de direcdes das for¢cas que ocorrem durante a eregao.

O sistema de fibras elasticas é composto por 3 tipos de fibras: oxitalanicas,
eulaninicas e elasticas. As oxitalanicas sao formadas exclusivamente por miofibrilas,
as eulaninicas por microfibrilas e por um material amorfo denominado elastina e as
elasticas por uma grande quantidade de elastina e fibrilas, sendo caracterizadas por
sua capacidade de extenséao e recolhimento (AKKUS et al., 1997).

As fibras elasticas e colagenas cumprem um papel unico em manter a
estrutura peniana durante a erecdo e permitir a resisténcia adequada durante o

retorno ao estado de flacidez.

1.3 CORPO CAVERNOSO E O ENVELHECIMENTO

Ha um marcante declinio na fung¢ao sexual masculina com o envelhecimento
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e este processo ocorre independentemente de outros fatores que acometem a
capacidade de erecdo. Dentre os sinais e sintomas observados encontram-se um
maior tempo de laténcia entre as erecdes, menor turgidez, perda da forca de
ejaculacao, assim como redugdo e menor frequéncia das ere¢des noturnas em
homens idosos. A disfuncdo endotelial é considerada uma expressao fenotipica
primaria no processo natural de envelhecimento humano. Esta desordem causada
pelo processo de senescéncia ¢é provavelmente o culpado pelas doencas
cardiovasculares e metabdlicas associadas ao envelhecimento (TOM, 2016).

Varios estudos em animais e humanos demonstram alteracdes estruturais e
funcionais que ocorrem com o envelhecimento. O tecido peniano € composto por
células musculares lisas repousando sobre uma complexa trama de fibras colagenas
e elasticas, mudancas nas quantidades de células musculares, fibras colagenas ou
elasticas sao responsaveis por alteracdes estruturais penianas com redugao na
elasticidade e complacéncia.

Shen et al. (2001) estudando as alteragdes penianas durante o envelhecimento
em ratos Wistar, avaliaram os componentes das trabéculas do corpo cavernoso nas
idades de 9 (grupo A), 14 (grupo B) e 62 (grupo C) semanas de idade, demonstrando
uma queda na quantidade de células musculares lisas no grupo C, as fibras elasticas
e colagenas tiveram comportamento antagdnico a partir do grupo B, com estas
aumentando quantitativamente e aquelas com regressao progressiva com a idade.
Estes achados sdo semelhantes ao encontrados quando comparamos homens com e
sem disfungéo erétil, permitindo inferir que o envelhecimento de ratos por si so,
causam alterag¢des estruturais semelhantes as de animais com disfungao erétil.

Abidu-Figueiredo et al. (2011) estudando o papel das fibras elasticas no
envelhecimento peniano de coelhos, puderam demonstrar um aumento progressivo
na quantidade destas fibras entre 30 dias de idade e 240 dias (puberdade), proporgao
que se manteve em animais em fase de senescéncia, dados contrarios aos
encontrados em ratos e humanos.

O papel funcional das fibras elasticas no corpo cavernoso peniano ainda pode
ser apreciado no trabalho de Costa et al. (2006), avaliando pacientes submetidos a
cirurgia por DE e os comparando a controles de mesma idade, desta forma retirando
o viés das diferencas de idade, concluiram que nao havia diferengas entre a
quantidade de fibras colagenas e fibras musculares lisas entre os grupos, todavia na
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analise especifica de fibras elasticas houve uma redug¢ao quantitativa significativa no
grupo com disfunc¢éo erétil, corroborando dados encontrados na literatura, deduzem
gue esta reducdo quantitativa deva ser responsavel por alterar a capacidade de
relaxamento do tecido cavernoso e teria papel importante na etiologia da disfungao

erétil

1.4 ESTEREOLOGIA

A estereologia é uma ciéncia que tenta determinar o arranjo tridimensional
interno de uma estrutura, se baseando em fatias desta estrutura, que apenas
fornecem dados bidimensionais, para esta analise a estereologia se baseia em um
sistema-teste composto por pontos-teste.

A estereologia pode ainda ser definida como um conjunto de procedimentos
baseados em geometria e probabilidade que, a partir de medi¢gdes ou contagem de
elementos estereoldgicos de uma imagem plana de uma estrutura tridimensional,
produz informacdes sobre caracteristicas da estrutura original (SILVA, 2007).

As caracteristicas estruturais que podem ser determinadas pela estereologia
sdo: volumes de certos elementos estruturais (0 que pode representar a determinag¢ao
de composicao de materiais ou fracdes de fases presentes), areas de elementos
superficiais planos ou ndao, comprimentos de elementos lineares, nivel de vizinhanca
entre fases presentes em uma estrutura (denominada contiguidade) e tamanhos de
elementos volumétricos (como graos), entre outras (SILVA, 2007).

A acuracia do método € baseada em principios estatisticos (tamanho da
amostra, randomizagao e isotropia) e seus beneficios técnicos séo varios:

1- Seus resultados s&o numéricos e objetivos, reprodutiveis e faceis de serem
analisados por outros cientistas em outros momentos;

2- A comparagao entre diferentes grupos pode ser dividida mais facilmente;

3- O auxilio de computadores esta reduzindo o tempo de analise e facilitando
a analise de dados;

4- Vasta literatura que serve como suporte para o uso desta técnica;

5- Facilidade em treinar novos cientistas.

1.5 OBJETIVO
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a) Determinar o comportamento quantitativo das fibras elasticas no corpo
cavernoso de ratos Wistar durante o processo de envelhecimento, por meio de
analise estereologica.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento realizado seguiu rigorosamente todos os principios éticos da
experimentacéo animal estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacgao



17

Animal (COBEA) e as exigéncias do Canadian Concil on Animal Care (1993).

Este trabalho derivou de um projeto previamente aprovado pela Comisséo de
ética em experimentacdo animal (CEEA) do Setor de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal do Parana (UFPR), intitulado: “Avaliacdo anatomo-fisiologica do
envelhecimento urogenital masculino”. Seguindo as normas e rotinas foi apreciado e
aprovado sob o processo de e 23075.032620/2010-10 (ANEXO 1).

2.1 GRUPOS

Para realizacdo do presente estudo foram utilizados 48 ratos albinos da
linhagem Wistar (Rattus novergicus albinus, Rodentia, Mammalia), do sexo masculino.
Estes animais foram mantidos em gaiolas de polietileno com medidas de 60 x 50 x 22
cm e distribuidos em grupos de trés animais por gaiola. As gaiolas foram devidamente
identificadas com o nome do experimento e data de nascimento dos animais. A
umidade e temperatura do ar (22 graus Celsius) foram controladas, realizado ciclo
claro/escuro de doze horas. Os roedores foram mantidos livres de ruidos externos,
receberam agua filtrada e ragdo comercial padréo especifica para a espécie (Nuvilab
— Nuvital — Colombo, Parana, Brasil), ad libitum durante todo o periodo do
experimento.

Os ratos foram divididos aleatoriamente em quatro grupos de doze animais
cada, sendo sacrificados conforme os diferentes tempos de vida de cada grupo:

Grupo 1 (G1) Grupo 2 (G2) Grupo 3 (G3) Grupo 4 (G4)

6 meses 9 meses 12 meses 24 meses

2.2 EXPERIMENTACAO

A execuc¢ao do experimento ocorreu no Departamento de Anatomia do Centro
Politécnico da Universidade Federal do Parana (Curitiba, PR) em dias pre-
determinados. Os animais, divididos em grupos por suas respectivas idades, foram
separados em gaiolas individuais até o laboratério para sua morte e coleta de
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materiais.

Os animais foram anestesiados com solucdo de cloridrato de Cetamina
(57,67mg/ml) associado a 2% de Cloridrato de Xilazina (0,2g/10 L). Com aplica¢ao de
1mI/1000g de peso vivo, via intraperitoneal. Apos o procedimento anestésico, os
roedores foram fixados com fita adesiva em prancha cirurgica e submetidos a incisao
mediana toraco-abdominal. Com acesso ao coracao, os ventriculos foram
puncionados e coletados 5-10 ml de sangue para analise bioquimica. Na sequéncia,
realizado incisdo dos ventriculos causando exsanguinagdo e induc¢do de parada
cardiorrespiratoria. O ato operatério prosseguiu com a realizagdo da penectomia e
retirada de demais orgéaos. O pénis foi retirado e posteriormente retirada sua pele,
baseado na tese de Baddeley, Gundersen e Cruz-Orive (1986), optamos por utilizar o
método de seccgdes verticais em busca de cortes isotropico, uniformes e aleatorio
(IUA), haja vista a conformacgao cilindrica dos corpos cavernoso e sua composi¢cao
isotropica. O pénis foi apoiado sobre superficie horizontal e selecionado um segmento
de seu tergo médio, conforme a técnica descrita por Abidu-Figueiredo et al. (2011).
Subsequentemente, o 6rgao foi submerso e fixado em ALFAC (85 partes de alcool
etilico 80%, 10 partes de formaldeido 40% e 5 partes de acido acético glacial,
preparado no momento do uso) por 16 horas.

