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RESUMO 
 

 
Introdução e objetivo: A causa da doença de Peyronie (DP) ainda não está 
completamente compreendida. O objetivo deste estudo foi analisar as alterações 
histológicas e bioquímicas que ocorrem após a instilação de sangue na túnica 
albugínea (TA) de ratos com ênfase no processo de remodelação da matriz 
extracelular (MEC), sem formação de placa. Métodos: Trinta ratos Wistar machos 
foram divididos em 4 grupos: dois grupos controle com instilação de água destilada 
na TA seguido de penectomia após 15 ou 45 dias, respectivamente e dois grupos 
experimentais com instilação de sangue na TA seguido de penectomia após 15 dias 
ou 45 dias, respectivamente. Foram realizadas análises histológica, 
imunofluorescência e imuno-histoquímica. Resultados e discussão: A maior 
presença de tecido fibrótico em ratos injetados com sangue demonstra alterações na 
TA semelhantes as  encontradas na DP. O aumento da expressão de TGF-β, MMP9, 
HPSE e biglycan associado à diminuição da expressão de syndecan-1 e agrecam 
nos grupos experimentais sugeriu um aumento na remodelação da MEC. Conclusão: 
Os resultados contribuem para mostrar que o modelo proposto parece desencadear 
alterações na MEC semelhantes às encontradas em doenças inflamatórias como a 
DP. 
 
Palavras-chave: Modelos animais. Túnica albugínea. TGF-β. Matriz extracellular. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Introduction and objective: The cause of Peyronie's disease (PD) is still not 
completely understood. The objective of this study, therefore, was to analyze the 
histological and biochemical alterations that occur after the instillation of blood in the 
tunica albuginea (TA) of rats with an emphasis on the remodeling process of ECM, 
without plaque formation. Methods: Thirty male Wistar rats were divided into 4 
groups: two control groups with instillation of distilled water in TA followed by 
penectomy after 15 days or 45 days, respectively and two experimental groups with 
instillation of blood in TA followed by penectomy after 15 days or 45 days, 
respectively. Histological, immunofluorescent and immunohistochemical analyses 
were performed. Results and discussion: The higher presence of fibrotic tissue in rats 
injected with blood demonstrate alterations in TA similar to inflammation found in PD. 
The increased expression of TGF- β, MMP9, HPSE and biglycan associated with the 
decreased expression of syndecan-1 and aggrecan in the experimental groups 
suggested an enhancement in the remodeling of ECM. Conclusion: The results 
contribute to show that the proposed model appears to trigger alterations in the ECM 
similar to the ones found in inflammatory diseases such as PD.  

Keywords: Models, animal. Tunica albugínea. TGF-β. Extracellular Matrix  
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1 INTRODUÇÃO 
  

A doença de Peyronie (DP) foi descrita pela primeira vez em 1743 por François 

Gigot de La Peyronie e caracteriza-se pela formação de placas de fibrose nos corpos 

cavernosos do pênis (ANDROSTOUS, 2002). Estima-se que sua prevalência ocorra 

entre 0,4 – 9% da população do sexo masculino (SOMMERS et al., 2002). 

Clinicamente a doença é dividida em duas fases: aguda e crônica. Na fase aguda o 

principal sintoma é a dor durante a ereção e tem média de duração de 6 a 18 meses. 

A doença evolui com deformidades penianas, que muitas vezes impede a penetração 

durante o ato sexual, fato este que traz muita ansiedade e angústia ao paciente, 

influenciando sobremaneira a qualidade de vida (GELBARD; DOREY; JAMES, 1990). 

Efeitos psicológicos deletérios associados à doença foram relatados por 81% dos 

pacientes portadores da doença, destes, 54% relataram problemas de relacionamento 

e 48% algum grau de depressão significativa (NELSON; MULHALL, 2013). 

  Atualmente a abordagem terapêutica da DP na fase aguda é multimodal. 

Existem inúmeros tratamentos clínicos. A princípio são utilizados na fase aguda e 

têm como objetivo prevenir a evolução da curvatura peniana. Podem ser divididos 

em tratamentos sistêmicos (via oral) ou local (intralesional). Os tratamentos via oral 

mais utilizados são: Vitamina E; Para- aminobenzoato de potássio (Potaba); 

Tamoxifeno e Colchicina. As terapias intralesionais mais comuns são a instilação na 

placa de Verapamil (inibidores de canal da cálcio); Interferon alfa e Colagenase  

(JACK; GONZALEZ-CADAVID; RAJFER, 2005), (GREENFIELD, LEVINE, 2005), 

(RALPH et al., 2010), (LEVINE; BURNETT, 2013). Todos esses tratamentos 

possuem baixas taxas de resolubilidade e de prevenção na evolução da curvatura 

peniana. Sendo assim, nenhum deles é considerado padrão ouro no tratamento da 

DP. Uma vez estabelecida a curvatura peniana incapacitante o tratamento cirúrgico 

se impõe. As principais opções cirúrgicas são as diversas técnicas de plicatura, 

excisão da placa seguida de colocação de enxertos e colocação de prótese peniana 

(MARTINEZ, 2012). 

 A inexistência de um tratamento clínico eficaz da doença com progressão da 

curvatura peniana tem como principal justificativa o fato da fisiopatologia da doença 

ser pouco compreendida, com várias hipóteses formuladas. A hipótese mais aceita é 

a de que microtraumas vasculares repetitivos na túnica albugínea (TA), durante o 

ato sexual em indivíduos predispostos, ocasionaria uma reação inflamatória 
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prolongada e anormal (GONZALEZ-CADAVID et al., 2002), (GONZALEZ-CADAVID; 

RAJFER, 2005).  

Na tentativa de elucidação da fisiopatologia da DP, vários estudos 

experimentais foram desenvolvidos, a maioria deles visando reproduzir a placa de 

Peyronie em animais. Neste panorama, o rato é utilizado como o animal de escolha, 

pois apresenta: anatomia do pênis conhecida; pênis com semelhanças morfológicas 

e funcionais ao pênis humano e é mais econômico de adquirir e manter.  Atualmente 

existem 3 modelos básicos de modelo experimental em ratos para DP que simulam 

alterações histopatológicas semelhantes às que ocorrem na TA humana: Injeção de 

TGF-β (CHUNG; YOUNG; BROCK, 2011); Injeção de Fibrina (GONZALEZ-

CADAVID; RAJFER, 2009) e modelo traumático (EL SAKKA et al., 1998). Apesar 

desses modelos simularem as alterações histopatológicas da doença de Peyronie, 

possuem diversas limitações como: inconsistência da formação de placa, ausência 

de curvatura peniana, ausência de calcificação, dificuldades técnicas inerentes ao 

uso das substâncias e custo elevado. Além disso, em nenhum destes modelos a 

cadeia reacional fisiopatológica foi representada desde o seu aparecimento, ou seja, 

no momento do extravasamento sanguíneo na albugínea do corpo cavernoso. 

A DP se caracteriza por um distúrbio inflamatório semelhante ao que ocorre 

em outras doenças. Um bom exemplo é a doença de Dupuytren (DD), que se 

caracteriza por uma fibromatose palmar que ocasiona contratura digital progressiva 

e incapacitante dos indivíduos acometidos (RAYAN, 1999). Atualmente, diversos 

estudos relatam alterações da matrix extracelular (MEC) como uma das principais 

responsáveis na fisiopatologia de doenças caracterizadas por processos 

inflamatórios anômalos, incluindo a DD (KOZMA et al., 2005). No entanto, não há na 

literatura qualquer evidência relacionando DP e alterações da MEC. 

1.1 Objetivo 
 

Modelos experimentais da doença de Peyronie em animais podem contribur 

significativamente para a elucidação e compreensão da fisiopatologia da doença. O 

desenvolvimento de modelos da doença de Peyronie em animais, certamente pode 

auxiliar estudos com novas drogas de forma segura, ocasionando um grande avanço 

na terapêutica da doença.  
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O objetivo deste projeto de pesquisa é desenvolver um novo modelo 

experimental em ratos para DP, através da injeção de sangue do próprio animal na 

túnica albugínea do corpo cavernoso e avaliar as alterações que ocorrem na MEC. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA  
 

O objetivo desta seção é a atualização por revisão da literatura dos temas 

abordados neste estudo. Dividimos este item nos seguintes tópicos: anatomia 

peniana e doença de Peyronie; matriz extracelular e o processo inflamatório; fibras 

de colágeno e o processo inflamatório; glicosaminoglicanos e o processo 

inflamatório; fisiopatologia da doença de Peyronie e modelos experimentais da 

doença de Peyronie.  

