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RESUMO

Introdugdo: Doenga de Peyronie ¢ uma condi¢do benigna caracterizada pela
anormalidade peniana adquirida devido a fibrose da tunica albuginea, podendo apresentar
dor peniana, distor¢ao e deformagdo do pénis, assim como, prejuizo na atividade sexual
do paciente. Sua etiologia, por ndo ser completamente compreendida, dificulta as
estratégias para o tratamento. A falta de eficacia das drogas orais ou tratamento topico
justificam a realizacao de novos estudos afim de se estabelecer os mecanismos da doenga
e novos tratamentos. Objetivo: Avaliar as alteragdes nos elementos da matriz extracelular
provocadas pelo Micofenolato Mofetil (MMF) sobre a tinica albuginea do pénis de ratos
submetidos a injecao de TGF-P para indug¢do da Doenca de Peyronie. Material e Método:
Foram utilizados 26 ratos Wistar, machos adultos, pesando em média 381g, divididos em
seis grupos. Grupo Controle: animais livres de manuseio experimental; Grupo SHAM:
animais que receberam a inje¢@o intrapeniana de soro fisiologico; Grupo TGF-f 7D:
animais que receberam injecdo intrapeniana de TGF-f para indugdo da DP e eutanasiados,
apos sete dias da inducdo; Grupo TGF-f 30D: animais que receberam injecao
intrapeniana de TGF-f para indugdo da DP e eutanasiados apos 30 dias da inducio;
Grupo TGF-f + MMF 7D: animais que receberam o tratamento com MMF durante 7 dias
apos a mesma indu¢do com TGF-f e eutanasiados apos este periodo; e Grupo TGF-f +
MMF 30D: animais que receberam o tratamento com MMF, na mesma dose, durante 30
dias, apo6s a indu¢ao com TGF-B e eutanasiados apos este periodo. O processamento de
cortes histoldgicos foi analisado em microscopio de luz convencional e também em
sistema de fluorescéncia acoplado ao mesmo aparelho. As andlises estereologicas foram

realizadas para a obten¢ao do
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volume relativo dos diferentes tipos de fibras conjuntivas da tinica albuginea peniana.
Andlise das Metaloproteinases da Matriz (MMP) e os elementos celulares do estroma foi
realizada através da imunohistoquimica(IHQ) da tinica albuginea. As analises estatisticas
foram realizadas, considerando p<0,05 estatisticamente significante. Os dados
paramétricos foram analisados por ANOVA unidirecional seguida de teste de Tukey e os
dados nao-paramétricos pelo método Kruskal-Wallis seguido por Teste de Dunn.
Resultados: Na avaliagdo histoquimica, evidenciou-se alteragdo na quantidade e razdo
dos colagenos III/I durante a indugdo da DP com retorno ao padrdo inicial, apds
tratamento com MMF. As fibras elasticas estavam altamente remodeladas durante a
inducdo da DP, mas o tratamento com MMF reduziu potencialmente os danos estruturais.
Os Proteoglicanos foram remodelados na tnica albuginea, apos a inducao da DP. Na
imunohistoquimica, as Metaloproteinases de matriz (MMPs) expressaram-se de forma
diferente, apos inducao da DP e no tratamento com MMF e houve altera¢ao na propor¢ao
de fibroblastos/miofibroblastos no tratamento com MMF. Conclusdes: A inje¢do com
TGFP foi capaz de gerar alteracdes fibroticas na matriz extracelular coincidentes com os
achados da DP. O MMF atuou como agente antifibrético remodelador dos elementos da
matriz extracelular. Os resultados apontam fortemente para a efetiva participagdo dos
proteoglicanos e ,principalmente, das MMPs no processo de génese da doenca e

mitigacdo dos efeitos com o tratamento pelo MMF.

Palavras-chave: Doenga de Peyronie, TGF-f, Micofenolato Mofetil, Metaloproteases de

Matriz.
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ABSTRACT

Introduction: Peyronie's disease is a benign condition characterized by an acquired
penile abnormality due to fibrosis of the tunica albuginea, which may lead to penile pain,
tortuosity and deformation of the penis, as well as impairment of the patient's sexual
activity. Since its etiology is not fully understood, the treatment strategies are difficult.
The lack of effectiveness of oral drugs or topical treatment encourages new trials to
establish the mechanisms of the disease and new treatments. Aim: To evaluate the
histological, histochemical, and stereological changes caused by Mycophenolate Mofetil
(MMF) on the tunica albuginea of the rats” peniles submitted to TGF- injection for
Peyronie's Disease induction. Methods: Twenty-six adult male Wistar rats, weighing on
average 381 g., were divided into five groups. Group Control: animals free of
experimental handling; Group SHAM: animals received an injection of saline solution
0,9%; Group TGF-f 7D: animals received an injection of 7GF-f and euthanized after
seven days of induction; Group TGF-f 30D: animals received an injection of TGF-f and
euthanized after 30 days of induction; Group TGF-f + MMF 7D: animals treated with
MMEF for seven days after induction with TGF-B and euthanized after this period; Group
TGF-f + MMF 30D: animals treated with MMF for 30 days after induction with TGF-3
and euthanized after this period. The processing of histological sections was analyzed in
a conventional light microscope and fluorescence system coupled with the same
microscope. The stereological evaluation included the relative volume of different types
of connective fibers of the penile tunica albuginea. Analysis of Matrix Metalloproteinases

(MMP) and stromal cellular elements was performed by
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immunohistochemistry (IHC) of the tunica albuginea. Statistical analyses were performed
considering p<0.05 statistically significant. Parametric data were analyzed by one-way
ANOVA followed by Tukey's test and non-parametric data by Kruskal-Walli’s method
followed by Dunn's test. Results: In the histochemical evaluation, we found changes in
the quantity and ratio of collagen III/I during PD induction with a return to the initial
pattern after treatment with MMF. Elastic fibers were scattered during PD induction, but
MMF treatment potentially reduced structural damage. Proteoglycans were remodeled in
the tunica albuginea after PD induction. In the immunohistochemistry evaluation, matrix
metalloproteinases (MMPs) were expressed differently after induction of PD and in
treatment with MMF; there was a change in the proportion of fibroblasts/myofibroblasts
after treatment with MMF. Conclusions: The induction of PD with TGFf3 was able to
generate fibrotic changes in the extracellular matrix coinciding with the findings of
PD.MMF acted as an antifibrotic agent, remodeling extracellular matrix elements. The
results have shown us the effective participation of proteoglycans and especially MMPs
in the disease genesis process and mitigation of the effects with MMF treatment.
Keywords: Peyronie’s disease, TGF-B, Mycophenolate Mophetil, Matrix

Metalloproteases.



Alteragdes na matriz extracelular em modelo animal da doenga de Peyronie e os

efeitos do tratamento pelo Micofenolato Mofetil.