Apos a fixacdo as pecgas foram mantidas em alcool 70% e em seguida o
material foi desidratado em uma série decrescente de xilol e alcoois para serem
incluidos em parafina e emblocados. Os materiais selecionados foram submetidos a
cortes sucessivos do microtomo com 5 um de espessura (American Optical, Spencer
AO 820). A amostragem foi montada com 10 cortes consecutivos (FIGURA 2) e

montados em laminas e corados pelo método de resorcina fucsina de Weigert.

FIGURA 2 — LAMINA COMPOSTA POR 10 SECCOES CONSECUTIVAS DE CORPOS
CAVERNOSOS
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5000 pm

FONTE: O autor (2019).
NOTA: Secgdes de corpos cavernosos corados por resorcina fucsina de Weigert.

2.2.1 Método de coloragao resorcina fucsina de Weigert

Os cortes foram desparafinados em xilol, hidratados em mudas de etanol
absoluto e etanol a 90% e corados durante 60 minutos em solucéo de Weigert (2 g de
fucsina basica, 4 g de resorcina dissolvidos em 200 ml de agua em ebuli¢gdo, apds o
gue adicionou-se 25 ml de solugao aquosa a 30% de cloreto férrico e deixou-se ferver
durante dois a cinco minutos, filtrando-se e dissolvendo-se o precipitado, sem lavar,
em 200 ml de etanol a 90% aquecido; apos o resfriamento, juntaram-se 4 ml de acido
cloridrico concentrado). Os cortes foram lavados em alcool a 90%, em agua, e
mergulhados em solugao de orange G a 0,5% por 20 segundos, para a coloracéo de
Funda foram desidratados em etanol, clarificados em xilol € montados com laminula
em balsamo-do-canada.

O reativo de Weigert é formado pela deposi¢ao da resorcina basica-resorcina
pelo cloreto de ferro demonstrando as fibras elasticas e elauninicas (FIGURA 3). Um
tratamento inicial com o permanganato de potassio acidificada e acido oxalico
promove um clareamento profundo, ressaltando as fibras elasticas coradas em violeta
escuro (FIGURA 3). Optamos pela nao utilizagdo da oxidagao com a oxona baseados
nos achados de Pinheiro et al. (2000), que relata n&o haver diferengas nos padroes
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de coloracdo nas laminas tratadas ou ndo com oxidag¢ao, oque indica que as fibras
consistem de componentes microfibrilares e quantidades variaveis de elastina e nao

apenas o primeiro.

FIGURA 3 — FIBRAS ELASTICAS CORADAS COM RESORCINA-FUCSINA DE WEIGERT

FONTE: O autor (2019).
NOTA: Microscopia de corpo cavernoso evidenciando as fibras elastica coradas em violeta
escuro, com formato de fibras alongadas.

As laminas tiveram suas imagens digitalizadas (FIGURA 4) com aumento de
400 vezes, utilizando uma video-camera Olympus acoplada ao microscopio de luz, as
imagens obtidas foram analisadas no computador com o auxilio do programa
VSVviewer.

Para reduzir o viés presente nas analises estereoldgicas avaliamos 5 sec¢des
consecutivas, avaliando 5 campos aleatorios nos corpos cavernosos em cada uma
das seccoes, determinando 25 campos-teste para cada rato, totalizando 1200 campos

de analise.

FIGURA 4 — SECCAO DE CORPO CAVERNOSO CORADO COM RESORCINA-FUCSINA
DE WEIGERT



21

FONTE: O autor (2019).
NOTA: Seccao vertical de corpo peniano: Seta 1= Uretra / Seta 2: Corpo cavernoso.

2.3 ESCOLHA DO METODO ESTEREOLOGICO

Nos baseamos no principio de Delesse, segundo o qual em uma rocha
composta por varios minerais a area representada por determinado mineral na
superficie de uma seccdo homogénea a aleatoria, é proporcional ao volume deste
mineral na rocha. Considerando o0 corpo cavernoso isotropico com seccdes
isotropicas, uniformes e aleatodrias, podemos determinar a quantidade de pontos
parciais que tocam areas de interesse pré-determinas e a razdo destes pontos pelo
total de pontos no sistema teste configura a densidade volumétrica (Vv) uma poderosa
ferramenta estereologica (MANDARIM-DE-LACERDA, 2003).

Estudos estereologicos necessitam linhas-teste, pontos-teste e area-teste,
juntos compoes o sistema teste, este sistema € superposto a imagem a ser avaliada
(FIGURA 5), e a cada vez que uma fibra elastica entrar em contato com um ponto

teste este ponto é registrado.

FIGURA 5 - GRID M42 SOBRE IMAGEM DE CORPO CAVERNOSO
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FONTE: O autor, rato nimero 20 (2019).
NOTA: Contagem das fibras elasticas que tocam pontos-teste de interesse mostradas pelas setas.

Utilizamos para nossa analise o “sistema-teste polivalente”, ou M42 (FIGURA
6). Segundo Weibel, Kistler e Scherle (1976) este sistema deve ser composto de 21
linhas de extenséo “d”, sendo a area teste: 36,36d2, ao final de cada extremidade das

linhas havera um ponto teste, totalizando 42 pontos.

FIGURA 6 — GRID M42 PARA ANALISE ESTEREOLOGICA
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FONTE: MANDARIM-DE-LACERDA (2003).

Férmula da densidade volumétrica:

Vv: Pp/Pt
Pp: pontos parciais, os quais tocam fibras elasticas
Pt: Pontos totais, no Sistema teste M42 este numero € igual a 42.

Durante a analise de contagem manual respeitamos a teoria do estereologista
Hans Gundersen, o qual buscando reduzir valores superestimados propds que os
elementos de analise que toquem qualquer uma das 2 linhas determinadas do sistema
teste, sejam excluidos da contagem, estas linhas serdo nominadas linhas proibidas.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

A Correlacao de Pearson foi inicialmente utilizada para avaliar a associagao
entre a idade do rato e a densidade volumétrica das fibras elasticas. Nos grupos que
demonstraram diferenca de proporcao médica das densidades volumétricas
utilizamos o teste T de Welch. As analises foram realizadas utilizando o software R de

computacao estatistica com nivel de significancia adotado de 95% (p < 0,05).

3 ARTIGO



24

Os dados da presente tese — resultados e discussao foram submetidos a
analise e publicagdo na revista cientifica Acta cirargica brasileira, aceito para
publicagao no dia 25/07/2019 (fator de impacto: 0,933 pela Scielo, em 2017).

Stereological Analysis of Elastic Fibers of the Corpus Cavernosum of Rats
During Aging Process
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Introduction

Erectile dysfunction (ED) is defined as the inability to initiate, maintain, and

conclude a satisfactory sexual relationship. According to the Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders (DSM)-5, symptoms must last for a minimum time of 6
months for diagnosis of ED'. The incidence of ED is high, affecting approximately 152
million men worldwide?.
ED may be caused by one or more comorbidities, and prevalence increases with aging.
In addition to the arterial, hormonal, neurological, and veno-occlusive origins of ED,
increasing evidence implicates the structural disorganization of corpus cavernosum
trabeculae and changes in the content of the fibers that make up the tunica albuginea?.
Trabeculae are composed of endothelial and smooth muscle cells, as well as an
extracellular matrix formed by collagen and elastic fibers. The elastic fibers are
composed of fibrillar glycoprotein and fibril groups, which occupy extracellular spaces
where they are embedded in elastin. This system allows the lengthening and increase
of penile stiffness during erection, as well as the rapid return to a flaccid state after
detumescence®. As these elastic fibers are produced in the early stages of life, in
adulthood, the damaged fibers are repaired ineffectively, with protein material prepared
in a disorganized manner and, therefore, may have impaired functional activity*.

The number of elastic fibers is reduced in men with ED compared to those in
control subjects of the same age?®, allowing us to infer its importance in the erection
process. A reduction of these fibers in the corpora cavernosa of rabbits subjected to
induced diabetes mellitus was previously reported®, and in another study conducted
on healthy rats, a reduction in the volumetric density (Vv) of elastic fibers of the corpora
cavernosa was observed in the early stages of adult life 8. However, further studies are
required to confirm these results®.

Experimental studies, especially those using rats, are a viable and economical option
to demonstrate specific changes as rats have a short life span and therefore quickly

reach the senescence phase ©.
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This study aimed to evaluate changes in the number of elastic fibers in the
corpora cavernosa of rats during the natural aging process, and to assess the degree
of this change by determining Vv at different ages via stereological analysis.

Methods

This study followed the ethical principles of animal experimentation established
by the Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) and the norms of the
Canadian Council on Animal Care (1993). It was previously approved by the Ethics
Committee on Animal Experimentation (CEEA), of the Sector of Biological Sciences of
the Federal University of Parana, as part of the project "Anatomical and physiological
evaluation of male urogenital aging," process No. 23075.032620/2010-10.