 

2.1 Anatomia peniana e a Doença de Peyronie 
  

O corpo peniano é formado basicamente por duas hastes trabeculadas de 

tecido muscular denominados corpos cavernosos. Estes se fixam separadamente no 

períneo junto ao diafragma pélvico e terminam distalmente com a sobreposição da 

glande peniana, uma extensão do corpo esponjoso que recobre a uretra, situada 

ventralmente aos corpos cavernosos. Os corpos cavernosos são separados por um 

septo com livre comunicação vascular, o que permite imediato preenchimento 

sanguíneo e consequentemente uma adequada função erétil. 

 O pênis é revestido pelas seguintes camadas na direção exterior para interior: 

tecido cutâneo; fáscia superficial de Dartos; fáscia profunda de Buck; túnica 

albugínea e corpos cavernosos. 

Das fáscias de revestimento peniano a túnica albugínea (TA) assume papel 

fundamental na ereção peniana. Sua grande capacidade elástica permite a formação 

de um compartimento de altas pressões no interior dos corpos cavernosos, 

ocasionando o aspecto de rigidez durante a ereção peniana.  A TA é formada 

essencialmente por fibras colágenas e elásticas distribuídas em 2 camadas: 

longitudinal externa e circular interna. Habitualmente, a capacidade elástica da TA 

ocorre de maneira uniforme por toda extensão dos corpos cavernosos. Na DP há 

formação de placas fibróticas em parte ou partes da TA, de modo que nestas 

regiões ocorre a perda da elasticidade. Consequentemente, durante as ereções 

penianas não haverá a distensão da TA nestas regiões, ocasionando a curvatura 

peniana característica da DP. 
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2.2 Matriz extracelular e o processo inflamatório 
 

A MEC é composta por diversas moléculas, tais como glicoproteínas, 

colágenos, elastina e glicosaminoglicanos que formam um complexo tridimensional 

como mostra a figura 01. 

Figura 1 - Interações entre moléculas constituintes da matriz extracelular 

 

Fonte: Adaptado de Zhu e Marchant, 2011 

 

Além de propocionar suporte ao tecido conjuntivo, as moléculas constituintes 

da MEC apresentam diversas funções biológicas, sendo capazes de modular 

processos de adesão, migração, proliferação, diferenciação e sobrevivência celular 

(JARVELAINEN et al., 2009). A lesão tecidual desencadeia um microambiente 

inflamatório caracterizado não somente por deposição de componentes da MEC, 

mas também por aumento da angiogênese, migração de células inflamatórias e 

concentração de mediadores inflamatórios (HANAHAN; WEINBERG, 2011).  
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2.3 Fibras de Colágeno e Processo Inflamatório 
 

O sistema colágeno é constituído por fibras colágenas (FC) e reticulares e 

possui diversas funções, sendo a principal delas a de sustentação estrutural. Possui 

também papel fundamental no processo de cicatrização tecidual. As FC são 

compostas de proteínas dispostas em cadeias peptídicas longas produzidas pelos 

fibroblastos e são os tipos mais abundantes de fibras do tecido conjuntivo. Suas 

principais características são sua alta flexibilidade e força tênsil. As FC são 

constituídas por subunidades denominadas fibrilas de colágeno. Estas se organizam 

e formam as moléculas de colágeno, que por sua vez se organizam em uma hélice 

tríplice, constituindo a fibra de colágeno. Cada unidade da hélice tríplice é 

denominada cadeia alfa. Elas variam de tamanho de 600 a 3.000 aminoácidos, 

caracterizando 42 tipos de cadeias alfa. Os principais AA que constituem o colágeno 

são a glicina (33,5%), prolina (12%) e a hidroxiprolina (10%) (JUNQUEIRA; 

CARNEIRO, c2008). As várias combinações de cadeias alfa dão origem aos 28 tipos 

de colágenos existentes (ROSS; PAWLINA, 2012). A formação das FC envolvem 

eventos que ocorrem dentro e fora dos fibroblastos. Processos intracelulares que 

ocorrem em diversas estruturas (núcleo; retículo endoplasmático rugoso; complexo 

de Golgi) originam o pró-colágeno. Este é secretado da célula e sob mediação da 

membrana plasmática é convertido em uma molécula de colágeno madura em um 

processo denominado fibrilogênese. A síntese de colágeno é regulada por 

interações complexas entre fatores de crescimento, hormônios e citocinas. O fator 

de crescimento Beta (TGF-β) e o fator de crescimento derivado das plaquetas 

(PDGF) estimulam a síntese de colágeno pelos fibroblastos, enquanto que os 

glicocorticóides inibem. A degradação do colágeno se realiza através de 2 vias: 

- Degradação fagocítica: ocorre no meio intracelular por macrófagos e 

fibroblastos. 

- Degradação proteolítica (principal via): ocorre no meio extracelular através de 

enzimas denominadas metaloproteinases da matriz extracelular, que são 

secretadas por várias células do tecido conjuntivo (fibroblastos, condrócitos, 

monócitos, macrófagos e neutrófilos), algumas células epiteliais e células 

tumorais. As principais MMP são as colagenases, que degradam os tipos de 

colágeno I, II, III e X. 
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Na doença de Peyronie, a hiperestimulação na produção das fibras colágenas 

associadas à uma deficiência em sua degradação ocasionam uma deposição 

excessiva e desorganizada da mesma, com uma posterior evolução para fibrose 

tecidual. A TA de indivíduos sadios é constituida de 48% por FC, enquanto que em 

indivíduos com a DP este número se eleva para 68% (SOMMERS et al., 1989). 

Ahuja; Sikka e Hellstrom (1999) pesquisou o papel do estresse oxidativo na 

estimulação das FC, através da estimulação com glutaraldeído de fragmento de 

túnica albugínea extraída de pacientes com e sem DP. Observou-se que nos 

pacientes com doença de Peyronie houve uma maior formação de fibras colágenas, 

em comparação com os pacientes sem doença de Peyronie. Em resumo, as 

evidências cientificas mostram que na doença de Peyronie ocorre uma maior 

prevalência e desorganização das FC. 

 

2.4 Glicosaminoglicanos e o processo inflamatório 
 

Os glicosaminoglicanos (GAGs) são polissacarídeos lineares formados por 

unidades dissacarídicas repetitivas. Os GAGs são classificados de acordo com a 

constituição das unidades dissacarídicas, grau e posição da sulfatação, tipo de 

ligação glicosídica, bem como a presença ou não de grupos sulfatados (DIETRICH 

et al., 1998). Os tipos de GAGs são: heparam sulfato (HS), condroitim sulfato (CS), 

dermatam sulfato (DS), queratam sulfato (QS), heparina e ácido hialurônico (AH). 

Diante da diversidade de funções dos GAGs da MEC, não é surpresa que a 

degradação enzimática de tais compostos possa afetar profundamente uma 

variedade de processos patofisiológicos, incluindo o processo inflamatório (ELKIN, 

2001; GOTTE 2003; VREYS et al., 2005; LI; VLODAVSKY, 2009).  

Especificamente, as cadeias de HS interagem com uma série de fatores 

solúveis, incluindo os fatores pró-angiogênicos tais como VEGF (fator de 

crescimento de endotélio vascular) e FGF-2 (fator de crescimento de fibroblastos 2), 

citocinas e outros componentes da MEC (XIAN, GOPAL, COUCHMAN, 2010; TENG; 

AQUINO; PARK, 2012). As cadeias de HS do proteoglicano podem ser degradadas 

por ação de endoglicosidases e exoglicosidases que promovem, respectivamente, a 

quebra de ligações glicosídicas (VLODAVSKY et al., 1983; NADER et al., 1990; 

VLODAVSKY et al., 2007). É importante ressaltar que a ação da HPSE sobre as 
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cadeias de proteoglicanos de HS gera oligossacarídeos que podem intensificar o 

processo inflamatório, angiogênese e proliferação celular (VLODAVSKY et al., 2001; 

SANDERSON et al., 2005; THEODORO et al., 2007; VLODAVSKY et al., 2008; 

VLODAVSKY et al., 2012). A quebra das cadeias de HS pela HPSE é acompanhada 

de ativação de metaloproteinases (MMP), especificamente a metaloprotease-9 que 

atua em sinergia com a heparanase. Em resumo, a liberação de TGF-β desencadeia 

uma cascata de sinais intracelulares que estimulam a liberação de HPSE, que irá 

agir na degradação e desarranjo dos glicosaminoglicanos da matriz extracelular. 