1- INTRODUCAO

Doenga de Peyronie (DP) foi primeiramente descrita,em 1743, pelo francés
Frangois Gigot de La Peyronie'. E uma condicio benigna caracterizada pela anormalidade
peniana adquirida devido a fibrose da tinica albuginea®. Além disso, pode apresentar dor
peniana, distor¢do e deformagdo do pénis, assim como, prejuizo na atividade sexual do
paciente’®. A 4rea mais comum afetada pela doenca é a base do pénis seguida pela por¢io
medial e distal*. Apresenta uma prevaléncia estimada entre 0,5% e 20,3%, embora haja
uma preocupagio de que possa estar subestimada, dada a sua natureza embaracosa’.

A “placa” (cicatriz fibrotica) de Peyronie resulta de uma producdo anormal da
matriz extracelular através de uma regulacdo aumentada da atividade dos miofibroblastos
e dos inibidores teciduais das metaloproteases da matriz, entre outros mecanismos®. Este
tecido cicatricial, ou “placa”, acumula-se na tunica albuginea, podendo resultar em
deformidades penianas, que podem ser, simples, multiplas ou complexas podendo levar
a curvatura peniana. As deformidades consistem também de chanfraduras penianas,
afinamento do pénis, ou na forma de ampulheta. DP pode estar associada com disfun¢ao
erétil (DE) e/ou dor na erecdo ou pénis flacido e pode ter um impacto negativo
significativo no modo e na qualidade de vida do homem’.

DP ¢ tipicamente caracterizada pelo inicio de um quadro agudo e uma fase cronica.

A fase cronica ¢ definida como duragdo dos sintomas maior do que 12 meses, e evidéncia



de doenca estavel na avaliacio clinica®. A fase aguda dolorosa da PD dura geralmente
entre cinco e sete meses, mas pode, raramente, continuar até¢ 12 meses, de acordo com a
histéria natural da doenga. Apos 18 meses do inicio da doenca, 89% estarao livre da dor
mesmo sem nenhum tratamento’. E fundamental distinguir estas duas fases, uma vez que
a escolha do tratamento pode variar de acordo com os diferentes estagios dessa desordem.
De fato, a formac¢do da placa normalmente ocorre na fase aguda, enquanto durante a fase
cronica, a dor comumente sera reduzida e a curvatura peniana estabilizada'®.

A distribui¢ao de DP entre diferentes etnias ¢ um dos fatores que sugerem uma base
genética subjacente para a doenga. Tem uma probabilidade maior de ocorrer em
caucasianos, assim como, uma chance maior de aparecer em portadores da Doenga de
Dupuytren(DD). Quase 20% dos homens com DD apresentam DP. Esses fatos sugerem
uma predisposi¢do genética'l.

A etiologia da DP ¢ multifatorial e ndo ¢ completamente compreendida. A teoria
mais prevalente de sua etiologia esta relacionada ao trauma peniano, incluindo tanto
eventos de trauma agudo quanto micro traumas repetitivos durante intercurso sexual,
como evento desencadeante da DP. Multiplos outros fatores de risco podem também
predispor o desenvolvimento da DP: uretrite gonococica, tabagismo, diabetes, uso de
alcool, obesidade, hipertensdo, dislipidemia, baixos niveis de testosterona e cirurgia
pélvica!>13,

Perturbagdes na cicatrizagdo normal levam a fibrose associada a DP. Embora
muitas vezes se pense que um gatilho traumatico ou inflamatorio inicie a DP; os pacientes
raramente se recordam de tais eventos. Enquanto uma cicatrizagao normal, apds evento

desencadeante leva a reorganizagdo da matriz extracelular no reparo tecidual, um

desequilibrio na fibrose e fibrindlise podem resultar na formacdo da placa fibrotica'®.



Durante o desenvolvimento da DP, ha um aumento na secre¢ao de fator de crescimento

transformador-B (TGF-B) pelo distirbio na tinica albuginea levando a desorganizacio

dos elementos da matriz extracelular (MEC). OTGF-f3 ¢ um fator chave para ativacio de
miofibroblastos e um fator importante na fibrose em todos os 6érgaos. Os miofibroblastos
sao um elemento crucial para o processo fibrético, pois causam acumulo excessivo de
fibras de colageno, fibronectina e outros componentes da matriz extracelular (MEC).

Uma classe de proteinas, da familia das endopeptidases, responsaveis pela
degradacao da MEC sao as metaloproteases de matriz extracelular (MMPs). Apresentam
papel importante no processo de remodelamento durante a cicatrizacdo'¢. As MMPs tém
sido frequentemente associadas a fibrose. Um desequilibrio entre as MMPs, que remove
as fibras de colageno, e seu inibidor tecidual de metaloproteases (TIMP) em
miofibroblastos, juntamente com a diminui¢do de apoptose, sdo considerados fatores-
chave no desenvolvimento de doencas fibroticas'”!%.

Doengas fibroticas apresentam um espectro variado de desordens, sendo
caracterizadas por um acumulo desproporcional dos elementos da MEC como os
colagenos tipo I e III. Nas fases iniciais da cicatrizagdo os miofibroblastos depositam
colageno tipo III. Tecidos fibréticos estdo associados com uma razao colageno III/I em

dire¢do a um aumento na quantidade de coldgeno IIT"°

. Observa-se desequilibrio entre a
propor¢do de colagenos I e III, com inversdo na predomindncia de ambos, nas fases
iniciais da doenga, e posteriormente a formagdo de placas calcificadas!*?*2!, Assim, a
tunica albuginea adquire uma propriedade inelastica, perdendo sua elasticidade durante a
ere¢do’2. Esta propriedade estd relacionada com a perda das fibras elasticas e remodelagio
do contetido de proteoglicanos, o que também leva a um prejuizo durante a erecdo

penianazo’2 123,



Os elementos da MEC respondem a secre¢ao de TGF-P pelos elementos celulares
levando a transformac¢do de fibroblastos em miofibroblastos. Essa diferenciacdao ¢
avaliada através da expressdo da alfa-actina musculo liso(a-SMA)?*?>26, Os fibroblastos
sao responsaveis pela sintese de MEC em condi¢des normais, e sdo diferenciados em
miofibroblastos apds algum dano. Aparentemente, a transi¢ao fibroblasto-miofibroblasto
ocorre sob deficiéncia de elastina na MEC, promovendo uma ruptura em sua integridade
e induzindo a diferenciagdo em alta taxa de sintese fibrilar’®?’.

O diagndstico da DP envolve uma histéria clinica detalhada, exame fisico com
palpacao peniana, documentagao fotografica da curvatura, e ultrassom Doppler dinamico
do pénis, assim como tomografia computadorizada e ressonancia magnética em alguns
casos. Além disso, recentemente tem sido proposto a elastografia como uma ferramenta
diagnostica®®?’. Recomenda-se realizar uma inje¢do intracavernosa com ou sem o
ultrassom doppler previamente a alguma intervengio invasiva®’. Exames laboratoriais
ndo sdo necessarios para o diagnostico de DP'3.