Forty-eight Wistar rats (Raftus norvegicus var. albinus), raised under similar
conditions, none of them mate females during its lifetime and were randomly divided
into four groups of 12 rats each (G1, G2, G3, and G4). Animals were subjected to
resection of the penis and other organs for other research at the ages of 6, 9, 12, and
24 months, respectively. For the surgical procedures, the rats were anesthetized
intraperitoneally with a solution of Ketamin Hydrocloride (57,67mg/ml) associated to
2% xylazine hydrochloride at a dose of 1ml/Kg body weight. A one-punch cardiac
puncture was carried out and induction of cardiac arrest by exsanguination. This was

followed by resection of penis, kidneys, bladder, liver, brain, heart and aorta.

Histological processing

The penis of each rat was laid on a horizontal surface, and the middle third
segment was resected, according to a technique previously described °. After tissue
fixation in 10% formalin solution, the segment was kept in fixative solution for 16 hours,
and then dehydrated by passage through solutions of xylene and alcohol. Finally, the
sections were embedded in paraffin and cut into 5-uym sections using a microtome
(American Optical, Spencer AO 820). According to that described by Baddeley et al. 7,
we used the vertical section method, with isotropic, uniform, and random sections
obtained according to the cylindrical shape of the corpora cavernosa and their isotopic

compositions. Ten consecutive sections were mounted on slides and stained using
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Weigert's resorcin-fuchsin method (Figure 1). Following the method described by
Pinheiro et al. 8, we did not perform oxidation with Oxone, as there were no differences

in staining patterns between the slides treated and not treated with oxidation.

FIGURE 1 — Penile corpus stained with Weigert's resorcin-fuchsin.
Arrow 1, urethra; arrow 2, corpus cavernosum. Image was taken from rat number 10

(G1, euthanized at six months).

Images of the histological slides were captured using a video camera (Olympus
Corporation, Tokyo, Japan) coupled to an optical microscope at 400x magnification
and were scanned and analyzed using the VSVviewer® software. In order to increase
the accuracy of the stereological analyses, five consecutive sections were evaluated,
with five randomly selected fields of the corpora cavernosa analyzed per section (i.e.,
25 fields per each rat, totaling 1200 fields).

Analysis of the points of interest of the images was based on the determination of the
Vv of elastic fibers using the grid M42 °, comprising 42 test points that were
superimposed on the selected image (Figure 2). Manual counting was performed,
without using computerized analysis. The number of test points contacted by elastic
fibers was divided by the total number of test points in the field, and the resulting

percentage of elastic fibers was used to determine Vv.
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FIGURE 2 - Grid M42 superimposed on the corpus cavernosum.

Elastic fibers that contact the test points (marked by black arrows) were counted.

Image taken from rat number 10 (G3, euthanized at 12 months).

Vv was determined according to the following formula: Vv = Pt/Pt, where Pt =
number of total points (test), and Pp = number of partial points (number of points

contacted by fibers — number of positive points).

Statistical analysis

A Pearson correlation statistical test was used to evaluate the association between the
ages of rats and their respective elastic fiber Vv. Welch's f-test was used to assess the
statistical significance of the differences in Vv values observed between groups.



29

Statistical analyses were performed using the R software. A significance level of 95%
was used (p < 0.05).

Results

Histological section fields were found to be homogeneous. The positive points
of the field test, which are those contacted by elastic fibers in each random vertical
section of the corpus cavernosum, are shown in (Graphic 1) numbered from 1 to 5.

Five fields were analyzed and labeled "a" to "e”.
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Graphic 1: Random fields of corpus cavernosum (a-e) in random sections (1-5).
The homogeneity of positive test points, corresponding to the age of the rats, is shown
in (Graphic 2).
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Graphic 2: Random fields of corpus cavernosum (a-e) in random sections (1-5).

the homogeneity corresponding to the age of the rats.
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Positive test points (those contacted by elastic fibers) are shown in the digitalized

images of the rats’ corpora cavernosa (G1 to G4), grouped according to age (Graphic

3).

Test-points counted

Age (months)

Graphic 3: Variation of positive test-points in different ages.
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The Pearson correlation coefficient relating the relative densities of elastic fibers and
age was -0.81 (strong negative correlation), with a high statistical significance (p =
0.0000000002, 95% confidence interval).

The Vv trend curve in relation to age in the study groups is shown in (Graphic 4). Vv
shows stable behavior until 12 months of life, with the greatest reduction observed in
G4 (24 months).

0.18-

0.15~-

Volumetric density of elastic fibers (Vv)

0.09
1€
Age (months)

Graphic 4: This graphic with trend line shows similar Vv until the age of 12 months
and a significant decline when considering rats with 24 months old

The Pearson correlation coefficient for the Vv of elastic fibers of the corpora cavernosa
of rats aged <12 months was 0.035 (p-value = 0.8). There was no statistical difference
between these groups (graphic 5).
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Graphic 5: This figure shows that there is no difference in Vv between the groups
with 6, 9 and 12 months old.

Considering the rats aged <12 months as a single group, Welch's f-test was used to
determine statistical differences between the Vv of elastic fibers in this single group
and in G4 (rats euthanized at 24 months). The mean value of Vv in G4 was 0.1166
compared to 0.1664 in the aggregated G1, G2, and G3 group (Graphic 6). The
decrease in Vv between the groups was 0.0498 (29.92%), and was statistically
significant (confidence interval, Cl = 0.039-0.059; p = 0.00000001).
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Graphic 6: This graph shows the significant difference of Vv of elastic fibers between
the group gathering the rats with 6, 9 and 12 months old (Vv:0.1166) and the group of
rats with 24 months old (Vv:0.1664) (I1C: 0,039-0,059).

Discussion

The use of stereology in genitourinary tract studies allows the quantification of
its elements, and therefore brings greater objectivity to the analysis. Pinheiro et al. 8
demonstrated the relevance of stereological analysis in determining the relative
densities of muscle, collagen, and elastic fibers of the corpus cavernosum of rats at 4
months of age, as well as its effectiveness in describing the behavior of the corpus
cavernosum extracellular matrix in pathological states. Also using stereology, Abidu-
Figueiredo et al ® proved the effects of diabetes mellitus on the corpus cavernosum of
rabbits and showed the reduction of elastic fibers and collagen. In our experience,
stereology is a reliable tool, the capacity to provide homogeneous positive test-points
for rats at the same age, as well as the capacity to confirm our valid hypothesis in
agreement with literature data, base this reliability.
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There are considerable differences in the Vv of elastic fibers among mammals
with a vascular penis. In humans, the Vv reaches 9% '°. In a study analyzing rats aged
4 months, the Vv of elastic fibers was lower than those found in humans, with a mean
Vv of 4.9% 8. Figueiredo et al. demonstrated the high Vv of elastic fibers in New
Zealand rabbits with indices reaching 25.1% °. In the present study, the Vv of rats aged
<12 months was 0.1664 (16.64%), which is greater than that reported in previous
studies conducted using rats, there are two technical possibilities to explain such
difference, first computerized counting may underestimate the Vv of fibers depending
on the color tone or sensitivity of the software used, the second one is that manual
counting may overestimate Vv, because of the counting of fibers milimetrically distant
to the test-point, another important data is the different ages between our groups
ranging from 6-12 months and their group of 4 months old.

Few studies have addressed changes in the Vv of elastic fibers of the
mammalian corpus cavernosum during the natural aging process. In rabbits, a
progressive increase in the Vv of these fibers was observed between 30 and 240 days
of life, and stabilization was observed between 240 and 730 days °. In humans and
rats, the inverse effect is reported, with reduction of Vv with age . Shen Z.J. et al.®
observed a quantitative reduction in elastic fibers in rats aged 9 to 14 weeks. However,
in the present study, there was no significant difference in Vv up to 12 months of age,
two factors can explain this difference, at first Shen Z.J et al used a different species
of rat, Sprague-Dawley, secondly they studied rats younger than those used in this
study.

As the sexual maturity of rats is reached at approximately 50 days, their
reproductive senescence varies between 15 and 22 months and, despite these data
being collected in females, one can extrapolate these to males ''. Thus, our results
show that, in adulthood, the Vv of elastic fibers of the corpus cavernosum do not
undergo significant changes, while in senescence there is a significant decrease of Vv.

Despite the multifactorial nature of ED, the decrease in the number of elastic
fibers seems to play an important role by reducing the penile elastic capacity and its
firmness during erection. Any degree of loss of these fibers may cause a loss of
resistance to distension during erection, with consequent pressure attenuation,

culminating in ED"".
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The statistical confirmation that elastic fibers of the corpus cavernosum are

changed in pathological processes that lead to ED and the direct analysis comparing
patients with and without ED clearly demonstrate that these fibers are important. Costa
et al. ® compared biopsies of corpus cavernosum from subjects with and without ED,
in individuals with similar ages, and observed the presence of smooth and collagen
muscle fibers with similar Vv but with a statistically significant reduction of elastic fibers.
In diabetic rabbits, Abidu-Figueiredo et al.® observed a reduction in the Vv of elastic
fibers of the corpus cavernosum despite the increase in smooth muscle fibers, which
indicates that changes in the behavior of elastic fibers seem to be directly associated
with the presence of pathological processes resulting in ED. Although it is not the main
focus of this study to evaluate the penile functional change with age, the outstanding
reduction of elastic fibers Vv in older rats, allows us to infer that this reduction may be
associated with the ED related to aging.
Aging is an independent risk factor for the development of ED '3, and structural
changes such as a decrease in the Vv of elastic fibers may therefore play a role in this
dysfunction. However, the degree of impairment of erectile function caused by this
reduction requires further investigation.