Destes processos surgirão a formação de oligossacarídeos e metaloproteinases que 

irão interagir com fatores de crescimento e sinergicamente com a própria 

heparanase, perpetuando o processo inflamatório.  

Estudos analisando a formação de fibrose renal em animais evidenciaram 

que, para o surgimento de fibrose, faz-se necessária a diferenciação de células 

epiteliais em células mesenquimais, ou seja, transformação dos fibroblastos em 

miofibroblastos. Este processo tem como estimuladores principais o TGF-β e o fator 

de crescimento de fibroblastos 2 (FGF-2). No entanto, parece ser fundamental a 

presença da heparanase (Figura 02), uma vez que nos ratos em que houve a 

inibição da HPSE com heparina não houve o aumento destes fatores de 

crescimento, assim como a formação de fibrose. Postula- se que a ausência de 

HPSE possa prevenir a estimulação do TGF-β por outros fatores de crescimento, 

como por exemplo o FGF-2. Em outras palavras, a HPSE seria um mediador indireto 

da liberação de TGF-β. 
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Figura 2 - Ação da heparanase na transição de células epiteliais para células 
mesenquimais

 
Fonte: Adaptada de Gomes et al., 2013. 

 
O fator específico TGF-β, estimula o seu receptor na superfície da célula tumoral (1), e desencadeia 

cascata de sinais intracelulares (2) que provocam aumento da expressão de receptores celulares 
específicos (3), além de também ativar a expressão de genes específicos (5), aumento da transcrição 
e tradução da enzima heparanase (6). Tal enzima heparanase passa a ser secretada para a MEC (7) 

e degrada cadeias de heparam sulfato de proteoglicanos (8), gerando oligossacarídeos que 
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intensificam angiogênese (7). Outras enzimas como metaloproteases também aumentam sua 
expressão, são secretadas para MEC (10) e promovem o “shedding” ou degradação do esqueleto 

proteico de proteoglicanos de heparam sulfato da superfície celular, facilitando assim a secreção de 
tais proteoglicanos para a circulação (11). Todos os eventos de transdução de sinal desencadeados 

na célula epitelial acarretam alteração, transformando tal célula em uma célula mesenquimal 
indiferenciada que passa a secretar fatores tumorais para a circulação (12). 

 

2.5 Fisiopatogenia da Doença de Peyronie 
 

A exata fisiopatologia da DP não é conhecida. No entanto, nos últimos anos, 

estudos de pesquisa básica vêm demonstrando evolução neste processo, 

principalmente no que diz respeito às bases histológicas e moleculares da doença. A 

teoria atual mais aceita pelos pesquisadores seria a de que, durante o ato sexual, 

em indivíduos predispostos geneticamente, microtraumas penianos desencadeiem 

um processo inflamatório/cicatricial anômalo (HAUCK et al., 2003). Nesses 

indivíduos, após a ruptura da TA ocorre extravasamento sanguíneo que estimula a 

ação e proliferação de vários fatores de crescimento de forma descontrolada, sendo 

o fator de crescimento TGF-β o principal deles (EL SAKKA et al., 1997), 

(GONZALEZ-CADAVID; RAJFER, 2005).  Isto estimula a proliferação de fibroblastos 

com deposição persistente e desorganizada de fibrina e fibras de colágeno, levando 

à contração da MEC. Esse processo se inicia com a conversão do fibrinogênio em 

fibrina, pela ação da trombina e formação de uma matrix de suporte para o 

desenvolvimento do processo inflamatório anômalo (MOSESSON, 2005). 

A manutenção do processo ocorre pela transformação de fibroblastos em 

miofibroblastos, que representam 20% das células de cultura de placas de Peyronie 

(MULHALL et al., 2002). Segundo trabalho de Tomasek, 2002, os miofibroblastos 

estão firmemente fixados à matriz extracelular por um citoesqueleto complexo 

composto principalmente de miostatina. Além disso, estes miofibroblastos possuem 

uma disfunção do gene antitumoral P53, não sofrendo o processo de apoptose 

normal, o que perpetua sua existência (MULHALL, 2004a). O estudo destes 

miofibroblastos em cultura de ágar, evidenciou a presença de precursores 

osteogênicos com potencial para calcificação e ossificação (VERNET et al., 2005), 

condição clínica presente nos casos avançados da DP.  
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2.6 Modelos experimentais Doença de Peyronie 
 

Estudos de pesquisa básica para doença de Peyronie vêm sendo realizados 

desde o início da década de 80 (SOMERS et al., 1982)  através da análise de cultura 

celular de fragmentos de placas de Peyronie de humanos. No entanto, foi no final da 

década de 90 e início da década de 2000 que os estudos experimentais com 

animais, especificamente com ratos, surgiram e proporcionaram novas descobertas 

celulares e moleculares a respeito da fisiopatogenia da DP, abrindo novos 

horizontes para abordagens terapêuticas. O primeiro modelo foi proposto em 1997 

pela equipe do Dr. Tom Lue, da Universidade da Califórnia (EL SAKKA et al., 

1997b), com a injeção de TGF-β  na TA de ratos. Dando seguimento à linha de 

pesquisa, no mesmo centro universitário (DAVILA et al., 2003) foi realizada a injeção 

de fibrina na TA de ratos. Desde então, novos modelos in vivo e in vitro vêm sendo 

desenvolvidos. Abaixo analisaremos com maiores detalhes as características dos 

principais modelos experimentais existentes para o estudo da DP. 

 

2.6.1 Modelo TGF-β   
 

Baseado no fato de que o TGF-β é uma das principais citocinas pró – 

inflamatórias existentes em diversos tecidos (WYNN, 2008) e a observação do 

aumento dos seus níveis em tecidos penianos acometidos pela DP (EL SAKKA, 

1997a), Lue e colaboradores injetaram cytomodulina (análogo sintético do TGF-β) na 

túnica albugínea de ratos e após 6 semanas evidenciaram a presença de processo 

inflamatório crônico, elastose focal e difusa, excesso e desorganização das fibras 

colágenas e superexpressão de TGF-β, compatíveis com os encontrados em placas 

de Peyronie humano. Outra vantagem que este modelo demonstrou foi a 

perpetuação do processo inflamatório com apenas uma injeção de TGF-β. Isto se 

deve ao fato da capacidade desta molécula ser capaz de promover sua própria 

síntese através de estimulação trascripcional por feedback (BORDER; RUOSLAHTI, 

1992), uma rede complexa de sinalização que estimula a proliferação e 

diferenciação celular, cujos principais adjuvantes são fatores transcripcionais 

denominados Smads (LUTZ; KNAUS, 2002). Estes estudos originaram o uso de 

Interferon no arsenal terapêutico da DP, pois este inibe a ação da Smad-7, 

impedindo a ação da TGF-β e estimulando a apoptose de miofibroblastos (WEN et 
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al., 2004). Em fase subsequente a este modelo, o uso de colchicina demonstrou a 

quebra de TGF-β com estimulação do processo de colagenase e redução dos 

miofibroblastos. Deu origem ao uso clínico de colchicina durante a fase aguda da 

doença (EL SAKKA et al., 1999). Utilizando um modelo de TGF-β para indução de 

DP, FERRINI E VERNET em 2002 comprovaram que a inibição da iNOS (inducible 

nitric oxide synthetase) exacerbava o processo fibrótico crônico na túnica albugínea 

dos ratos. A hipótese formulada pelos autores foi a de que o iNOS estimularia a 

maior produção de óxido nítrico e este por sua vez teria uma ação anti-fibrótica 

através de dois mecanismos: 1- ligação com os radicais livres impedindo que suas 

formas livres perpetuem o processo inflamatório e 2 – estimulação da apoptose dos 

miofibroblastos. Diante de tais conhecimentos, um novo estudo em ratos foi 

realizado com a instilação de TGF-β  e estes foram separados em 3 grupos: grupo 1 

recebeu sildenafila (inibidor da fosfodiesterase tipo 5- IFDE5); grupo 2 recebeu L-

arginina (substrato da óxido nítrico sintetase) e o grupo 3 recebeu pentoxifilina 

(inibidor não especifico da fosfodiesterase). Após 45 dias, foi realizado penectomia e 

não foi identificado em todos os grupos a formação de placas de Peyronie 

(VALENTE et al., 2003). Outro estudo com administração de vardenafila sublingual 

em ratos, por 14 dias, demonstrou regressão parcial da placa de Peyronie após 

inicio de sua formação (FERRINI et al., 2006). Um estudo in vivo demonstrou que 

alterações fibróticas do corpo cavernoso relacionadas com o envelhecimento foram 

retardadas com o uso crônico dos IFDE5 (FERRINI et al., 2007).   