O tratamento da DP pode ser dividido em tratamento conservador, que deve ser
realizado na fase ativa ou aguda da doenca, e tratamento cirtrgico que ¢ indicado para
pacientes na fase cronica®’. Atualmente o tratamento conservador inclui: medicamentos
orais, topicos, injecdes intralesionais de agentes ativos, e dispositivos médicos locais,
como litotripsia extracorpdrea por ondas de choque (LECO), tragdo peniana e dispositivos
a vacuo. As terapias orais ndo apresentaram evidéncia consistente até o momento, nao
sendo recomendadas para uso clinico. O Unico tratamento medicamentoso aprovado pelo
Food and Drug Administration (FDA), na fase estavel da DP ¢ a inje¢do intralesional com

Collagenase clostridium histolyticum (CCH)*%3!,



E importante ressaltar que atualmente, a Gnica op¢do de tratamento recomendada
para a fase aguda da DP sdo os anti-inflamatdrios nao esteroidais (AINES), que visam
tratar a dor associada com a doenca*2.

A corregdo cirargica deve ser realizada em pacientes, apos 12 meses de sintomas e
que apresentem uma curvatura peniana acentuada com prejuizo na fun¢do sexual. O
objetivo da cirurgia € corrigir a curvatura e permitir a penetragao durante a relagao sexual.
Outros fatores que indicam tratamento cirurgico sdo: placas ou calcificagdes penianas
extensas, falha do tratamento clinico ou desejo do paciente®®.

Entre as terapias aplicadas para reduzir a DP, algumas drogas relacionadas com o
processo fibrético t€ém sido usadas. Algumas colagenases e até inibidores da
fosfodiesterase tipo 5 foram utilizadas em modelos in vivo e in vitro para tratar DP33343°,
Estes métodos envolvem duas importantes vias de tratamento para combater os efeitos do
remodelamento estromal. A primeira esta relacionada com a degradacdo dos elementos
fibrilares da matriz, os quais sdo naturalmente fornecidos pelas MMPs e remodelam fibras
colagenas, fibras elasticas e proteoglicanos®®. O segundo mecanismo é referente ao
mecanismo de diferencia¢ao dos elementos celulares em fendtipos capazes de alta sintese
da matriz?’. Em geral, drogas com potencial anti-fibrotico podem evidenciar resultados
relevantes em relacdo a DP?.

Micofenolato Mofetil (MMF) apresenta propriedades imunossupressoras € um
perfil de seguranca favoravel sendo recomendado no tratamento de algumas doencas
autoimunes®® Utilizado primariamente como imunossupressor em transplante de 6rgios,
MMF ja demonstrou previamente reduzir a sintese de colageno e atividade fibroblastica
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com algum sucesso no tratamento da fibrose retroperitoneal””. Estudo pré-clinico prévio

realizado por nosso grupo de pesquisa, em roedores, ja evidenciou um efeito anti-fibrético



na DP induzida com TGF-B?). Além disso, modelos animais roedores tém sido
amplamente utilizados para estudo da recuperagdo da funcao erétil, reducao da fibrose e
como teste de novas drogas para reabilitagio peniana®’.

Devido a falta de consenso sobre a eficdcia dos medicamentos utilizados no
tratamento da DP; esse estudo com uso de MMF, apo6s indugao com TGF-f ¢ justificado
uma vez que se apresenta como uma possivel opgdo terapéutica. Uma avaliagdo nas
alteracoes dos elementos da MEC, apos uso do MMF podera fornecer mais evidéncia de
sua eficacia. Além disso, seu prévio uso em outras doengas e sua seguranca ja

comprovada no uso em humanos facilitara o uso para estudos em DP.

Deste modo, este estudo objetiva avaliar as alteragdes na MEC, apds indu¢ao de DP
com TGF-f em modelo animal e os efeitos da administragdo de MMF na remodelacao

tecidual, apos esta inducao.



1.1- Objetivo

Avaliar, ao nivel arquitetural, celular e por imuno-histoquimica, as alteragdes
microscopicas na matriz extracelular da tinica albuginea de pénis de ratos, ap6s indugdo
da Doenca de Peyronie com TGF-B e posterior tratamento pelo Micofenolato Mofetil

(MMF).



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizados machos adultos de ratos Wistar (N=26), pesando em média
381g, adquiridos da ANILAB (ANIMAIS PARA PESQUISA CRIACAO E COMERCIO
LTDA), sediada em Paulinia-SP. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais e
alimentados com ragdo peletizada (Labina)®, d4gua ad libitum, controle da temperatura
(24°C) e luminosidade durante todo o periodo experimental no Centro de alimentagdo
animal do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas (IBILCE) da Universidade
Estadual de Sdo Paulo (UNESP). Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da FAMERP (Anexo 1), protocolo CEUA no. 001-

003819/2019.

Os animais foram divididos em cinco grupos (Figura 1): Grupo Controle:
animais livres de manuseio experimental; Grupo SHAM: animais que receberam a inje¢ao
intrapeniana de 0,1 ml de soro fisiologico 0,9%; Grupo TGF-f 7D: animais que
receberam injecdo intrapeniana de TGF-f para indu¢dao da DP e eutanasiados apos sete
dias da indug¢do; Grupo TGF-f 30D: animais que receberam inje¢ao intrapeniana de TGF-
B para indugdo da DP e eutanasiados, apds 30 dias da inducdo; Grupo TGF-f + MMF
7D: animais que receberam o tratamento com MMF durante sete dias , apés a mesma
indu¢do com TGF-f e eutanasiados, apos este periodo; e Grupo TGF-f + MMF 30D:
animais que receberam o tratamento com MMF, na mesma dose, durante 30 dias , apds
a indu¢do com TGF-B e eutanasiados apods este periodo. Todo os animais foram
anestesiados com injecao intraperitoneal da mistura de ketamina (100mg/kg) e xilazina

(10mg/kg)“
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Figura 1 Delincamento Experimental. O desenho experimental apresenta quatro grupos principais -
controle, SHAM, TGF- e TGF- + MMF - sendo divididos os ultimos em subgrupos de sete e 30 dias apds
indugéo e tratamento.