The recognition of the importance of elastic fibers in the physiology of erection,
as well as their deterioration with pathological or even natural states such as aging,
opens the door for a vast field of study aimed at reversing or preventing damage
caused to these fibers. An example of this is the use of low-intensity extracorporeal
shock wave therapy and low-intensity pulsed ultrasound (LIPU) which, in studies
conducted with animals, has led to changes in the microstructure of the corpus
cavernosum. LIPU could even convert the process of penile fibrosis, induced by
diabetes mellitus in rats, by increasing the number of smooth muscle fibers and
collagen I/Ill ratio, as well as the amount and shape of elastic fibers'*.The present
study demonstrated that the Vv of elastic fibers of the corpus cavernosum of rats
decreases in senescence. However, further studies are necessary to identify measures

that may attenuate this condition.
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Conclusions

The natural aging process in rats was responsible for changes in the number
of elastic fibers of the trabeculae of the corpora cavernosa, as evidenced by a 30%

decrease in volumetric density during senescence.
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4 CONCLUSAO

Nosso estudo demonstrou que o processo natural de envelhecimento em
ratos, determinou redugéo quantitativa na densidade volumétrica das fibras elasticas
nas trabéculas do corpo cavernoso destes animais na ordem de 30%.
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APENDICE 1 - DADOS DA ESTEREOLOGIA