Apesar de ter influenciado a descoberta de diversas modalidades terapêuticas 

existentes atualmente para DP, este modelo experimental apresenta diversas 

desvantagens que limitam a sua maior utilidade. A principal delas se refere à 

variabilidade de aparecimento e duração da placa após a injeção de TGF-β na túnica 

albugínea, desaparecendo totalmente após 60 dias. Alterações macroscópicas como 

curvatura peniana, calcificação e ossificação da túnica albugínea não estão 

presentes, apesar da realização de múltiplas aplicações (PIAO et al., 2007). Estudos 

quanto à função erétil são conflitantes, alguns demonstrando disfunção e outros não 

(BIVALACQUA et al., 2000). E por fim, seu alto custo limita seu uso a poucos 

centros especializados que dispõem dos recursos financeiros necessários.  
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2.6.2 Modelo de fibrina 
 

Como citado anteriormente, a deposição de fibrina é fundamental para o 

desenvolvimento da placa de Peyronie. Os primeiros a demonstrarem a presença de 

fibrina em placas de Peyronie de humanos foram Somers e Dawson (1997). 

Anteriormente, achados semelhantes foram descritos na DD (contratura das fáscias 

palmar ou plantar), cujas bases fisiopatológicas genéticas e histológicas são 

semelhantes a DP (MERLO et al., 1986). No entanto, foi apenas no início do ano 

2000 (DAVILA et al., 2003) que se desenvolveu um modelo de injeção de fibrina na 

túnica albugínea de ratos. O modelo foi comparado com um grupo com injeção de 

TGF-β  e um grupo controle. Após 3 semanas de injeção, houve a formação de uma 

placa consistente com a DP, com aumento de TGF-β, miofibroblastos e stress 

oxidativo. Além disso, a inibição do processo de fibrinólise foi constatada pela 

presença aumentada do fator de inibição do plasminogênio (PAI-1). Posteriormente, 

foi comprovada a presença aumentada deste mesmo fator em placas de pacientes 

com DP (DAVILA et al., 2005). Apesar da formação precoce de uma placa de 

Peyronie consistente, este modelo possui como principal desvantagem um complexo 

processo de preparo para obtenção da fibrina e uma difícil técnica de instilação do 

material na túnica albugínea, uma vez que este é extremamente viscoso. Além 

disso, não há estudos que avaliem a função erétil destes animais e alterações 

macroscópicas como curvatura peniana e calcificação. 

 

2.6.3 Modelo de trauma cirúrgico 
 

Seguindo o raciocínio fisiopatológico da DP, El Sakka et al., 1998 

compararam as alterações que ocorreram em ratos submetidos à excisão cirúrgica 

seguida de sutura da túnica albugínea com ratos controles (sem nenhum tipo de 

abordagem). Demonstrou-se a presença de alterações inflamatórias semelhantes às 

presentes na DP, principalmente com o aumento da TGF-β. Posteriormente, o grupo 

da Tulane University (BIVILACQUA et al., 2000) demonstrou resultados semelhantes 

com o modelo traumático, em comparação com ratos que apenas foram submetidos 

à injeção da túnica albugínea, na qual não houve nenhuma alteração histológica. Os 

autores chegaram à conclusão de que os pontos de sutura perpetuam o processo 
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inflamatório crônico. Além disso, estabeleceu-se neste estudo que a injeção da 

túnica albugínea serviria como grupo controle para estudos futuros. 

 

2.6.4 Cultura de células 
 

Além dos modelos experimentais em ratos, a cultura de células da TA de 

pacientes com DP, comparada com a de homens sem a doença, contribuiu para a 

elucidação de alguns pontos sobre a DP. O primeiro estudo com cultura de células 

foi realizado no início da década de 80 (SOMERS et al.,1982), mas foi somente a 

partir do ano 2000 que estudos mais robustos trouxeram contribuições significativas. 

As maiores contribuições destes estudos foram: 

1- demonstração de um maior número de miofibroblastos associados a 

um ambiente citogenético instável, com maior expressão de citocinas 

pró fibróticas (MULHALL et al., 2001), (MULHALL, 2004) na cultura de 

células da placa de um paciente com Doença de Peyronie. 

2-  Alterações genéticas relacionadas aos miofibroblastos, osteoblastos, 

TGF-β e metaloproteinases 2 e 9 na cultura de células da placa de 

paciente com Doença de Peyronie (GONZALEZ –CADAVID et al., 

2002).  

3- Potencial tumoral de células extraídas de placas de paciente com 

Doença Peyronie, demonstrada no estudo de Mulhall.  Tais células 

foram implantadas no tecido subcutâneo dos ratos e em todos os casos 

desenvolveram processo tumoral (MULHALL et al., 2004) .  

4- Presença de stem cells em cultura de células de placas de Peyronie 

(VERNET et al., 2005).  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

3.1 Desenho do estudo 
 

Foram utilizados 30 ratos machos da raça Wistar (Rattus norvegicus albinos), 

com idade de 12 semanas (apresentando maturação esquelética completa) e peso 

corporal médio de 343,2 grs, variando entre 290 e 415 grs, do biotério de pesquisa 

científíca da Faculdade de Ciências Médicas do ABC, em concordância com as 

normas da comissão de ética e pesquisa em animais. Os ratos foram divididos em 4 

grupos: 

Grupo Controle 15 dias: 5 ratos -  instilação de 20 ul de água destilada na 

túnica albugínea seguida de penectomia após 15 dias. 

Grupo Experimental 15 dias: 5 ratos -  instilação de 20 ul de sangue do 

próprio rato na túnica albugínea seguida de penectomia após 15 dias. 

Grupo Controle 45 dias: 10 ratos -instilação de 20 ul de água destilada na 

túnica albugínea seguida de penectomia após 45 dias. 

Grupo Experimental 45 dias: 10 ratos - instilação de 20 ul de sangue do 

próprio rato na túnica albugínea seguida de penectomia após 45 dias. 

 

3.2 Técnica cirúrgica 
 

3.2.1 Preparo anestésico 
 

Os procedimentos cirúrgicos foram realizados com contenção física dos 

animais e administração de anestésico (Cetamina 50 mg/kg/IP) e relaxante muscular 

(Xilazina 10 mg/kg/IP) (FLECKNELL, 1996), (KOHN et al., 1997) via intraperitoneal. 

A ausência de dor ou desconforto dos animais foi avaliada através do reflexo flexor, 

reflexo da cauda e frequência respiratória. No pós- operatório foi administrado 

opióide (Tramadol) na dose de 20 mg/kg, a cada 24 horas, durante 3 dias. O uso de 

anti-inflamatórios não foi realizado de forma a prevenir um viés ao estudo, uma vez 

que a doença de Peyronie consiste em uma resposta inflamatória anômala e 

exarcebada. 
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3.2.2 Procedimento cirúrgico: Instilação 
 

Após anestesia adequada dos animais e tricotomia de região abdominal, 

realizou- se incisão transversa de 5 mm infra-abdominal para acesso à toda 

extensão peniana (Figuras 03 e 04).  

 

Figura 3 - Tricotomia abdominal

 

Fonte: autoria própria 
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Figura 4 - Incisão infra-abdominal transversa de 5 mm 

 

Fonte: autoria própria 

 

Em seguida, realizou-se desenluvamento peniano com abertura da túnica 

vaginal e exposição da túnica albugínea. Foi realizada a instilação na túnica 

albugínea de 20 ul de água destilada ou sangue no terço médio peniano, sempre do 

lado direito, exatamente 2 cm acima da inserção dos corpos cavernosos na cavidade 

abdominal em um ângulo de 60 graus, de forma a atingir apenas a túnica albugínea, 

poupando os corpos cavernosos, através de uma injeção de microlitros (Microliter 

#710, Hamilton Co Reno, Nevada) com uma agulha de insulina 29 gauge (Figuras 5 

e 6). Foi utilizada uma régua cirúrgica para se determinar o exato local de instilação. 

Optou-se por não se utilizar qualquer material de sutura para demarcação do local 

de instilação, afim de se evitar a formação de processo inflamatório que pudesse 

influenciar os resultados do estudo.  
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Figura 5 - Seringa de microlitros - Microliter #710, Hamilton Co Reno, Nevada. 