2.2 Métodos

2.2.1 Inducio da Doenca de Peyronie (DP)

A indugdo da DP em ratos baseou-se em estudos prévios de Hellstrom et al. “Ve
Antoniassi et al.?® Os ratos foram fixados pelos membros superiores e inferiores, em
dectbito dorsal, a uma mesa cirurgica apds a pesagem e anestesia com isoflurano 3%.
Nos grupos 3,4 ¢ 5 foram submetidos a indugdo da DP por meio de inje¢des na tinica
albuginea repetidas de TGF-B (Sigma-Aldrich) nos dias 0, 3° e 6° ao longo de todo o pénis
bilateralmente. Foram injetadas 2,4 x 10" particulas de TGF-B em cada rato apos a
anestesia. Os animais foram mantidos em recuperagdo, ap6s o procedimento com dieta
normossddica, normoprotéica e agua ad /ibitum. Os animais dos grupos de indu¢@o foram
eutanasiados em dois tempos para o acompanhamento da evolugdo da DP e observacao
do remodelamento dos elementos estromais, sendo coletadas as amostras ap6s sete dias

(Grupo TGF-p 7D) e 30 dias (Grupo TGF-f 7D) ap6s a indugdo. O Grupo SHAM foi
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submetido ao mesmo procedimento de relatado para indugdo da DP, porém foi injetado

soro fisioldgico 0,9%, para simular as inje¢des dos grupos de indugao.
2.2.2 — Tratamento com Micofenolato Mofetil (MMF)

Os ratos dos Grupos TGF-f + MMF 7D e TGF-f + MMF 30D receberam, apos a
inducdo do processo fibrotico peniano com TGF-f, a droga MMF (20mg/kg). O Grupo
TGF-f + MMF 7D recebeu durante sete dias consecutivos ¢ o Grupo TGF- + MMF 30D
durante 30 dias consecutivos. Essa dosagem foi baseada na dose segura recomendada na
bula do medicamento e utilizada em estudo prévio com o mesmo modelo animal ?. Apos
a ultima dose de MMF, os animais foram anestesiados € submetidos a eutanasia com dose
excessiva de tiopental, de acordo com padronizado pela American Veterinary Medical

Association?, para retirada do pénis, a fim de realizar estudos histologicos.
2.2.3 Processamento histoldgico e analise Histoquimica

ApoOs remogao peniana, as pecas foram fixadas em solucdo tamponada de
paraformaldeido 4% e processadas no sistema semifechado Leica (TP1020, Leica
Biosystems). Todo o processamento histologico e analise histoquimica foram realizados
no Laboratdrio de Microscopia e Microanalise do Departamento de Biologia do Instituto
de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas (IBILCE) da Universidade Estadual Paulista
(UNESP).

As pecas penianas, devidamente lavadas em agua destilada, foram desidratadas
em etanol, clarificadas em xilol e, entdo, incluidas em Paraplast (Sigma) de maneira a
obter-se cortes transversais das pegas penianas. Assim, foram seccionadas em micrétomo

rotativo automatico Leica, entre 4,5 um e coradas pelas seguintes técnicas tintoriais:
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1. Coloragdo pela Hematoxilina-Eosina (HE): para estudos morfoldgicos e
histopatologicos gerais do 6rgio™?;

2. Coloragao pela Hematoxilina-Eosina, analisada em microscopia de fluorescéncia,
para avaliacdo das fibras elasticas baseadas em metodologia descrita por de Carvalho
e Taboga“¥;

3. Coloragao pela Reticulina de Gomori: para estudo das fibras reticulares e
colagenas™?

4. Coloragao de Picrossirius: para estudo do colageno I, sendo sua agregacao avaliada

na microscopia polarizada®?;

5. Ferro coloidal: para avaliacdo e detecgdo de proteoglicanos de baixo e alto peso 4¥;

6. Resorcina de Weigert: para avaliacdo de fibras elasticas ).

2.2.4 Analise histolégica e histoquimica
Os cortes histologicos foram analisados no microscopio de luz convencional
Olympus BX60 e em sistema de fluorescéncia acoplado ao mesmo aparelho. Imagens

microscopicas foram obtidas para as devidas analises morfoldgicas e estereologicas.

2.2.5 Analise estereologica

As andlises estereologicas foram realizadas para a obtengdo do volume relativo
dos diferentes tipos de fibras conjuntivas da tunica albuginea peniana. Para isso, foram
capturados 20 campos aleatdrios de cada subgrupo a partir de ldminas nas diferentes
técnicas histoquimicas, através do Sistema Analisador de Imagens, com o programa
Image—Pro-Plus 6.0 (Media Cybernetics,Inc.,Washington DC). As medidas foram

realizadas de acordo com o sistema de teste de multipontos M130 proposto por
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Weibel.?”Assim, a partir dos dados obtidos para cada campo analisado, foi calculada a

frequéncia relativa dos componentes fibrilares.

2.2.6 Analise Imunohistoquimica

Andlise da Metaloproteinases da Matriz (MMP) e os elementos celulares do
estroma foi realizada através da imuno-histoquimica (IHQ) da tinica albuginea. Os cortes
foram submetidos a reidratacdo e desparafinagdo. A recuperagdao dos antigenos foi
realizada com solugdo tampao de citrato 10mM(pH6) ou EDTA Tris (pH9) a 95°C.
Posteriormente, para bloqueio da peroxidase endogena foram utilizados 10% de H202
em metanol. Proteinas inespecificas foram bloqueadas com leite desnatado 5% por 1 hora.
A incubagdo de anticorpos primadrios foi realizada durante a noite usando as seguintes
diluicdes: MMP2 (monoclonal de camundongo, 8B4, 1:50, sc-13595, Santa Cruz
Biotechnology), MMP3 (coelho policlonal, PAS5-27936, 1:100, Invitrogen,
ThermoFisher), MMP9 (monoclonal de camundongo, 2C3, 1:100, sc-21733,
Biotecnologia Santa Cruz), a-actina de musculo liso (a-SMA) (monoclonal de
camundongo, 1A4, 1:100, sc-32251, Biotecnologia Santa Cruz), e vimentina (monoclonal
de camundongo, V9, 1:100, sc-6260, Santa Cruz Biotechnology). Para MMPs, a
coloragdo positiva foi detectada pela reacao do cromogénio DAB (tetracloridrato de 3-
30’-diaminobenzidina, Novolink™ DAB, RE7270-CE, Leica Biosystems, Buffalo 121
Grove, EUA) sendo contrastado com hematoxilina. Para imuno-histoquimica dupla de a-
SMA e vimentina, a deteccao foi realizada por MACH 2 Double Stain 2 (Multiplex IHC
Detection™, BioCare) e detectada com fosfatase alcalina (FA) e cromogénio DAB. As
analises de expressao de MMP foram realizadas através da selecao aleatoria de 20 campos

da tnica albuginea por animal (amplia¢ao de 200x) e foram expressas como porcentagem
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da area positiva total. Para contagem de fibroblastos (vimentinata-SMA-) e
miofibroblastos (vimentina+a-SMA+) em dupla imunohistoquimica, o software QuPath
foi utilizado para detectar imunocoloragdes. Para essas analises foi considerada toda a
circunferéncia da tinica albuginea por corte/animal e expressa como percentual de células

positivas para as marcagdes.