Apéndice 1

jpee  [pomopositios [iotidepontos _Jrieghovolumétrca [Wédies |
1.1.a 6 42 0,14 0,168
1.1.b 7 42 0,16
1.1.c 7 42 0,16
1.1.d " 42 0,26
1.1.e 7 42 0,16
1.2.a 7 42 0,16
1.2.b 6 42 0,14
1.2.c 6 42 0,14
1.2.d 5 42 0,11
1.2.e 8 42 0,19
1.3.a 9 42 0,21
1.3.b 7 42 0,16
1.3.c 6 42 0,14
1.3.d 6 42 0,14
1.3.e 9 42 0,21
1.4.a 6 42 0,14
1.4.b 6 42 0,14
1.4.c 8 42 0,19
1.4.d 7 42 0,16
1.4.e 8 42 0,19
1.5.a 6 42 0,14
1.5.b 9 42 0,21
1.5.c 9 42 0,21
1.5.d 8 42 0,19
15.e 7 42 0,16
2.1.a 8 42 0,19 0,158
2.1.b 8 42 0,19
21.c 7 42 0,16
2.1.d 6 42 0,14
2.1.e 7 42 0,16
2.2.a 6 42 0,14
2.2.b 7 42 0,16
2.2.c 5 42 0,11
2.2d 6 42 0,15
2.2.e 8 42 0,19
2.3.a 7 42 0,14
2.3.b 6 42 0,15
2.3.c 7 42 0,16
2.3d 7 42 0,16
2.3.e 6 42 0,14
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2.4.a 8 42 0,19
2.4.b 7 42 0,16
2.4.c 6 42 0,14
2.4.d 7 42 0,16
2.4.e 7 42 0,16
2.5.a 8 42 0,19
2.5.b 6 42 0,14
2.5.c 7 42 0,16
2.5.d 8 42 0,19
2.5.e 6 42 0,14
3.1.a 5 42 0,11 0,151
3.1.b 6 42 0,14
3.1.c 6 42 0,14
3.1.d 7 42 0,16
3.1.e 7 42 0,16
3.2.a 7 42 0,16
3.2.b 5 42 0,11
3.2.c 6 42 0,14
3.2.d 8 42 0,19
3.2.e 6 42 0,14
3.3.a 7 42 0,16
3.3.b 8 42 0,19
3.3.c 8 42 0,19
3.3.d 6 42 0,14
3.3.e 6 42 0,14
3.4.a 7 42 0,16
3.4.b 7 42 0,16
3.4.c 5 42 0,11
3.4.d 5 42 0,11
3.4.e 7 42 0,16
3.5.a 6 42 0,14
3.5.b 9 42 0,21
3.5.c 5 42 0,11
3.5.d 8 42 0,19
3.5.e 7 42 0,16
4.1.a 5 42 0,11 0,146
4.1.b 6 42 0,14
4.1.c 5 42 0,11
4.1.d 7 42 0,16
4.1.e 8 42 0,19
4.2.a 7 42 0,16
4.2.b 8 42 0,19
42.c 6 42 0,14
4.2d 6 42 0,14
4.2.e 5 42 0,11
4.3.a 6 42 0,14
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4.3.b 5 42 0,11
4.3.c 7 42 0,16
4.3.d 5 42 0,11
4.3.e 6 42 0,14
4.4.a 8 42 0,19
4.4.b 8 42 0,19
44.c 7 42 0,16
4.4.d 5 42 0,11
4.4.e 8 42 0,19
4.5.a 5 42 0,11
4.5.b 7 42 0,16
4.5.c 7 42 0,16
4.5.d 6 42 0,14
4.5.e 6 42 0,14
5.1.a 6 42 0,14 0,149
5.1.b 5 42 0,11
5.1.c 7 42 0,16
5.1.d 8 42 0,19
5.1.e 9 42 0,21
5.2.a 5 42 0,11
5.2.b 6 42 0,14
5.2.c 7 42 0,16
5.2.d 7 42 0,16
5.2.e 6 42 0,14
5.3.a 5 42 0,11
5.3.b 5 42 0,11
5.3.c 5 42 0,11
5.3.d 5 42 0,11
5.3.e 5 42 0,11
5.4.a 6 42 0,14
5.4.b 7 42 0,16
5.4.c 8 42 0,19
5.4.d 9 42 0,21
5.4.e 10 42 0,23
5.5.a 6 42 0,14
5.5.b 7 42 0,16
5.5.c 9 42 0,21
5.5.d 5 42 0,11
5.5.e 5 42 0,11
6.1.a 6 42 0,14 0,158
6.1.b 8 42 0,19
6.1.c 7 42 0,16
6.1.d 9 42 0,21
6.1.e 7 42 0,16
6.2.a 8 42 0,19
6.2.b 8 42 0,19
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6.2.c 10 42 0,23
6.2.d 7 42 0,16
6.2.¢ 5 42 0,11
6.3.a 6 42 0,14
6.3.b 6 42 0,14
6.3.c 7 42 0,16
6.3.d 5 42 0,11
6.3.¢ 6 42 0,14
6.4.a 5 42 0,11
6.4.0 7 42 0,16
6.4.c 8 42 0,19
6.4.d 9 42 0,21
6.d.e 7 42 0,16
6.5.a 6 42 0,14
6.5.b 6 42 0,14
6.5.c 5 42 0,11
6.5.d 7 42 0,16
6.5. 6 42 0,14
7.1.a 6 42 0,14 0,153
7.1.b 7 42 0,16
7.1.c 7 42 0,16
7.1.d 6 42 0,14
7.1.e 7 42 0,16
7.2.a 7 42 0,16
7.2b 8 42 0,19
7.2.c 7 42 0,16
7.2d 8 42 0,19
7.2 7 42 0,16
7.3a 5 42 0,11
7.3b 6 42 0,14
7.3.c 7 42 0,16
7.3d 7 42 0,16
7.3 6 42 0,14
7.4.a 5 42 0,11
7.4b 7 42 0,16
7.4.c 6 42 0,14
7.4d 8 42 0,19
7.4e 6 42 0,14
8.1.a 6 42 0,14 0,158
8.1.b 6 42 0,14
8.1.c 7 42 0,16
8.1.d 7 42 0,16
8.1.e 8 42 0,19
8.2.a 9 42 0,21
8.2.b 7 42 0,16
82.c 9 42 0,21
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8.2.d 5 42 0,11
8.2. 8 42 0,19
8.3.a 7 42 0,16
8.3.b 9 42 0,21
8.3.c 6 42 0,14
8.3.d 8 42 0,19
8.3.e 7 42 0,16
8.4.a 10 42 0,23
8.4.b 5 42 0,11
8.4.c 7 42 0,16
8.4.d 6 42 0,14
8.4. 5 42 0,11
8.5.a 6 42 0,14
8.5.b 7 42 0,16
8.5.c 7 42 0,16
8.5.d 5 42 0,11
8.5.e 5 42 0,11
9.1.a 7 42 0,16 0,162
9.1.b 10 42 0,23
9.1.c 5 42 0,11
9.1.d 7 42 0,16
9.1.e 6 42 0,14
9.2.a 7 42 0,16
9.2.b 7 42 0,16
9.2.c 7 42 0,16
9.2.d 6 42 0,14
9.2.¢ 7 42 0,16
9.3.a 6 42 0,14
9.3.b 8 42 0,19
9.3.c 7 42 0,16
9.3.d 7 42 0,16
9.3.e 7 42 0,16
9.4.2 6 42 0,14
9.4.b 7 42 0,16
9.4.c 6 42 0,14
9.4.d 5 42 0,11
9.4.e 8 42 0,19
9.5.a 7 42 0,16
9.5.b 5 42 0,11
9.5.c 11 42 0,26
9.5.d 9 42 0,21
9.5. 8 42 0,19
10.1.a 8 42 0,19 0,156
10.1.b 5 42 0,11
10.1.c 7 42 0,16
10.1.d 6 42 0,14
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10.1.e 7 42 0,16
10.2.a 7 42 0,16
10.2.b 6 42 0,14
10.2.c 9 42 0,21
10.2.d 7 42 0,16
10.2.e 8 42 0,19
10.3.2 7 42 0,16
10.3b 6 42 0,14
10.3.c 5 42 0,11
10.3d 8 42 0,19
10.3.e 7 42 0,16
10.4.2 7 42 0,16
10.4.b 8 42 0,19
10.4.c 6 42 0,14
10.4.d 8 42 0,19
10.4.e 7 42 0,16
10.5.a 6 42 0,14
10.5.b 6 42 0,14
10.5.c 7 42 0,16
10.5.d 5 42 0,11
10.5.e 6 42 0,14
11.1.a 7 42 0,16
11.1.b 6 42 0,14
11.4.c 7 42 0,16
11.1.d 6 42 0,14
11.1.e 9 42 0,21
11.2.a 8 42 0,19
11.2b 8 42 0,19
11.2.c 10 42 0,21
11.2.d 5 42 0,11
11.2.e 8 42 0,19
12.3.a 5 42 0,11 0,17
12.3b 7 42 0,16
12.3.c 6 42 0,14
12.3.d 8 42 0,19
12.3e 9 42 0,21
12.4.a 11 42 0,26
12.4.b 10 42 0,21
12.4.c 7 42 0,16
12.4.d 8 42 0,19
124 7 42 0,16
12.5.a 6 42 0,14
12.5.b 6 42 0,14
12.5.c 7 42 0,16
12.5.d 7 42 0,16
12.5.e 7 42 0,16
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13.1.a 7 42 0,16 0,161
13.1.b 7 42 0,16
13.1.c 6 42 0,14
13.1.d 7 42 0,16
13.1.e 8 42 0,19
13.2.a 7 42 0,16
13.2b 6 42 0,14
13.2.c 6 42 0,14
13.2.d 7 42 0,16
13.2. 7 42 0,16
13.3.a 6 42 0,14
13.3b 6 42 0,14
13.3.c 6 42 0,14
13.3.d 7 42 0,16
13.3.e 9 42 0,21
13.4.a 7 42 0,16
13.4.b 6 42 0,14
13.4.c 6 42 0,14
13.4.d 7 42 0,16
13.4.e 7 42 0,16
135.a 5 42 0,11
13.5.b 8 42 0,19
13.5.c 7 42 0,16
13.5.d 8 42 0,19
13.5.e 11 42 0,26
14.1.a 6 42 0,14 0,156
14.1.b 5 42 0,11
14.1.c 5 42 0,11
14.1.d 6 42 0,14
14.1.e 7 42 0,16
14.2.a 9 42 0,21
14.2.b 7 42 0,16
14.2.c 8 42 0,19
14.2d 6 42 0,14
14.2.e 5 42 0,11
14.3.a 5 42 0,11
14.3b 6 42 0,14
14.3.c 6 42 0,14
14.3d 5 42 0,11
14.3.e 7 42 0,16
14.4.a 5 42 0,11
14.4b 6 42 0,14
14.4.c 7 42 0,16
14.4.d 7 42 0,16
14.4.e 11 42 0,26
14.5.a 8 42 0,19
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14.5b 9 42 0,21
145.c 6 42 0,14
14.5.d 9 42 0,21
14.5.e 8 42 0,19
15.1.a 9 42 0,21 0,162
15.1.b 6 42 0,14
15.1.c 8 42 0,19
15.1.d 7 42 0,16
15.1.e 8 42 0,19
15.2.a 7 42 0,16
15.2.b 6 42 0,14
15.2.c 8 42 0,19
15.2.d 6 42 0,14
15.2. 7 42 0,16
15.3.a 6 42 0,14
15.3.b 7 42 0,16
15.3.c 8 42 0,19
15.3.d 7 42 0,16
15.3.e 7 42 0,16
15.4.2 6 42 0,14
15.4.b 6 42 0,14
15.4.c 9 42 0,21
15.4.d 11 42 0,26
15.4.e 5 42 0,11
15.5.a 6 42 0,14
15.5.b 6 42 0,14
15.5.c 5 42 0,11
15.5.d 8 42 0,19
15.5. 6 42 0,14
16.1.a 8 42 0,19 0,16
16.1.b 6 42 0,14
16.1.c 5 42 0,11
16.1.d 6 42 0,14
16.1.e 6 42 0,14
16.2.a 6 42 0,14
16.2.b 6 42 0,14
16.2.c 7 42 0,16
16.2.d 6 42 0,14
16.2. 6 42 0,14
16.3.a 6 42 0,14
16.3.b 9 42 0,21
16.3.c 7 42 0,16
16.3.d 8 42 0,19
16.3.e 6 42 0,14
16.4.a 6 42 0,14
16.4.b 6 42 0,14
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16.4.c 8 42 0,19
16.4.d 11 42 0,26
16.4. 8 42 0,19
16.5.a 8 42 0,19
16.5.b 7 42 0,16
16.5.c 6 42 0,14
16.5.d 6 42 0,14
16.5. 8 42 0,19
17.1.a 8 42 0,19 0,169
17.1.b 6 42 0,14
174.c 7 42 0,16
17.1.d 6 42 0,14
17.1e 10 42 0,21
17.2.a 7 42 0,16
17.2b 9 42 0,21
17.2.c 7 42 0,16
17.2.d 10 42 0,21
17.2 8 42 0,19
17.3a 8 42 0,19
17.3b 5 42 0,11
17.3.c 7 42 0,16
17.3.d 6 42 0,14
17.3.e 8 42 0,19
17.4.a 8 42 0,19
17.4b 7 42 0,16
17.4.c 8 42 0,19
17.4.d 7 42 0,16
17.4.. 10 42 0,21
17.5.a 8 42 0,19
17.5.b 6 42 0,14
17.5.c 6 42 0,14
17.5.d 7 42 0,16
17.5.e 6 42 0,14
18.1.a 9 42 0,21 0,166
18.1.b 5 42 0,11
18.1.c 7 42 0,16
18.1.d 6 42 0,14
18.1.e 7 42 0,16
18.2.a 7 42 0,16
18.2.b 5 42 0,11
18.2.c 8 42 0,19
18.2.d 11 42 0,26
18.2.e 6 42 0,14
18.3.a 7 42 0,16
18.3.b 8 42 0,19
18.3.c 7 42 0,16
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18.3.d 5 42 0,11
18.3.e 6 42 0,14
18.4.a 8 42 0,19
18.4.b 7 42 0,16
18.4.c 8 42 0,19
18.4.d 6 42 0,14
18.4.e 9 42 0,21
18.5.a 8 42 0,19
18.5.b 6 42 0,14
18.5.c 9 42 0,21
18.5.d 7 42 0,16
18.5.e 7 42 0,16
19.1.a 5 42 0,11 0,158
19.1.b 9 42 0,21
19.1.c 6 42 0,14
19.1.d 6 42 0,14
19.1.e 6 42 0,14
19.2.a 6 42 0,14
19.2.b 6 42 0,14
19.2.c 7 42 0,16
19.2.d 7 42 0,16
19.2.e 8 42 0,19
19.3.a 6 42 0,14
19.3.b 10 42 0,21
19.3.c 8 42 0,19
19.3.d 7 42 0,16
19.3.e 4 42 0,09
19.4.a 10 42 0,21
19.4.b 8 42 0,19
19.4.c 5 42 0,11
19.4.d 8 42 0,19
19.4.e 6 42 0,14
19.5.a 6 42 0,14
19.5.b 10 42 0,21
19.5.c 7 42 0,16
19.5.d 7 42 0,16
19.5.e 6 42 0,14
20.1.a 7 42 0,16 0,156
20.1.b 6 42 0,14
20.1.c 6 42 0,14
20.1.d 6 42 0,14
20.1.e 8 42 0,19
20.2.a 5 42 0,11
20.2b 6 42 0,14
20.2.c 10 42 0,21
20.2.d 10 42 0,21