 

Fonte: autoria própria 

Figura 6 - Método de instilação em túnica albugínea 

 

Fonte: autoria própria 



35 

 

A comprovação de que a injeção foi feita de maneira correta se deu pelo 

mínimo extravasamento sanguíneo e surgimento de um plano entre os corpos 

cavernosos e a túnica albugínea (Figura 07).  

 

Figura 7 - Aspecto após instilação de túnica albugínea 

 

Fonte: autoria própria 

Nos grupos com utilização de sangue, a coleta de 2ml foi realizada 

imediatamente antes da instilação, da cauda do próprio animal (Figura 08). Nos 

casos onde se fez necessário, houve fechamento da parede abdominal em plano 

único com utilização de fio Categut simples 4-0 (SH-1 Ethicon). 
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Figura 8 - Coleta de sangue para instilação em túnica albugínea 

 

Fonte: autoria própria 

3.2.3 Cuidados dos ratos entre procedimentos 
 

Durante o período de espera para penectomia, os animais foram 

acompanhados e cuidados no biotério da Faculdade de Medicina do ABC sob a 

supervisão da veterinária responsável. Durante este período os animais foram 

alojados em 6 caixas de poliproprileno com tampa de inox (5 ratos por caixa), nas 

seguintes condições:  

Temperatura de 25 a 28oC  

Umidade relativa do ar de 60-80% 

Iluminação: ciclos 12 hrs luz/ escuro 

Ventilação: 20 trocas/hora 

A oferta de água filtrada foi realizada sob livre demanda através de bebedouro 

(mamadeira) e a alimentação com ração Nuvilab CR-1 (Nuvital). Limpeza, 
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desinfecção e esterilização foram realizadas de forma periódica no habitat dos 

animais com Herbalvet 2% e Hipoclorito de sódio 1%. 

 

3.2.4 Procedimento cirúrgico - Penectomia 
 

No segundo procedimento cirúrgico, os animais foram encaminhados para 

eutanásia com instilação de Tiopental sódico (1,5 -2,0 ml) intraperitoneal seguido de 

camâra de CO2. Imediatamente após, a região peniana em que havia sido realizada 

a instilação foi acessada e retirou-se dois fragmentos de 5 mm (Figura 09), que 

foram separados e enviados para posterior análise histopatológica e 

imunohistoquimica. 

Em um dos animais, de cada grupo, houve a retirada de apenas 1 fragmento 

para realização de imumofluorescência confocal. Estes foram depositados em 

frascos especificos para posterior análise e congelados imediatamente com Tissue-

Tech para realização de cortes em micrótomo com o tecido congelado.  

Figura 9 - Penectomia com retirada de fragmentos de área previamente instilada 
com água destilada ou sangue 

 

 

Fonte: autoria própria 
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3.3 Análise histológica 
 

Amostras teciduais da albugínea (3 um de espessura), previamente fixadas 

em formalina e incubadas em parafina foram desparafinizadas e reidratadas. Foram 

realizadas três colorações histoquímicas: Hematoxilina – Eosina (HE), Tricômio de 

Masson e Picrosirius. A análise microscópica concentrou-se nos dois quadrantes 

dorsais do pênis, considerando-se seu corte transversal na túnica albugínea. 

Utilizou-se microscópio biocular da marca Nikon. Inicialmente, foi realizada a análise 

de 2 quadrantes dorsais sob o aumento de 100 X e posteriormente a análise foi feita 

em 4 campos concêntricos sob o aumento de 200 X. Sob a coloração HE foram 

avaliados a densidade de microvasos e o infiltrado inflamatório. Sob o Tricômio de 

Masson avaliou-se a fibrose e a coloração de Picrossirus sob luz polarizada foi 

utilizada  para avaliação da densidade do colágeno tipo I (colorido avermelhado) e 

colágeno tipo III (colorido esverdeado). A avalição foi feita de modo semi-quantitativo 

em score: ausente (zero); leve ( + ); moderado ( ++ ); intenso ( +++ ). 

 

3.4 Análise imuno-histoquímica 
 

As amostras de tecido foram desparafinizadas e reidratadas. A recuperação 

do antígeno foi realizada por aquecimento das lâminas a 100°C, durante 30 minutos, 

em tampão de citrato 10 mmol/L, pH 6,0. A atividade da peroxidase endógena foi 

bloqueada com uma solução aquosa de 3% de peróxido de hidrogênio, durante 35 

minutos. As amostras foram incubadas durante a noite a 4°C com os anticorpos 

primários: anticorpo anti-heparanase HPA C-20 e anticorpo anti- TGF-β (Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA), anti-MMP-9 (H-129) e anti-colágeno I C2456 

(Sigma, EUA). Após, as lâminas foram incubadas com um complexo de avidina-

biotina-peroxidase e trabalhadas com 3,3'-diaminobenzidina como o cromogênio 

(LSAB®, Dako Cytomation, Glostrup, Dinamarca), durante 30 minutos. As lâminas 

foram examinadas sob um microscópio de luz (Nikon Eclipse TS100). Dois 

observadores independentes analisaram 300 células de acordo com a presença de 

coloração para cada um dos anticorpos acima mencionados. A coloração imuno-

histoquímica foi analisada por quantificação digital, de acordo com a metodologia 

descrita por Matos e colaboradores (MATOS et al., 2006). 
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3.4.1 Quantificação digital 

 

Fotomicrografias de 640 x 480 pixels foram obtidas a partir de campos não 

sobrepostos consecutivos, em ampliação de 400 X com uma câmera digital (Nikon 

Coolpix® 4300) definida com os mesmos parâmetros citados acima. As imagens 

foram analisadas pelo sistema de processamento e análise de imagem ImageLab 

(softium Informática®, São Paulo, Brasil). A coloração imuno-histoquímica foi 

quantificada por três diferentes parâmetros como descrito acima. 

 

3.4.2 Índice de positividade (IP) 
 

Em cada caso, pelo menos 1.000 células foram contadas pelo ImageLab®, e 

o observador as classificou em positivas ou negativas para cada imunocoloração. A 

percentagem de células marcadas foi determinada de acordo com a seguinte 

equação: 

IP = número de células marcadas x 100 [%] 

Total de células contadas 

 

3.4.3 Expressão de intensidade (EI) 
  

 O ImageLab® foi utilizado para quantificar a intensidade da cor castanha que 

resultou da imunomarcação. Para cada caso, foram consideradas as mesmas 

fotomicrografias utilizadas para determinar o IP. Doze regiões citoplasmáticas de 

diferentes células marcadas aleatoriamente foram acessadas com a mesma área 

quadrada (uma ferramenta do sistema ImageLab®). A densidade óptica média 

(DOM) destas áreas foi calculada e representa a média das composições de acordo 

com as cores vermelha, verde e azul (RGB) por área de citoplasma 

automaticamente analisadas; a DOM foi expressa em unidades ópticas por 

micrômetro quadrado (ou / um2). O mesmo procedimento foi aplicado para obter a 

profundidade de campo (DPC) de um espaço sem tecido ou espaço vascular para 

cada fotomicrografia. Para isto, uma única área foi suficiente, uma vez que a parte 

mais baixa é homogênea em cada imagem. A cor branca absoluta, o que 

corresponde à densidade óptica máxima (320,7 OU / um2), é composta de uma 

mistura completa de vermelho, verde e azul, enquanto que a cor preta representa a 
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ausência de cores. Por conseguinte, os valores de densidade óptica calculados pelo 

programa são uma escala decrescente no qual os valores mais elevados 

correspondem às cores que eram claramente visíveis. A equação abaixo foi usada 

para calcular a intensidade de expressão digital (IED) em cada caso. Seu valor 

compreende uma escala crescente que é igualada pelo DPC proporcional à 

densidade óptica do branco absoluto. 