2.2.7. Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas considerando p<0,05 estatisticamente
significante. Dados de colagenos, fibras elasticas e proteoglicanos (dados paramétricos),
bem como MMPs e elementos celulares (dados nao paramétricos), foram analisados por
ANOVA unidirecional seguida de teste de Tukey (dados paramétricos), ou Kruskal-
Wallis seguido por Teste de Dunn (dados ndo paramétricos). Comparagdes estatisticas
foram realizadas entre controle, SHAM e PD com ou sem MMF (sete ou 30 dias
separadamente) e expressas em graficos por letras (a, b, ¢) para diferenciar a significancia
estatistica entre os grupos. As comparagoes entre sete € 30 dias de indugdo da DP com ou
sem tratamento com MMF foram realizadas pelo teste 7" de Student, e as diferengas

estatisticas foram expressas em Graficos pela barra superior com asteriscos.
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3. RESULTADOS

Os dados biométricos foram plotados na Tabela 1. Foram observadas diminui¢des
significativas do peso do pénis (g) e peso relativo (%) do grupo TGFp 7D em comparagao
ao controle, mas sem diferenga estatistica com os outros grupos experimentais.

Tabela 1. Dados biométricos dos grupos experimentais (Média + SD). Diferentes letras (3,b,cd) indicam
diferenca estatistica entre 0s grupos experimentais. Qne-Way ANOVA.

Controle SHAM TGFp 7D TGFp 30D LiTi Uil &

i MMEF 7D MMEF 30D
Peso Corporal (g) | 413521561 | 4425+1942 | 4120+923 | 39502887 | 4200+1266 | 4173+2153
Peso do Pénis (g) | 0.321% 0,007* | 0,308 £0,022% | 0,258+ 0,008™ | 0,291 +0,009* | 0,301 £0,029' | 0,280 £0,019%
Peso Relativo (%) | 0.077 0,003% | 0,069 +0,006% | 0,062 + 0,005 | 0,067 0,002 | 0,071 +0,006% | 0,067 +0,005%

3.1 A induc¢io da DP altera os tipos de colageno na tunica albuginea, enquanto o

tratamento com MMF restaura o padrao principal

O conteudo de colageno foi avaliado através da coloracdo Picrosirius para o
colageno total, e o colageno tipo I sob microscopia polarizada. Reticulina de Gomori com
impregnacao de prata foi utilizada para avaliar o colageno tipo III (Figura 2A). Um
desequilibrio entre os dois tipos de colageno foi observado em comparacdo com 7 e 30
dias apos a indug@o da DP por TGF B (Figura 2C). A prevaléncia do colageno tipo I foi
observada nos grupos controle ¢ SHAM, apresentando discreta diferenga estatistica
quando comparado ao coladgeno tipo I do mesmo grupo (Figura 2A, C). O tratamento com
MMF por sete dias ndo promoveu alteracdo na frequéncia relativa de ambos os tipos de
colageno, enquanto apds 30 dias de tratamento com MMF, ambos os tipos de colageno
foram reduzidos, com valores significativos em comparagdo com o grupo de apenas

inducao aos 30 dias.
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Figura 2. Aspectos histologicos dos elementos fibrilares da tinica albuginea de ratos induzidos a DP e
tratados com MMF. (A) Fibras colagenas do tipo I e III. As figuras de cada um dos grupos mostram as
coloragdes por picrossirius em luz convencional e polarizada e pela técnica de reticulina de Gomori,
revelando os colagenos I e 111, respectivamente. (B e C) Analise quantitativa da distribui¢do dos elementos
fibrilares colagénicos na tinica albuginea. Os graficos apresentam médias = SD do quantitativo de colageno
I (vermelho) e colageno III (cinza) nos diferentes grupos. Diferentes letras (" ©) demonstram diferenca
significativa entre os grupos experimentais, sendo as comparagdes realizadas separadamente entre colageno
tipo I (barras vermelhas) e colageno tipo III (barras em cinza). As comparagdes entre a frequéncia relativa
(%) dos tipos de colageno foram demonstradas nas barras superiores, sendo as diferencas estatisticas
demonstradas por asteriscos (*** p <0,005). (C) Razao entre colageno Il e I. O grafico apresenta os dados
em box plot (mediana; quartis 25/75%) relacionados a distribui¢ao das médias dos individuos de cada grupo
experimental (pontos). A comparacdo estatistica foi demonstrada pelas barras superiores e asteriscos (**
p<0,01) e as comparagdes entre grupos com mesmo tempo de tratamento (7 ou 30 dias) foi expresso com
(*) no grupo que apresentou maior valor de média e diferenga significativa. Grupos experimentais:
Controle, Sham, TGFf-7D, TGF[-30D, TGFS+MMF-7D, TGFf3+MMF-30D. Barras de escala: 30 pm.

Comparando a razdo entre os tipos de colageno (colageno I1l/colageno I), foram
observados altos valores no grupo DP com 7 dias (1.4 +0.04) e 30 dias (1.2 +0.031) apds
inducdo da DP (Figura 2C). Em contraste, PD mais o tratamento com MMF por sete (0.71

+ 0.047) e 30 dias (0.72 = 0.051) promoveu reducdo na razdo do colageno, similar aos

grupos controle (0.77 = 0.016) e SHAM (0.72 £ 0.02). Na microscopia polarizada, a
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agregacao do colageno tipo I foi perdida na tunica albuginea dos grupos PD (7 e 30 dias),
demonstrada pelas areas avermelhadas nao-polarizadas, enquanto nos grupos MMF essa

condicdo foi recuperada (Figura 2A)

3.2 As fibras elasticas estavam altamente remodeladas durante a inducio da DP,

mas o tratamento com MMF reduziu potencialmente os danos estruturais.

A quantidade de fibras elasticas, apos a inducdo da DP foi expressa em
porcentagem da frequéncia relativa (Figura 3A, C). A indu¢do da DP com sete dias ndo
promoveu alteracdes na frequéncia das fibras eldsticas da tiinica albuginea, enquanto com
30 dias estas fibras estavam quase 10 vezes aumentadas, quase 10 vezes (Figura 3A).
Além disso, as fibras elasticas apresentaram-se com uma distribui¢ao difusa na tinica
albuginea da DP no grupo 30 dias, enquanto no grupo controle apresentaram-se continuas
e no grupo SHAM foi observada elastina fragmentada em forma de ponto (Figura 3C). O
tratamento com MMF ndo apresentou diferencas estatisticas na comparagao entre indu¢ao
de DP aos sete e 30 dias. Porém, apods sete dias de tratamento com MMF, a reducdo da
frequéncia das fibras elasticas ndo foi significativa em comparagdo ao grupo controle.
Fibras elésticas continuas e reorganizadas foram observadas no grupo MMF com 30 dias
entre estruturas de elastina fragmentadas na tinica albuginea. A disposi¢ao das fibras
elasticas com sete dias TGF f e o tratamento com MMF, diferiu apenas pela presenga de