50



20.2.e 5 42 0,11
20.3.a 10 42 0,21
20.3b 6 42 0,14
20.3.c 7 42 0,16
20.3.d 8 42 0,19
20.3.e 8 42 0,19
20.4.a 5 42 0,11
20.4.b 8 42 0,19
20.4.c 7 42 0,16
20.4.d 5 42 0,11
20.4. 6 42 0,14
205.a 7 42 0,16
20.5.b 5 42 0,11
20.5.c 6 42 0,14
20.5.d 7 42 0,16
20.5. 8 42 0,19
21.1.a 6 42 0,14 0,169
21.1.b 5 42 0,11
21.1.c 11 42 0,26
21.1.d 5 42 0,11
21.1e 6 42 0,14
21.2.a 11 42 0,26
21.2b 9 42 0,21
21.2.c 7 42 0,16
21.2d 5 42 0,11
21.2e 6 42 0,14
21.3a 6 42 0,14
21.3b 5 42 0,11
21.3.c 5 42 0,11
21.3d 9 42 0,21
21.3.e 5 42 0,11
21.4.a 8 42 0,19
21.4b 7 42 0,16
21.4.c 4 42 0,09
21.4d 7 42 0,16
21.4.e 9 42 0,21
21.5.a 42 0,11
21.5b 16 42 0,38
21.5.c 10 42 0,21
21.5d 8 42 0,19
215. 9 42 0,21
22.1.a 8 42 0,19 0,171
22.1.b 6 42 0,14
22.1.c 6 42 0,14
22.1d 7 42 0,16
22.1.e 6 42 0,14
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22.2.a 6 42 0,14
22.2.b 6 42 0,14
22.2.c 6 42 0,14
22.2.d 8 42 0,19
22.2.e & 42 0,11
22.3.a 6 42 0,14
22.3.b 6 42 0,14
22.3.c 5 42 0,11
22.3.d 10 42 0,21
22.3.e 9 42 0,21
22.4.a 12 42 0,28
22.4.b 9 42 0,21
22.4.c 9 42 0,21
22.4.d 8 42 0,19
22.4.e 12 42 0,28
225.a 7 42 0,16
22.5.b 6 42 0,14
22.5.c 9 42 0,21
225.d 7 42 0,16
225.e 6 42 0,14
23.1.a 6 42 0,14 0,156
23.1.b 9 42 0,21
23.1.c & 42 0,11
23.1.d 5 42 0,11
23.1.e 6 42 0,14
23.2.a 6 42 0,14
23.2.b 7 42 0,16
23.2.c 9 42 0,21
23.2.d 5 42 0,11
23.2.e & 42 0,11
23.3.a 6 42 0,14
23.3.b 9 42 0,21
23.3.c 7 42 0,16
23.3.d 7 42 0,16
23.3.e 5 42 0,11
23.4.a 7 42 0,16
23.4.b 8 42 0,19
23.4.c 7 42 0,16
23.4.d 7 42 0,16
23.4.e 6 42 0,14
23.5.a 6 42 0,14
23.5.b 5 42 0,11
23.5.c ih! 42 0,28
23.5.d 7 42 0,16
23.5.e 8 42 0,19
24.1.a 5 42 0,11 0,2
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24.1.b 5 42 0,11
24.4.c 7 42 0,16
24.1d 9 42 0,21
24.1.e 6 42 0,14
24.2.a 9 42 0,21
242 7 42 0,16
24.2.c 11 42 0,28
24.2.d 9 42 0,21
24.2.e 9 42 0,21
24.3a 8 42 0,19
24.3b 7 42 0,16
24.3.c 8 42 0,19
24.3.d 6 42 0,14
24.3e 6 42 0,14
24.4.a 6 42 0,14
24.4b 10 42 0,21
24.4.c 15 42 0,35
24.4.d 13 42 03
24.4.e 11 42 0,26
245.a 10 42 0,21
24.5b 13 42 0,3
24.5.c 10 42 0,21
24.5d 9 42 0,21
245 8 42 0,19
25.1.a 9 42 0,21 0,179
25.1.b 7 42 0,16
25.1.c 8 42 0,19
25.1.d 8 42 0,19
25.1.e 11 42 0,26
25.2.a 7 42 0,16
25.2.b 7 42 0,16
25.2.c 9 42 0,21
25.2.d 6 42 0,14
25.2.e 11 42 0,26
25.3.a 8 42 0,19
25.3.b 7 42 0,16
25.3.c 8 42 0,19
25.3d 6 42 0,14
25.3. 6 42 0,14
25.4.a 10 42 0,21
25.4.b 8 42 0,19
25.4.c 6 42 0,14
25.4.d 6 42 0,14
25.4.e 10 42 0,21
25.5.a 10 42 0,21
25.5.b 5 42 0,11