IED = 320,7-320,7 x Σ DO [ou / um2] 

            Σ DOF 

 

3.4.4 Índice de expressão (IE) 
 

O índice de expressão digital (IE) foi obtido através da multiplicação da 

percentagem de células marcadas (IP) com a intensidade de marcação digital imune 

(IED), para cada caso, de acordo com a seguinte equação: 

IE = PI x ITE [ou / um2] 

             100 

 

3.5 Imunofluorescência e microscopia confocal 
 

Inicialmente, as amostras foram imersas em sacarose a 30%, durante 24 

horas, à temperatura de 4°C e incorporadas em meio condicionado de tecido (Tissue 

Tek, Sakura Finetek Inc.). Os tecidos foram cortados em secções (4 um). As seções 

foram fotografadas sob um microscópio de luz invertida (Axiovert 40 CFL, Carl Zeiss) 

com ampliação de 40x. As secções de tecido foram fixadas em paraformaldeído a 

2% (30 min, 22°C) e lavou-se com 0,1 M de glicina. Depois de inúmeras lavagens, 

as amostras foram incubadas com anticorpos primários na presença de 1% de ASB 

(albumina de soro bovino), durante 1h e 30min à temperatura de 4°C. As amostras 

foram permeabilizadas com 0,01% de saponina. Os anticorpos primários utilizados 

foram policlonal de coelho anti-Syn4 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.), anti-HPA 

heparanase C-20 e anticorpo anti- TGF-β (Santa Cruz Biotechnology, Inc.), anti-

MMP-9 (H- 129), anti-colágeno I 2456 (Sigma, EUA). DAPI (4,6-diamidino-2-

fenilindole hidro- cloreto) foi usada para coloração nuclear (Molecular Probes). As 

lamelas foram montadas em lâminas de vidro para microscópio usando um meio de 

montagem (Fluoromount-G). As imagens foram capturadas com um microscópio 
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confocal de varredura a laser (Leica TCS SP8) equipado com uma objetiva Plano 

de-Apochromat × 63 (abertura numérica 1.4) em imersão a óleo. O dispositivo de 

orifício foi ajustado para capturar fluorescência de uma unidade de Airy. As imagens 

foram representadas em projeções máximas de intensidade que correspondem ao 

Z-série de pilhas confocal. 

 

3.6 Análise estatística 
 

3.6.1 Histológica 
  

As variáveis histológicas foram descritas por frequências absoluta e relativa. 

Para analisar a associação entre grupos e intensidade das variáveis histológicas, 

utilizou-se o teste de Qui-quadrado. O nível de confiança estabelecido foi de 95%. O 

programa utilizado foi o Data Analysis and Statistical Software for Professionals 

(STATA) versão 11.0®. 

 

3.6.2 Bioquímica 
  

As variáveis quantitativas foram analisadas através do desvio médio (uma 

medida da dispersão definida como a diferença entre os valores máximo e mínimo). 

Frequências absolutas e relativas foram utilizadas para as variáveis qualitativas. As 

distribuições foram definidas como não-paramétricas pelo teste de Shapiro-Wilk. O 

teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparação entre dois grupos; entre três 

ou mais grupos, o teste de Kruskal-Wallis foi utilizado.O teste de Dunn auxiliou em 

comparações de subgrupos. Para todas as análises, o nível de significância 

estatística de 5% foi adotado (P ≤ 0,05), e o software Prism® versão 5.0 (GraphPad 

Prism Software Inc®, Califórnia, EUA) foi utilizado. 

 

3.7 Comitê de ética 
 

 A realização deste estudo foi aprovada pelo comitê de ética em 

experimentação animal da Faculdade de Medicina do ABC sob o registro 001/2013 e 

obedeceu as orientações do Colégio Brasileiro de experimentação animal e a Lei 

Federal 6.638. 
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4 RESULTADOS 
  

Durante a realização do estudo, um rato de cada grupo foi utilizado para 

realização de estudo de imunofluorescência confocal. É importante ser observado 

que nos grupos Controle 15 dias, Controle 45 dias e Experimental 45 dias houve 

óbito de um rato por grupo durante a indução anestésica. Em resumo, foram 

estudados 4 ratos no grupo Controle 15 dias, 5 ratos no grupo Experimental 15 dias, 

9 ratos no grupo Controle 45 dias e 9 ratos no grupo Experimental 45 dias, conforme 

figura 10.  

 
Figura 10 - Esquema representativo do estudo. N- número de ratos; AH- análise 
histológica; AIHQ – análise imuno-histoquímica; IC- imunofluorescência confocal 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: autoria própria 
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Em nenhum dos grupos estudados houve a formação de processo 

inflamatório agudo. A presença de microvasos se fez predominantemente de forma 

leve em todos os grupos (Tabela 01).  

Tabela 1 - Análise histológica - Microvasos 

 Ausente Leve Moderado Intenso Total 

Controle 15 

dias 

0 (0) 2 (66,67) 1 ( 33,33) 0 (0) 3 

Experimental 

15 dias 

0 (0) 4 (100) 0 (0) 0 (0) 4 

Controle 45 

dias 

0 (0) 8 (100) 0 (0) 0 (0) 8 

Experimental 

45 dias 

0 (0) 7 ( 87,5) 1 ( 12,5) 0 (0) 8 

Total 0 (0) 21 (91,3) 2 (8,7) 0 23 

p= 0,31.Os números indicam a quantidade de animais avaliados em cada grupo e os valores entre 
parênteses representam porcentagem. 
 

Houve uma diferença estatisticamente significante (p=0,036) entre os grupos 

com relação à formação de fibrose, sendo esta mais acentuada nos grupos 

Experimentais 15 dias e 45 dias, comparativamente com o grupo controle (Tabela 

02). 
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Tabela 2 - Análise histológica - Fibrose 

 Ausente Leve Moderado Intenso Total 

Controle 15 

dias 

1 (33,3) 2 (66,67) 0 ( 0) 0 (0) 3 

Experimental 

15 dias 

0 (0) 1 (25) 1 (25) 2 (50) 4 

Controle 45 

dias 

2 (25) 6 (75) 0 (0) 0 (0) 8 

Experimental 

45 dias 

0 (0) 5 ( 62,5) 3 ( 37,5) 0 (0) 8 

Total 3 (13,4) 14 (60,8) 4 (17,39) 2 (8,7) 23 

p=0,036; Os números indicam a quantidade de animais avaliados em cada grupo e os valores entre 
parênteses representam porcentagem. 
   

Observamos que o colágeno tipo I se encontrou mais prevalente nos grupos 

Experimental 15 e 45 dias, em comparação aos grupos controle (p=0,016). Não 

houve diferença estatisticamente significante entre os grupos controles e 

Experimental com relação ao colágeno tipo III (p=0,089) (Tabelas 3 e 4). 
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Tabela 3 - Análise histológica: Colágeno tipo I 

 Ausente Leve Moderado Intenso Total 

Controle 15 

dias 

0 (0) 3 (100) 0 ( 0) 0 (0) 3 

Experimental 

15 dias 

0 (0) 0 (0) 2 (50) 2 (50) 4 

Controle 45 

dias 

2 (25) 3 (37,5) 3 (37,5) 0 (0) 8 

Experimental 

45 dias 

0 (0) 0(0) 5( 62,5) 3 (37,5) 8 

Total 2 (8,7) 6 (26,0) 10 (43,48) 5 (21,7) 23 

p= 0,016; Os números indicam a quantidade de animais avaliados em cada grupo e os valores entre 
parênteses representam porcentagem. 
 

Tabela 4 - Análise histológica: Colágeno tipo III 

 Ausente Leve Moderado Intenso Total 

Controle 15 

dias 

0 (0) 0 (0) 2 (66,6) 1 (33,3) 3 

Experimental 

15 dias 

0 (0) 4 (100) 0 (0) 0 (0) 4 

Controle 45 

dias 

0 (0) 4 (50) 2 (25) 2 (25) 8 

Experimental 

45 dias 

0 (0) 7(87,5) 1( 12,5) 0 (0) 8 

Total 0 (0) 15(65,22) 5 (21,74) 3 (13,4) 23 

p= 0,089; Os números indicam a quantidade de animais avaliados em cada grupo e os valores entre 
parênteses representam porcentagem. 
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A quantificação digital das reações de imuno-histoquímica que avaliaram a 

expressão de metaloprotease-9 (MMP-9), heparanase (HPSE) e TGF-β evidenciou 

maior expressão de tais moléculas nos grupos experimentais 15 e 45 dias, em 

comparação com os grupos controles. Enquanto o TGF-β se encontra 

predominantemente elevado no grupo experimental 15 dias, os níveis de MMP-9 e 

HPSE estão aumentados em ambos os grupos experimentais, como mostra as 

Figuras 11 e 12. 