fibras normais e continuas (Figura 3C).
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Figura 3. Aspectos histologicos da distribui¢do de fibras elasticas e de proteoglicanos na tinica albuginea
de ratos induzidos a DP e tratados com MMF. (A) Analise quantitativa de fibras elasticas (%). (B) Analise
quantitativa de proteoglicanos totais na tinica albuginea (%). Os graficos apresentam médias + SD, sendo
que as diferentes letras (> ©) apresentam as diferencas significativas entre os grupos experimentais a partir
da comparagdo entre os controles e grupos de mesmo tempo experimental (7 ou 30 dias). As comparagdes
entre a frequéncia relativa (%) com mesmo tratamento em diferentes tempos experimentais foram
demonstradas nas barras superiores, sendo as diferencas estatisticas demonstradas por asteriscos (*¥** p
<0,005). (C) As figuras de cada um dos grupos mostram as coloragdes por resorcina-fucsina de Weigert
para fibras elasticas e pela técnica do ferro coloidal para proteoglicanos. Barras de escala: 30 um.

3.3 Proteoglicanos foram remodelados na tinica albuginea apés a inducao da DP.
O total de proteoglicanos foi composto pela porcentagem da area da tinica
albuginea corada pela técnica do Ferro Coloidal (Figura 3B, C). A inducdo da DP
promoveu aumento com sete e 30 dias ap6s a injecdo de TGFP, sem diferencas entre eles
(Figura 3B). Ambos os periodos apresentaram valores aumentados em relagdo aos grupos
controle ¢ SHAM. Porém, o tratamento com MMF apresentou alteracdes no total de
proteoglicanos na tunica albuginea (Figura 3B). Apoés sete dias de tratamento com MMF,
a frequéncia de proteoglicanos estava aumentada, em comparagdo ao controle e SHAM,
enquanto apods 30 dias, os proteoglicanos totais diminuiram, com valores significativos

em comparag@o com sete dias de indugdo de DP (Figura 3B).
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3.4 As Metaloproteinases de matriz (MMPs) expressaram-se de forma diferente,
apos inducio da DP e tratamento com MMF.

O remodelamento da MEC pelas MMPs foi avaliado com foco na expressao das
colagenases MMP-2 (Figura 4A) e MMP-9 (Figura 4B) e na expressdo da estromelisina
MMP-3 (Figura 4C) na tinica albuginea dos grupos experimentais. a expressao da MMP2
e MMP9 estavam notadamente aumentadas apds 7 dias de experimento com ou sem
tratamento com MMF (Figura 4D). Com 30 dias, todos os grupos apresentaram uma
diminui¢do na expressao das MMPs, em comparagdo com sete dias. Porém o tratamento
com MMF apresentou um aumento nos valores da porcentagem de expressao do MMP2
quando comparado com amostras de 30 dias de indu¢ao com TGFf}. Expressao de MMP-
3 estava aumentada ap6s sete dias de indu¢do com TGFf, enquanto o tratamento com
MMF nido alterou sua expressdo. Com 30 dias de tratamento com MMF, MMP3
apresentou um aumento em comparagao com todos os grupos experimentais (Figura 4C).
A expressao de todas as MMPs apresentava-se difusa na MEC, assim como nas células

de musculo liso da tinica albuginea (Figure 4D).
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Figura 4. Imunohistoquimica para diferentes tipos de metaloproteases de matrix (MMP-2, -3 e -9) na tinica
albuginea de ratos induzidos a DP e tratados com MMF. (A-C) Analise quantitativa da expressdo das MMPs
-2, -9 e -3, respectivamente. Os graficos apresentam médias + SD, sendo que as diferentes letras (a, b, c)
apresentam as diferengas significativas entre os grupos experimentais a partir da comparacdo entre os
controles e grupos de mesmo tempo experimental (sete ou 30 dias). As comparagdes entre a frequéncia
relativa (%) com mesmo tratamento em diferentes tempos experimentais foram demonstradas nas barras
superiores, sendo as diferencas estatisticas demonstradas por asteriscos (*** p <0,005). (D) Imagens
representativas das imunohistoquimicas para as diferentes MMPs. As figuras de cada um dos grupos
mostram a marcagio da reacdo imuno-histoquimica na tinica albuginea em marrom-acastanhado. Grupos
experimentais: Controle, Sham, TGFS7D, TGFB30D, TGFS+MMF7D, TGFS3+MMF30D. Barras de
escala: 30 um.
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3.5 A propor¢iao de fibroblastos/miofibroblastos alterou-se com tratamento com
MMF.

Pela técnica da imunohistoquimica-dupla, avaliou-se a populacdo de fibroblasto
(vimentina+ a-SMA-) e miofibroblasto (vimentina+ a-SMA+) na tinica albuginea dos
animais (Figura 5 A-C). Os fibroblastos normais estavam prevalentes nos grupos controle
e SHAM devido ao baixo dano na tunica albuginea (Figura 5A). Também, com sete dias
apos indugdo da DP, os fibroblastos apresentavam-se como grupo controle. Tratamento
com MMF por sete dias diminuiu a quantidade total de fibroblastos na regido da tinica
albuginea quando comparado com todos os outros grupos. Com 30 dias, tanto na indugdo
com TGFp quanto no tratamento com MMF, a populacdo de fibroblastos apresentou uma
porcentagem similar entre estes grupos (Figura 5A).

Com relacdo aos miofibroblastos (Figura 5B), nos grupos controle e SHAM, e
também apos sete dias da indu¢do com TGFp, esse tipo celular apresentou-se escasso
perto ou dentro da tinica albuginea. Foi observado um aumento drastico no tratamento
com MMF por sete dias, sem diferencas em comparacio aos 30 dias de tratamento com
MMEF.

Indugdo com TGF( promoveu um aumento na populagao de miofibroblasto quando

comparados ap0s sete e 30 dias.
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Figura 5. Analise da populacao de fibroblastos (vimentina+/a-SMA-) e miofibroblastos
(vimentina+/0-SMA+) na tunica albuginea de ratos induzidos a DP e tratados com MMF.
(A-B) Analise quantitativa da populacdo de fibroblastos e miofibroblastos. Os graficos
apresentam médias = SD, sendo que as diferentes letras (a, b, ¢) apresentam as diferencas
significativas entre os grupos experimentais a partir da comparacao entre os controles e
grupos de mesmo tempo experimental (sete ou 30 dias). As comparacdes entre a
frequéncia relativa (%) com mesmo tratamento em diferentes tempos experimentais
foram demonstradas nas barras superiores, sendo as diferengas estatisticas demonstradas
por asteriscos (* p<0,05; *** p <0,005). (C) Imagens ilustrativas da dupla marcagdo para
vimentina (em rosa) ¢ 0-SMA (em marrom). As marcacdes foram analisadas para
fibroblastos quando apenas a marca¢do foi para vimentina, enquanto para o0s
miofibroblastos foram marcados por ambas as proteinas. Barras de escala: 20 um.
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4. DISCUSSAO