53



25.5.c 7 42 0,16
25.5.d 8 42 0,19
25.5.e 7 42 0,16
26.1.a 7 42 0,16 0,172
26.1.b 8 42 0,19
26.1.c 7 42 0,16
26.1.d 7 42 0,16
26.1.e 6 42 0,14
26.2.a 7 42 0,16
26.2.b 7 42 0,16
26.2.c 7 42 0,16
26.2.d 8 42 0,19
26.2. 6 42 0,14
26.3.a 6 42 0,14
26.3.b 7 42 0,16
26.3.c 10 42 0,21
26.3.d 8 42 0,19
26.3. 6 42 0,14
26.4.a 11 42 0,26
26.4.b 6 42 0,14
26.4.c 7 42 0,16
26.4.d 8 42 0,19
26.4.e 11 42 0,26
26.5.a 9 42 0,21
26.5. 6 42 0,14
26.5.c 7 42 0,16
26.5.d 8 42 0,19
26.5.e 6 42 0,14
27.1.e 10 42 0,21 0,17
27.2.a 9 42 0,21
27.2.b 6 42 0,14
27.2.c 8 42 0,19
27.2d 7 42 0,16
27.2. 8 42 0,19
27.3a 9 42 0,21
27.3.b 10 42 0,21
27.3.c 6 42 0,14
27.3d 7 42 0,16
27.3e 8 42 0,19
27.4a 7 42 0,16
27.4.b 7 42 0,16
27.4.c 10 42 0,21
27.4.d 6 42 0,14
27.4e 10 42 0,21
27.5.a 8 42 0,19
27.5.b 7 42 0,16
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27.5.c 6 42 0,14
27.5d 8 42 0,19
27.5.e 5 42 0,11
28.1.a 7 42 0,16 0,176
28.1.b 8 42 0,18
28.1.c 6 42 0,14
28.1.d 7 42 0,16
28.1.e 6 42 0,14
28.2.a 8 42 0,18
28.2.b 9 42 0,21
28.2.c 7 42 0,16
28.2.d 12 42 0,28
28.2.e 9 42 0,21
28.3.a 6 42 0,14
28.3.b 8 42 0,18
28.3.c 7 42 0,16
28.3.d 6 42 0,14
28.3.e 9 42 0,21
28.4.a 9 42 0,21
28.4.b 8 42 0,18
28.4.c 8 42 0,18
28.4.d 7 42 0,16
28.4.e 6 42 0,14
28.5.a 8 42 0,18
28.5.b 8 42 0,18
28.5.c 6 42 0,14
28.5.d 9 42 0,21
28.5.e 8 42 0,18
29.1.a 8 42 0,18 0,164
29.2.b 7 42 0,16
29.1.c 6 42 0,14
29.1.d 6 42 0,14
29.1.e 8 42 0,18
29.2.a 7 42 0,16
29.2.b 6 42 0,14
29.2.c 8 42 0,18
29.2.d 8 42 0,18
29.2.e 8 42 0,18
29.3.a 6 42 0,14
29.3.b 6 42 0,14
29.3.c 7 42 0,16
29.3.d 7 42 0,16
29.3.e 8 42 0,18
29.4.a 6 42 0,14
29.4.b 8 42 0,18
29.4.c 5 42 0,11
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29.4.d 7 42 0,16
29.4. 7 42 0,16
29.5.a 10 42 0,21
295 10 42 0,21
29.5.c 7 42 0,16
29.5d 6 42 0,14
29.5.e 10 42 0,21
30.1.a 6 42 0,14 0,153
30.1.b 5 42 0,11
30.1.c 9 42 0,21
30.1.d 6 42 0,14
30.1.e 4 42 0,09
30.2.a 9 42 0,21
30.2.b 8 42 0,18
30.2.c 7 42 0,16
30.2.d 14 42 0,33
30.2.e 6 42 0,14
30.3.a 7 42 0,16
30.3.b 3 42 0,07
30.3.c 13 42 03
30.3.d 6 42 0,14
30.3.e 8 42 0,18
30.4.2 4 42 0,09
30.4.b 5 42 0,11
30.4.c 3 42 0,07
30.4.d 8 42 0,18
30.4.e 5 42 0,11
30.5.a 8 42 0,18
30.5.b 6 42 0,14
30.5.c 5 42 0,11
30.5.d 8 42 0,18
30.5.e 5 42 0,11
31.1.a 6 42 0,14 0,138
31.1b 6 42 0,14
31.1.c 5 42 0,11
31.1d 6 42 0,14
31.1e 6 42 0,14
31.2.a 5 42 0,11
31.2b 6 42 0,14
31.2.c 8 42 0,18
31.2d 7 42 0,16
31.2e 5 42 0,11
31.3.a 5 42 0,11
31.3b 5 42 0,11
31.3.c 5 42 0,11
31.3.d 5 42 0,11
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31.3e 6 42 0,14
31.4.a 7 42 0,16
31.4b 7 42 0,16
31.4.c 5 42 0,11
31.4.d 5 42 0,11
31.4e 8 42 0,18
31.5.a 6 42 0,14
31.5b 7 42 0,16
31.5.c 7 42 0,16
31.5.d 8 42 0,18
31.5.e 7 42 0,16
32.1.a 9 42 0,21 0,149
32.1b 10 42 0,21
32.1.c 6 42 0,14
32.1d 8 42 0,18
32.1e 6 42 0,14
32.2.a 5 42 0,11
32.2b 6 42 0,14
32.2.c 5 42 0,14
32.2d 5 42 0,14
32.2e 8 42 0,18
32.3a 5 42 0,11
32.3b 6 42 0,14
32.3.c 5 42 0,11
32.3.d 7 42 0,16
32.3e 7 42 0,16
32.4.a 8 42 0,18
32.4b 6 42 0,14
32.4.c 4 42 0,09
32.4d 7 42 0,16
32.4e 6 42 0,14
325.a 8 42 0,18
32.5b 7 42 0,16
32.5.c 7 42 0,16
32.5d 6 42 0,14
325e 5 42 0,11
33.1.a 8 42 0,18 0,158
33.1b 8 42 0,18
33.1.c 7 42 0,16
33.1.d 6 42 0,14
33.1.e 6 42 0,14
33.2.a 8 42 0,18
33.2b 5 42 0,11
33.2.c 6 42 0,14
33.2.d 5 42 0,11
33.2.e 9 42 0,21
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33.3.a 6 42 0,14
33.3.b 6 42 0,14
33.3.c 5 42 0,11
33.3.d 6 42 0,14
33.3.e 7 42 0,16
33.4.a 8 42 0,18
33.4.b 7 42 0,16
33.4.c 7 42 0,16
33.4.d 6 42 0,14
33.4.e 8 42 0,18
33.5.a 9 42 0,21
33.5.b 8 42 0,18
33.5.c 8 42 0,18
33.5.d 7 42 0,16
33.5.e 7 42 0,16
34.1.a 7 42 0,16 0,143
34.1.b 7 42 0,16
34.1.c 8 42 0,18
34.1.d 8 42 0,18
34.1.e 6 42 0,14
34.2.a 6 42 0,14
34.2.b 5 42 0,11
34.2.c 6 42 0,14
34.2.d 6 42 0,14
34.2.e 6 42 0,14
34.3.a 8 42 0,18
34.3.b 6 42 0,14
34.3.c 5 42 0,11
34.3.d 6 42 0,14
34.3.e 5 42 0,11
34.4.a 6 42 0,14
34.4.b 6 42 0,14
34.4.c 9 42 0,21
34.4.d 6 42 0,14
34.4.e 7 42 0,16
34.5.a 5 42 0,11
34.5.b 5 42 0,11
34.5.c 6 42 0,14
34.5.d 7 42 0,16
34.5.e 5 42 0,11
35.1.a 5 42 0,11 0,136
35.1.b 5 42 0,11
35.1.c 6 42 0,14
35.1.d 5 42 0,11
35.1.e 9 42 0,21
35.2.a 6 42 0,14
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35.2.b 5 42 0,11
35.2.c 6 42 0,14
35.2.d 7 42 0,16
35.2.e 5 42 0,11
35.3.a 7 42 0,16
35.3.b 9 42 0,21
35.3.c 4 42 0,09
35.3.d 7 42 0,16
35.3.e 6 42 0,14
35.4.a 5 42 0,11
35.4.b 6 42 0,14
35.4.c 6 42 0,14
35.4.d 6 42 0,14
35.4.e 5 42 0,11
85.5.a 6 42 0,14
35.5.b 5 42 0,11
35.5.c 5 42 0,11
35.5.d 5 42 0,11
35.5.e 9 42 0,21
36.1.a 7 42 0,16 0,149
36.1.b 6 42 0,14
36.1.c 6 42 0,14
36.1.d 7 42 0,16
36.1.e 9 42 0,21
36.2.a 5 42 0,11
36.2.b 10 42 0,21
36.2.c 6 42 0,14
36.2.d 6 42 0,14
36.2.e 6 42 0,14
36.3.a 6 42 0,14
36.3.b 5 42 0,11
36.3.c 6 42 0,14
36.3.d 6 42 0,14
36.3.e 8 42 0,18
36.4.a 7 42 0,16
36.4.b 7 42 0,16
36.4.c 6 42 0,14
36.4.d 7 42 0,16
36.4.e 8 42 0,18
36.5.a 10 42 0,21
36.5.b 5 42 0,11
36.5.c 6 42 0,14
36.5.d 5 42 0,11
36.5.e 5 42 0,11
61.1.a 4 42 0,09 0,116
61.1.b 4 42 0,09
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61.1.c 4 42 0,09
61.1d 3 42 0,07
61.1.e 5 42 0,11
61.2.a 5 42 0,11
61.2.b 6 42 0,14
61.2.c 4 42 0,09
61.2d 5 42 0,11
61.2.e 5 42 0,11
61.3.a 4 42 0,09
61.3.b 5 42 0,11
61.3.c 7 42 0,16
61.3.d 6 42 0,14
61.3.e 4 42 0,09
61.4.a 4 42 0,09
61.4.b 8 42 0,18
61.4.c 5 42 0,11
61.4.d 5 42 0,11
61.4.e 6 42 0,14
61.5.a 5 42 0,11
61.5. 6 42 0,14
61.5.c 7 42 0,16
61.5.d 5 42 0,11
61.5.e 7 42 0,16
62.1.a 4 42 0,09 0,135
62.1.b 6 42 0,14
62.1.c 6 42 0,14
62.1.d 4 42 0,09
62.1. 6 42 0,14
62.2.a 5 42 0,11
62.2.b 6 42 0,14
62.2.c 6 42 0,14
62.2.d 5 42 0,11
62.2.e 5 42 0,11
62.3.a 4 42 0,09
62.3.b 4 42 0,09
62.3.c 8 42 0,18
62.3.d 12 42 0,28
62.3. 6 42 0,14
62.4.a 4 42 0,09
62.4.b 8 42 0,18
62.4.c 5 42 0,11
62.4.d 5 42 0,11
62.4.e 6 42 0,14
62.5.a 5 42 0,11
62.5.b 7 42 0,16
62.5.c 6 42 0,14
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62.5.d 6 42 0,14
62.5.e 9 42 0,21
63.1.a 6 42 0,14 0,112
63.1.b 10 42 0,21
63.1.c 8 42 0,18
63.1.d 5 42 0,11
63.1.e 3 42 0,07
63.2.a 5 42 0,11
63.2.b 4 42 0,09
63.2.c 6 42 0,14
63.2.d 3 42 0,07
63.2.e 5 42 0,11
63.3.a 5 42 0,11
63.3.b 4 42 0,09
63.3.c 4 42 0,09
63.3.d 4 42 0,09
63.3.e 4 42 0,09
63.4.a 8 42 0,18
63.4.b 3 42 0,07
63.4.c 3 42 0,07
63.4.d 4 42 0,09
63.4.e 4 42 0,09
63.5.a 5 42 0,11
63.5.b 5 42 0,11
63.5.c 4 42 0,09
63.5.d 7 42 0,16
63.5. 6 42 0,14
64.1.a 4 42 0,09 0,119
64.1.b 6 42 0.14
64.1.c 4 42 0,09
64.1.d 5 42 0,11
64.1.e 5 42 0,11
64.2.a 4 42 0,09
64.2.b 4 42 0,09
64.2.c 5 42 0,11
64.2.d 5 42 0,11
64.2.e 4 42 0,09
64.3.a 7 42 0,16
64.3.b 7 42 0,16
64.3.c 6 42 0,14
64.3.d 5 42 0,11
64.3.e 6 42 0,14
64.4.a 6 42 0,14
64.4.b 4 42 0,09
64.4.c 6 42 0,14
64.4.d 7 42 0,16
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64.4.e 8 42 0,18
64.5.a 6 42 0,14
64.5.b 4 42 0,09
64.5.c 5 42 0,11
64.5.d 5 42 0,11
64.5.e 4 42 0,09
65.1.a 7 42 0,16 0,12
65.1.b 8 42 0,18
65.1.c 6 42 0,14
65.1d 5 42 0,11
65.1.e 7 42 0,16
65.2.a 11 42 0,26
65.2.b 4 42 0,09
65.2.c 6 42 0,14
65.2.d 5 42 0,11
65.2.e 5 42 0,11
65.3.a 3 42 0,07
65.3.b 7 42 0,16
65.3.c 3 42 0,07
65.3.d 6 42 0,14
65.3.e 4 42 0,09
65.4.a 6 42 0,09
65.4.b 3 42 0,07
65.4.c 5 42 0,11
65.4.d 5 42 0,11
65.4.e 5 42 0,11
65.5.a 8 42 0,18
65.5.b 3 42 0,07
65.5.c 5 42 0,11
65.5.d 5 42 0,11
65.5.e 3 42 0,07
66.1.a 5 42 0,11 0,119
66.1.b 4 42 0,09
66.1.c 8 42 0,18
66.1.d 5 42 0,11
66.1.e 5 42 0,11
66.2.a 5 42 0,11
66.2.b 6 42 0,14
66.2.c 6 42 0,14
66.2.d 7 42 0,16
66.2.e 4 42 0,09
66.3.a 5 42 0,11
66.3.b 5 42 0,11
66.3.c 3 42 0,07
66.3.d 6 42 0,14
66.3.e 5 42 0,11
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66.4.a 4 42 0,09
66.4.b 4 42 0,09
66.4.c 4 42 0,09
66.4.d 4 42 0,09
66.4. 7 42 0,16
66.5.a 7 42 0,16
66.5.0 4 42 0,09
66.5.c 5 42 0,11
66.5.d 9 42 0,21
66.5. 5 42 0,11
67.1.a 9 42 0,21 0,118
67.1.b 9 42 0,21
67.1.c 7 42 0,16
67.1d 5 42 0,11
67.1.e 5 42 0,11
67.2.a 5 42 0,11
67.2.b 4 42 0,09
67.2.c 7 42 0,16
67.2.d 4 42 0,09
67.2.¢ 6 42 0,14
67.3.a 4 42 0,09
67.3.b 4 42 0,09
67.3.c 6 42 0,14
67.3.d 4 42 0,09
67.3. 2 42 0,04
67.4.a 9 42 0,21
67.4.b 5 42 0,11
67.4.c 3 42 0,07
67.4.d 4 42 0,09
67.4.¢ 7 42 0,16
67.5.a 4 42 0,09
67.5. 5 42 0,11
67.5.c 3 42 0,07
67.5.d 5 42 0,11
67.5.e 5 42 0,11
68.1.a 7 42 0,16 0,1
68.1.b 6 42 0,14
68.1.c 5 42 0,11
68.1.d 3 42 0,07
68.1.e 4 42 0,09
68.2.a 3 42 0,07
68.2.b 5 42 0,11
68.2.c 3 42 0,07
68.2.d 4 42 0,09
68.2. 6 42 0,14
68.3.a 5 42 0,11
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68.3.b 6 42 0,14
68.3.c 7 42 0,16
68.3.d 6 42 0,14
68.3.e 4 42 0,09
68.4.a 5 42 0,11
68.4.b 4 42 0,09
68.4.c 3 42 0,07
68.4.d 5 42 0,11
68.4.e 4 42 0,09
68.5.a 5 42 0,11
68.5.b 7 42 0,16
68.5.c 3 42 0,07
68.5.d 4 42 0,09
68.5. 6 42 0,14
69.1.a 4 42 0,09 0,094
69.1.b 2 42 0,04
69.1.c 6 42 0,14
69.1.d 4 42 0,09
69.1.e 5 42 0,11
69.2.a 6 42 0,14
69.2.b 5 42 0,11
69.2.c 5 42 0,11
69.2.d 4 42 0,09
69.2.e 4 42 0,09
69.3.a 3 42 0,07
69.3.b 3 42 0,07
69.3.c 3 42 0,07
69.3.d 2 42 0,04
69.3.e 7 42 0,16
69.4.a 3 42 0,07
69.4.b 3 42 0,07
69.4.c 4 42 0,09
69.4.d 1 42 0,02
69.4.e 4 42 0,09
69.5.a 3 42 0,07
69.5.b 5 42 0,11
69.5.c 4 42 0,09
69.5.d 8 42 0,18
69.5.e 7 42 0,16
70.1.a 3 42 0,07
70.1.b 3 42 0,07 0,109
70.1.c 5 42 0,11
70.1.d 3 42 0,07
70.1.e 3 42 0,07
70.2.a 5 42 0,11
70.2.b 3 42 0,07
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70.2.c 4 42 0,09
70.2.d 5 42 0,11
70.2.e 7 42 0,16
70.3.a 7 42 0,16
70.3.b 4 42 0,09
70.3.c 5 42 0,11
70.3.d 8 42 0,18
70.3.e 4 42 0,09
70.4.a 3 42 0,07
70.4.b 3 42 0,07
70.4.c 5 42 0,11
70.4.d 5 42 0,11
70.4.e 5 42 0,11
70.5.a 5 42 0,11
70.5.b 9 42 0,21
70.5.c 3 42 0,07
70.5.d 7 42 0,16
70.5.e 5 42 0,11
71.1.a 5 42 0,11 0,08
71.1.b 5 42 0,11
714.c 4 42 0,09
71.1d 5 42 0,11
71.1.e 3 42 0,07
71.2.a 2 42 0,04
71.2.b 3 42 0,07
71.2.c 5 42 0,11
71.2d 5 42 0,11
71.2.e 4 42 0,09
71.3.a 4 42 0,09
71.3.b 4 42 0,09
71.3.c 3 42 0,07
71.3.d 5 42 0,11
71.3.e 5 42 0,11
71.4.a 4 42 0,09
71.4.b 5 42 0,11
71.4.c 5 42 0,11
71.4d 3 42 0,07
71.4.e 3 42 0,07
71.5.a 3 42 0,07
71.5.b 2 42 0,04
71.5.c 3 42 0,07
71.5.d 3 42 0,07
71.5.e 4 42 0,09
72.1.a 3 42 0,07 0,088
72.1.b 3 42 0,07
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72.4.c 4 42 0,09
72.1d 5 42 0,11
72.1e 4 42 0,09
72.2.a 2 42 0,04
72.2b 4 42 0,09
72.2.c 6 42 0,14
72.2d 3 42 0,07
722 5 42 0,11
72.3a 3 42 0,07
72.3b 4 42 0,09
72.3.c 3 42 0,07
72.3d 3 42 0,07
72.3e 4 42 0,09
72.4.a 4 42 0,09
72.4b 3 42 0,07
72.4.c 5 42 0,11
72.4d 3 42 0,07
724 4 42 0,09
725.a 4 42 0,09
72.5b 4 42 0,09
72.5.c 6 42 0,14
72.5d 4 42 0,09
72.5. 4 42 0,09