Figura 11 - TGF-β  e components da matrix extracelular 

 

Fonte: autoria própria 
 

Imagens obtidas por estudo imuno-histoquimico demonstrando a expressão do fator de crescimento 
tumoral (TGF-β  ), metalloprotease-9 (MMP 9) e enzima heparanase (HPSE) em tecidos extraídos de 

penectomia realizada em ratos. Controle, animais submetidos à instilação de água destilada. 
Peyronie, animais submetidos à instilação de sangue. 
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Figura 12 - Estudo imuno-histoquimico com quantificação digital 

 

Fonte: autoria própria 
 

Os valores obtidos representam a média de ensaios triplices. O index de expressão (IE) foi obtido 
como descrito na secção métodos. A, expressão TGF-β (*p=0,0043 Peyronie 15 dias versus  controle 
15 dias; **p=0,0162 Peyronie 45 dias versus Peyronie 15 dias; ***p=0,0081  controle 45 dias versus 

controle 15 dias); B, expressão metaloprotease-9 (MMP-9) (*p=0,0002 Peyronie 15 dias versus 
Controle 15 dias; **p=0,0286 Peyronie 45 dias versus Controle 45 dias); C expressão de heparanase 

(HPSE) (*p=0,0002 Peyronie 15 dias versus Controle 15 dias; **p=0,0286 Peyronie 45 dias versus 
Controle 45 dias. 

 

 Os resultados da expressão de TGF-β por avaliação confocal (Figura 13) 

corroboram com os dados encontrados por imunohistoquímica, evidenciando 

aumento da expressão de TGF-β nos animais que sofreram injeção intrapeniana de 

sangue (grupo Peyronie), comparativamente aos grupos controle. Além disso, 

novamente o TGF-β teve maior expressão no grupo Experimental 15 dias, em 

comparação com o grupo Experimental 45 dias. Syndecan-1 foi mais prevalente nos 

grupos controles, sendo este padrão já identificado nos grupos submetidos à 

penectomia após 15 dias de instilação peniana, onde a concentração de Syndecan-1 

foi maior no grupo controle em comparação ao grupo Experimental (Figura 13). 
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Figura 13 - Microscopia Confocal

 

Fonte: autoria própria 
 

As expressões de (A) TGF-β e Syndecan-1 foram obtidas com análise confocal 
utilizando clones de anti-TGF-β V (Santa Cruz Biotechnology®, Inc - CA, USA) e 

anticorpos policlonais MCA681 anti-Syn-1 (anti-CD138 clone BB4) (AbD Serotec®, 
BioRad Co. Company, Oxford, UK), seguido de estudo com anticorpos secundários 

usando Alexa Fluor® 488, Alexa Fluor® 594 and Alexa Fluor® 647 (Molecular Probes™ - 
by Invitrogen™ - CA, USA). (B) Quantificação de TGF-β e Syndecan-1 15 dias após 

instilação peniana. 
 

O estudo confocal também demonstrou diferenças na organização e 

distribuição das fibras colágenas. Tecidos extraídos dos grupos controles mostraram 

fibras grossas com organização arquitetural definida, enquanto que nos grupos 

Peyronie as fibras se apresentaram mais finas, esparsas e desorganizadas. Os 

proteoglicanos de CS e HS com alto peso molecular (Agrecam) e de baixo peso 

molecular CS e DS (Biglicam) também evidenciaram diferenças entre os grupos 

controles e experimentais. Maior prevalência de Agrecam foi encontrada no grupo 

controle de 15 dias, enquanto que o Biglycan foi mais prevalente nos grupos 

experimentais (Figura 14). 
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Figura 14 - Análise de colágeno e proteoglicanos 

 

Fonte: autoria própria 
 

Estudo confocal (A) e quantificação (B) de colágeno, agrecam e biglicam foram obtidas utilizando-se 
anti-collagen I C 2456 (Sigma-Aldrich™ - St. Louis, USA),  anti-agrecam (4F4) and anti-biglicam (H-

150) (Santa Cruz Biotechnology®, Inc - CA, USA), respectivamente, seguida de análise com 
anticorpos secundários Alexa Fluor® 488, Alexa Fluor®594 and Alexa Fluor® 647 (Molecular 

Probes™). 
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5 DISCUSSÃO 
  

A doença de Peyronie apresenta uma prevalência entre 0,4 – 9% da 

população do sexo masculino (SOMMER et al., 2002), com estudos demonstrando 

uma grande influência negativa na qualidade de vida dos pacientes acometidos 

(NELSON; MULHALL, 2013). A doença é dividida em duas fases: aguda e crônica. 

Na fase aguda o principal sintoma é a dor às relações e os achados patológicos se 

caracterizam basicamente por maior formação de microvasos e a presença de 

infiltrado inflamatório (GELBARD; DOREY; JAMES, 1990). No humano, a fase 

aguda pode durar entre 6 e 18 meses. Na maioria dos estudos com ratos para DP, a 

fase aguda é representada por ratos com 3 dias após instilação e a fase crônica 

após 45 dias de instilação (EL SAKKA, 1997a). Em nosso estudo, houve ausência 

total de processo inflamatório e apenas leve presença de microvasos. Os períodos 

de penectomia foram escolhidos de forma a demonstrar a evolução da doença e 

principalmente caracterizar a fase crônica. Desta maneira, a baixa presença de 

marcadores inflamatórios de fase aguda se deve provavelmente ao estudo já em 

fases mais tardias (Experimental com 15 e 45 dias), onde não há mais vigência de 

processo inflamatório agudo. 

A fase crônica da doença de Peyronie se caracteriza pela formação de placas 

na túnica albugínea dos corpos cavernosos, com consequente deformidade peniana 

que pode impedir a penetração durante a relação sexual. Do ponto de vista 

patológico, a formação destas placas são resultados da perpetuação de um 

processo inflamatório anômalo, cujo principal produto final é a formação de fibrose. 

Nesse estudo houve diferença estatisticamente significante entre os grupos com 

relação à presença de fibrose.  Nos grupos Experimental 15 e 45 dias, apesar de 

não ter ocorrido a formação de placas na TA, houve maior presença de fibrose em 

comparação com os grupos controles 15 e 45 dias. Interessante se observar, que a 

presença de fibrose já se faz de forma mais acentuada nos ratos do grupo 

experimental de 15 dias. Estes achados estão em concordância com os que foram 

encontrados em estudos com cultura de placas de Peyronie extraídas de humanos 

(MULHALL et al., 2001),e demonstram que o processo de modelamento fibrótico se 

inicia precocemente. Outra alteração patológica importante na DP é a maior 

formação de fibras colágenas. Sommers, em 1989 demonstrou que em indivíduos 

sadios 48% da túnica albugínea é constituída de FC, enquanto que nos indivíduos 
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com DP as FC representam 68% da túnica albugínea. Em outro estudo, Ahuja e 

colaboradores (AHUJA; SIKKA; HELLSTROM, 1999) pesquisaram o papel do stress 

oxidativo na estimulação das FC, através da estimulação com glutaraldeído de 

fragmento de túnica albugínea extraída de pacientes com e sem doença de Peyronie 

e observaram que nos pacientes com DP houve uma maior formação de fibras 

colágenas, em comparação com os pacientes sem doença de Peyronie. Em ambos 

os estudos houve uma tendência para o predomínio da presença do colágeno tipo III 

nos indivíduos com DP. No presente estudo, encontramos resultados diferentes com 

uma presença estatiscamente significante para maior presença de colágeno tipo I 

nos grupos experimentais e uma tendência estatística para maior presença de 

colágeno tipo III nos grupos controle. 

Desde o final da década de 90, modelos experimentais em ratos para DP tem 

sido desenvolvidos e ampliado o conhecimento quanto à fisiopatologia desta 

doença. No entanto, atualmente não existe modelo experimental que reproduza de 

forma fidedigna a DP. O modelo animal com instilação de TGF-β na túnica albugínea 

de ratos desenvolvido por El Sakka e colaboradores (1997a) é considerado o 

padrão-ouro e é o mais utilizado pela comunidade científica, pois através de apenas 

uma injeção de TGF-β desencadeia alterações patológicas semelhantes às 

encontradas na DP. Por outro lado, diversos fatores limitam sua utilização. O 

principal deles se refere à forma de aplicação complexa e o alto custo, limitando seu 

uso a poucos centros especializados que dispõem dos recursos financeiros. No 

presente estudo, apresentamos um novo modelo experimental com instilação de 

sangue na túnica albugínea de ratos, com reprodução das alterações patológicas 

encontradas na túnica albugínea de humanos acometidos pela DP, através de uma 

técnica simples e de baixo custo.  