Esse estudo demonstrou o remodelamento dos componentes da MEC durante o
desenvolvimento da DP com indugdo pelo TGFB, e como MMF atua como tratamento
anti-fibrotico, mitigando as principais alteragdes nos colagenos e na expressao de MMP.
O emprego de drogas anti-fibroticas, como o MMF, poderia reverter a progressao da DP
devido ao mecanismo de remodelamento da matriz. Nossos resultados evidenciaram que
o MMF atuou através de dois principais mecanismos para prevenir o desenvolvimento da
DP: (1) diminuicao da quantidade de coldgeno IIl em relagdo ao colageno I; e (2)
remodelamento de componentes associados da MEC para evitar danos a tinica albuginea.
Ambos 0s mecanismos envolvem a expressao de MMP, células do tipo fibroblasticas, e
componentes fibrilares da MEC, como o coldgeno, fibras elasticas e proteoglicanos.

Coléagenos sao os importantes componentes fibrilares alterados durante as fases
da DP @Y. O desequilibrio na relagdo dos coldgenos tipo I e III permite um distarbio
fibrotico no pénis devido a deposigdo e disposi¢do desordenadas *. Nosso estudo prévio
demonstrou que o TGFpB promoveu essa alteragio na tinica albuginea de ratos Wistar 3,
Nossos resultados neste presente estudo demonstraram que a discrepancia entre sete e 30
dias foi significativa para promover a DP. O tratamento com MMF promoveu o efeito
oposto também. A razdo Colageno III/I no grupo TGFP foi positiva para deposicao de
colageno III, potencializando esta discrepancia ja observada aos sete dias e confirmada
com 30 dias. Esse desequilibrio ¢ importante para a progressao da DP devido a excessiva
presenca de coldgeno para a formacio da placa em estagios avangados @!?7). Porém, o
tratamento com MMF ndo alterou a razao coldgeno III/I com sete dias ap6s indugdo com

TGFB, o que provavelmente foi relevante para promover um efeito positivo e a
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recuperagao do coldgeno I na tunica albuginea, assim como observado nos grupos
controle e SHAM.

Desse modo, para o desenvolvimento da DP, a agregacao do colageno I € importante
para a formagdo tardia da placa fibrotica 2V, Primeiro, o colageno III molda uma
estrutura para a deposic¢ao de colageno I e formacdo da placa, levando a disfuncao erétil
(2122 O MMF diminui a deposigdo de colidgeno no desenvolvimento fibrotico do rim
lesionado e na fungdo plaquetaria®®*”?.  Assim, a desorganizagdo do colageno I
promovida pela DP ¢ recuperada através do tratamento com MMF por sete dias e
acentuada com 30 dias. O colageno nao-polarizado na tunica albuginea de ratos induzidos
para DP estd associado a deposi¢ao de colageno III durante o desenvolvimento inicial da
doenca *¥. Nossos resultados nos permitiram, também, compreender que o ponto critico
de sete dias ap6s inducao da DP ¢ relevante para considerar o tratamento, uma vez que a
razao colagena III/I apos indugdo da DP estava estabelecida e potencializada para a
progressdo da doenga.

Outros elementos da MEC contribuem para o desenvolvimento da DP e surgem como
mecanismo do MMF para promover a sua recuperagdo. As fibras elasticas auxiliam no
processo de alongamento da tinica albuginea durante a erecao peniana. As fibras eldsticas
sao compostas de glicoproteina fibrilar e grupos de fibrilas, os quais ocupam espacos
extracelulares que estdo cheios de elastina. Esse sistema permite o alongamento e
aumento da rigidez peniana durante a ere¢do, assim como o rapido retorno ao estado
flacido ap6s a detumescéncia®® . Uma alteracio na integridade dessas fibras, e a elastose,
podem levar a um mau funcionamento peniano durante a ere¢do. O desenvolvimento da
DP promove comumente uma desordem nas fibras elasticas e sua prevaléncia da tinica

albuginea ?%*?. Nosso estudo observou uma reducdo das fibras elasticas com sete dias
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apos inducdo com TGFp, porém com 30 dias a porcentagem destas fibras aumentou
drasticamente. As principais diferencas observadas entre ambos os grupos, indu¢ao com
TGFP e tratamento com MMF, foram o arranjo das fibras elasticas e a distribui¢do
fragmentada da elastina na MEC. Comumente, os processos que induzem a perda de
funcdo peniana estao associados com a elastose na MEC da tlnica albuginea e do musculo
liso?. No entanto, nossos resultados indicaram um aumento 30 dias apds a inducdo da
DP, mas esse processo diz respeito a degradacdao das fibras elasticas e dispersao da
elastina nao-funcional. A degradacao ocorre devido a um aumento na enzima elastase 2B
30 dias apos injecio de TGFP para promover a indu¢do da DP na tunica albuginea®?.
Isso promove uma ruptura nas fibras elasticas, observadas como pequenos pontos na
tinica albuginea e tecidos envoltos *®). Assim, a degradacdo da elastina leva a formagdo
de placas mineralizadas devido ao contraste da alta deposicdo de colageno 1¢*°?, Essa
fibra atua durante a eregdo peniana para evitar ruptura tecidual apds alongamento ??. As
fibras eldsticas se juntam as fibras coldgenas para formar a resisténcia da MEC durante a
erecdo e retornar a forma flacida. Uma menor elasticidade, devido a aspectos
morfologicos das fibras elésticas, resultam em disfungdo erétil e esta associada com o
desenvolvimento da DP; enquanto, sob tratamento com MMF, as fibras elasticas
retornaram ao seu estado padrio ¥,

O tratamento com MMF apresentou uma pequena restauragao nas fibras elasticas com
sete dias e um aumento na presenca do arranjo fibrilar com 30 dias. Além da integridade
estrutural e de conferir elasticidade a tinica albuginea “®), as células musculares lisas sdo
responsaveis pela secre¢do de parte do sistema eldstico. Além disso, a populagao
fibroblastica no tecido conjuntivo pode produzir elastina, como fibroblastos e

miofibroblastos®®. Aqui, observamos um aumento de miofibroblastos no grupo tratado
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com MMF, o que pode indicar, nesse ponto de discussao, um papel da elastina. Sob lesdao
tecidual com expressao do TGFf, a populagdo fibroblastica aumenta a sintese de elastina,
no entanto, a transi¢ao fibroblasto para miofibroblasto aumenta em um microambiente
rico em matricinas, ou seja, partes de fibras da MEC parcialmente degradadas 63V,
Ambos 0s cenarios ocorreram no nosso experimento, desde a inducao da DP que foi
promovida pela injegao de TGFP e a secrecao dos fibroblastos criando um microambiente
pro-fibrético. Além disso, a degradacao e a formagao de matricinas 30 dias apos a inducao
da DP (com ou sem tratamento com MMF) poderiam estar diretamente associadas ao
aumento de miofibroblastos na regido da tinica albuginea. Entretanto, observamos que o
percentual e a integridade das fibras eldsticas foram menos afetados com sete dias de
tratamento com MMF, assim como a transi¢cao dos miofibroblastos no mesmo periodo, o
que indica que o MMF desempenhou um papel relevante na prevencdo do
desenvolvimento da DP mais precocemente.