Legenda: O primeiro numero se refere a identificacao do rato, o segundo ao corte

analisado e a letra ao campo dentro de determinado corte.
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ANEXO 1 - PARECER DO COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DO SETOR
DE CIENCIAS DA BIOLOGICAS/UFPR

——— Setor de Ciéncias Biol6gicas

U F P R Comité de Etica em Experimentagao Animal
(CEEA)

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

CERTIFICADO

O Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) do Setor de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal do Parana, instituido pela PORTARIA N° 787/03-BL,
de 11 de junho de 2003, com base nas normas para a constituicdo e funcionamento do
CEEA, estabelecidas pela RESOLUCAO N° 01/03-BL, de 09 de maio de 2003 e
considerando o contido no Regimento Interno do CEEA, CERTIFICA que o0s
procedimentos utilizando animais no projeto de pesquisa abaixo especificado, estdo de
acordo com os principios éticos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentagéo
Animal (COBEA) e exigéncias estabelecidas em “Guide for the Care and Use of
Experimental Animals (Canadian Council on Animal Care)’.

CERTIFICATION

The Ethics Animal Experiment Committee of the Setor de Ciéncias Bioldgicas of
the Federal University of Parana, established by the DECREE N° 787/03-BL on June 11th
2003, based upon the RESOLUTION N° 01/03-BL from May 9th 2003, and upon the
CEEA internal regiment, CERTIFIES that the procedures using animals in the research
project specified below are in agreement with the ethical principals established by the
Experimental Animal Brazilian Council (COBEA), and with the requirements of the “Guide
for the Care and Use of Experimental Animals (Canadian Council on Animal Care)”.

PROCESSO: 23075.032620/2010-10 APROVADO: 17/08/2010 — R.O. 07/2010
TiTULO: Avaliacao anatomo-fisiolégica do envelhecimento urogenital masculino

AUTORES: Rogério de Fraga, Edison Luiz P. Farias, Djanira Veronez, Ciro Alberto de
Oliveira Ribeiro, Marta Margarete Cestari, Helena Cristina Silva de Assis, Francisco
Filipak Neto, Alanna Silva Huk, Larissa Remonti Bessani

DEPARTAMENTO: Anatomia

L0 ndi Ao
Prof. Dr. Aleksander Roberto Zampronio
Coordenador do CEEA
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ANEXO 2 - PROTOCOLO DE SUBMISSAO DO ARTIGO NO JORNAL CIENTIFICO ACTA
CIRURGICA BRASILEIRA

From: actacirbras@gmail.com
To: thiago_hota30@yahoo.com.br
cc:
Subject: Acta Cirlrgica Brasileira - Decision on Manuscript ID ACB-2019-0032.R1
Body: 25-Jul-2019
Dear Dr. Hota:
It is a pleasure to accept your manuscript entitled "STEREOLOGICAL ANALYSIS OF ELASTIC FIBERS OF THE CORPUS CAVERNOSUM OF RATS DURING THE AGING PROCESS” in its current form for publication in the Acta
Cirdrgica Brasileira.

our publishing team will contact you for futher details before final publication. Authors should provide a STRUCTURED ABSTRACT (look at the instructions to authors) and send to our team when they contact you.
Thank you for your fine contribution. On behalf of the Editors of the Acta Cirlirgica Brasileira, we look forward to your continued contributions to the Journal.

Sincerely,
Prof. Edna Montero

Editor-in-Chief, Acta Cirdrgica Brasileira
actacirbras@gmail.com

Date Sent: 25-1ul-2019
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