A hipótese de que o processo inflamatório anômalo que ocorre nas doenças 

inflamatórias crônicas é perpetuado por alterações na MEC é amplamente explorada 

em outras doenças inflamatórias de mesma fisiopatologia da DP. Como, por 

exemplo, a DD. Gonzalez-Cadavid e colaboradores em 2002, compararam a 

expressão de genes entre a DP e a DD e constataram que ambas as doenças 

apresentaram aumento da expressão de genes para degradação de colágeno 

(metaloproteinases 2 e 9), fatores formadores de osteoblastos e de diferenciação 

para miofibroblastos, sugerindo que as doenças possuem a mesma fisiopatologia. 
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No entanto, até o presente momento, este é o primeiro estudo a correlacionar a DP 

com alterações da MEC. 

 Além de propocionar suporte ao tecido conjuntivo, as moléculas constituintes 

da MEC apresentam diversas funções biológicas, sendo capazes de modular 

processos de adesão, migração, proliferação, diferenciação e sobrevivência celular 

(JARVELAINEN et al., 2009). Alterações nestes componentes estão presentes em 

diversos processos inflamatórios. Por exemplo, Neely et al., (1999) demonstraram 

aumento da MMP2 em quelóides e cicatrizes hipertróficas. A estrutura da MEC é 

modulada pelo balanço entre síntese e degradação de seus componentes. Este 

processo está sob o controle de um sistema proteolítico, cujos principais fatores são 

as MMP e HPSE. Essas enzimas são sintetizadas no intracelular e secretadas para o 

espaço extracelular em sua forma inativa (proMMPs), para posteriormente serem 

ativadas por proteólise (ARTHUR, 2000). Distúrbios nestes eventos desencadeiam a 

maioria dos processos patológicos (ECKES et al., 2000). A MMP-9 é uma protease 

com expressão aumentada em tecidos em que há remodelamento da MEC, que por 

sua vez ocorre em situações especificas como doenças inflamatórias e 

desenvolvimento tumoral. Por outro lado, a HPSE participa na degradação de 

cadeias dos proteoglicanos de HS. No presente estudo a MMP-9 e a HPSE 

estiveram aumentadas nos grupos experimental 15 e 45 dias, em comparação aos 

grupos controles, sugerindo que o remodelamento da MEC se inicia em fase precoce 

da doença e se perpetua durante toda sua evolução, sendo fundamental para sua 

manutenção. Estes resultados estão em concordância com estudo in vivo em que 

foram comparados 50 pacientes com DD com 12 pacientes controles e encontradas 

maiores expressões de MMP2 e TGF-β nos pacientes com DD (RATAJCZAK-

WIELGOMAS, 2012). Em outro estudo (ULRICH; HRYNYSCHYN; PALLUA, 2003) 

também demonstrou maiores níveis de MMPs em pacientes com DD quando 

comparados com pacientes controles. 

O TGF-β está intimamente associado ao desencadeamento do processo 

inflamatório na DP. No presente estudo, o TGF-β esteve aumentado nos ratos dos 

grupos experimental 15 e 45 dias em comparação aos grupos controle. Além disso, 

interessante notar que a maior concentração de TGF-β se deu no grupo experimental 

15 dias, ocorrendo uma diminuição significativa no grupo experimental 45 dias. Este 

fato demonstra que o TGF-β é de fundamental importância no período inicial da 

doença, no qual são necessárias altas concentrações para o desencadeamento do 
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processo inflamatório anômalo. Por sua vez, na fase crônica da doença a presença 

de níveis mínimos seja suficiente para manutenção do processo inflamatório. Outro 

mecanismo pelo qual o TGF-β  perpetue o processo inflamatório seria o de estimular 

o aumento das MMPs, conforme demonstrado por Cordova e colaboradores 

(CORDOVA et al., 2005). Neste mesmo estudo, demonstrou-se uma redução da 

relação entre as MMPs e os ininibidores da metaloproteases (TIMPs), sugerindo que 

a ação do TGF-β em aumentar as MMPs ocorra pela inibição da ação dos TIMPs. 

Ademais, as MMPs podem ter também um papel regulatório da ação do TGF-

β (IMAI et al., 1997) estimulando a produção de tecido fibrótico. Normalmente, o 

TGF-β é secretado na MEC e mantido em um complexo inativo associado a um 

proteoglicano denominado Decorim (IMAI et al., 1997). É amplamente conhecida a 

capacidade das MMPs em clivar as moléculas de Decorim, consequentemente 

liberando TGF-β na MEC e exacerbando o processo inflamatório (DUDAS et al., 

2001). Por outro lado, a maioria dos estudos sugere a fundamental importância da 

presença do complexo Decorim-TGF-β para adequada estimulação do processo 

inflamatório (MATSUMOTO; MATSUNAGA; IMAMURA, 1994); (BEANES et al., 

2001). Além disso, os estudos mostram que na presença de MMPs ocorre aumento 

na concentração do complexo Decorim-TGF-β (WALKER; DEARING, 1992), 

(FERENC et al., 2006). 

 Os diferentes tipos de proteoglicanos (PGs) são classificados de acordo com 

sua cadeia de glicosaminoglicano e sua porção proteica (IOZZO; MURDOCH, 1996). 

Os PGs são divididos em PGs de baixo peso molecular e de alto peso molecular 

(GALLAGHER, 2001) e possuem a função de mediação entre as células e a MEC 

(WESTERGREN-THORSSON et al., 1992), (WEGROWSKI et al., 2000). As cadeias 

de HS dos PGs são degradadas pela ação da HPSE. Consequentemente, ocorrem 

uma quebra e diminuição dos PGs de Syndecan-1, formados pelas cadeias de HS. 

Em nosso modelo experimental verificou-se uma diminuição da concentração de 

Syndecan-1 no grupo experimental 15 dias, indicando novamente a presença de 

remodelamento da MEC. Além disso, as fibras colágenas dos grupos controles eram 

finas e com organização arquitetural, enquanto que nos grupos experimentais as 

fibras eram grossas e desorganizadas entre si, indicando um remodelamento da 

MEC em decorrência de uma expressão descontrolada de proteases, glicosidases, 

MMP9 e HPSE.  

 Kozma et al. (2005) estudaram fragmentos de tecidos extraídos da fascia 
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palmar de pacientes portadores de DD e compararam com fragmentos de tecidos 

extraídos de pacientes controles. Nos pacientes com DD, um intenso processo de 

remodelamento da MEC e principalmente dos PGs foi constatado. A alteração mais 

proeminente foi o acúmulo de Biglicam. Em outro estudo, Ciecierska et al. (2007) 

também demonstraram que em pacientes com DD houve maior remodelamento da 

MEC, especialmente nas cadeias de DS. Estes estudos estão em equivalência com 

nosso modelo experimental, no qual houve maior concentração deste PG nos 

grupos experimentais 15 e 45 dias. Por outro lado, os PGs de Agrecam se 

encontraram em menores concentrações nos grupos experimentais 15 e 45 dias 

quando comparado com os grupos controles. Já é bem estabelecida na literatura a 

fundamental importância dos PGs de agrecam na organização da MEC. Por 

exemplo, após uma lesão na cartilagem hialina ocorre uma reposição por tecido 

fibrocartilaginoso, no qual há uma menor concentração de Agrecam e maior 

concentração de cólageno tipo I (SCHNEEVOGT, 2017). Sendo assim, a diminuição 

de Aggrecan associada ao aumento de colágeno tipo I em nosso modelo 

experimental sugere novamente o aparecimento de um processo inflamatório com 

remodelamento da MEC após instilação de sangue na túnica albugínea de ratos.  

 Correlacionando-se o que previamente se sabe sobre a fisiopatologia da DP 

com as alterações que ocorrem na MEC sugeridas neste modelo experimental, 

algumas suposições resumidas na figura 15 são formuladas. 

 

Figura 15 – Esquema fisiopatológico 
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Nosso estudo possui algumas limitações como baixa amostragem, não 

utilização de um grupo controle com a instilação de TGF-β, ausência de testes  

fisiológicos de ereção peniana e ausência de alterações macroscópicas como 

formação de placa e curvatura peniana, embora estes não tenham sido os objetivos 

do  trabalho.  Outra limitação do estudo é a avaliação patológica subjetiva, apesar 

desta ter sido minimizada através do cegamento dos grupos por parte do patologista 

que realizou a análise das amostras. 
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6 CONCLUSÃO  
 

A instilação de sangue na túnica albugínea de ratos desencadeou alterações 

histológicas e bioquímicas compatíveis com o remodelamento da MEC que ocorre 

em doenças inflamatórias crônicas, relacionando pela primeira vez alterações da 

MEC com a DP. 
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