Os elementos ndo-fibrilares da MEC também sdo remodelados ap6s lesdo na tunica
albuginea. Proteoglicanos sdo elementos que aumentam a atividade do TGFf nos tecidos
pelos proteoglicanos ligantes de membrana, como o Syndecan, ou proteoglicanos de alto
peso molecular envolvidos na conectividade da matriz, como o 4acido hialuronico (>3,
As coloragdes histoldgicas auxiliam na avaliagdo de proteoglicanos na MEC, como
Alcian azul e Safranin-O, assim como a coloragdo com ferro coloidal que permite
observar proteoglicanos de baixo peso molecular (Hong et al., 2000), como sulfato de
dermatano e proteoglicanos associados ao sulfato de condroitina “*. No desenvolvimento
e nos estagios avancados, os proteoglicanos estdo aumentados na tinica albuginea e na
placa mineralizada >?1. Nossos resultados demonstraram um aumento com sete e 30

dias apds inje¢ao de TGFf para promover a DP. No entanto, o MMF foi capaz de diminuir
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os proteoglicanos na regido da tinica albuginea com 30 dias para valores similares aos
do grupo controle. Esses resultados demonstraram a importancia do aumento precoce dos
proteoglicanos no desenvolvimento da DP, enquanto o MMF modulou sua quantidade em
30 dias. Como componente relevante para a fibrilogénese do colageno e, portanto, para o
desenvolvimento do processo fibrotico na DP, a diminuicdo da quantidade de
proteoglicanos pode estar diretamente relacionada a diminui¢do do contetdo de coldgeno
e a remodelacio nos grupos MMFG633) Além disso, o remodelamento dos proteoglicanos
durante o desenvolvimento da DP estd relacionada aos efeitos tardios do TGFf
relacionados a ativagdo de MMPs para degradar os componentes da MEC (1322),

Na nossa analise, a expressao de MMP foi relevante e corrobora com os resultados do
remodelamento do colageno, fibras elasticas e proteoglicanos. Apesar de existirem varias
classes de MMP, nossa andlise avaliou a expressao de duas colagenases (MMP-2 e MMP-
9) e uma estromelisina (MMP-3). A expressao das colagenases foi especificamente
relevante com 7 dias, ou seja, nas fases iniciais do remodelamento da MEC da DP com
ou sem tratamento com MMF. Ambas as colagenases, MMP-2 ¢ MMP-9, promoveram
degradacdo de coldageno durante o processo de fibrose ©®%*%. Contudo, a MMP-9
apresentou uma alta expressdo com 7 dias apos tratamento com MMF comparado a
somente indugdo com TGFf, enquanto a MMP-2 foi altamente expressa aos 30 dias com
o tratamento com MMF, o que poderia estar relacionado a diminui¢cdo do coldgeno na
tunica albuginea. Estudo prévio demonstrou que a expressao de MMP-2 e MMP-9 nao se
alteram apos o desenvolvimento da placa no pénis humano !®. Desse modo, nossos
resultados destacaram que ambas as colagenases suportam diferentes estagios do papel
antifibrotico do MMF para recuperar a integridade da tunica albuginea e evitar o

desenvolvimento da DP. Com relacdo ao MMP-3, sua expressao aumentou com sete dias
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de induc¢do com TGFp, mas o tratamento com MMF nao alterou sua expressao no mesmo
periodo a apresentou elevada expressao com 30 dias. O recrutamento do MMP-3 pode
estar relacionado com a degradacao dos proteoglicanos, restaurando os niveis padrdo, e
evitando o desenvolvimento da DP®?,

A realizac¢ao de novos estudos a fim de buscar novos tratamentos para DP ¢ vélida;
uma vez que ha uma falta de um tratamento eficaz, livre de complicagdes e com pouco
ou nenhum efeito colateral. O MMF ¢ uma droga segura ja utilizada hé longo tempo para
outras finalidades, com evidéncias de uma agao anti-fibrética. Desse modo, justifica-se a
avaliacdo do seu efeito neste estudo. Um estudo prévio conduzido por nossa equipe ja
havia demonstrado resultados animadores em sua acdo anti-fibrotica®®. Diante desses
fatos, acreditamos que um estudo em humanos seria um proximo passo para avaliarmos

a real acdo desta droga na DP.
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5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que:

1- A injecdo intratunica de TGFp foi capaz de gerar alteracdes fibroticas de
matriz extracelular na tinica albuginea peniana em ratos Wistar, coincidentes

com os achados histolégicos para a doenga de Peyronie.

2- No modelo em estudo de inducao de doenca de Peyronie em rato Wistar pela
injecdo de TGF-B; o MMF atua como agente antifibrotico remodelador dos

elementos da matriz extracelular.

3- Os resultados apontam fortemente para a efetiva participagdo dos
proteoglicanos e , principalmente, das MMPs no processo de génese da

doenca e mitigagao dos efeitos com o tratamento pelo MMF.
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ANEXO 1

Comissao de Etica no Uso de Animais
Faculdade de Medicina de Sac José do Rio Preto - FAMERP
Autarquia Estadual - Lei n* 8638 de 27/008
{Reconhecigs pelo Decreto Fedarad n® 74,170 de 140874}

LICENGA CEUA 0%/2018

COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
AUTORIZAGAD DE PROJETO APROVADC

(|DE ACORDD COM ORIENTAGAD TECHMICA CONCEA N™ 08 DE 18 DE MARGO DE 2048)

Certificamns gue a proposta infitulada “Comportaments dos elementos celulares
da matriz extracelular da matriz extracelular na doenga de peyronie
experimentalmente induzida pele TGF - beta e tratada com Micofenclato
Mofetil”, protocolo FAMERP n® 001-003819/2019, em 02 de setembro de 2018, sob
8 responsabiidade da Prof. Or. Fernando Mestor Facio Junior, que envolve a
produgio’ manutenciolufilizacio de animaie pertencentes ao filo Chordala, subfilo
Vearfebrala (exceto humanos), para fins de ensing, encontra-se de acordo com os
praceilos da Lein® 11.794, de & de outubro de 2008, do Decreto n™ 5,809, de 15 de
julho de 2009, & com a@s nomas editadas pele Consetho Macional de
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