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Resumo
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A disfungdo erétil (ED) ¢ definida como a incapacidade de alcancar ou manter ere¢ao
peniana adequada para a relacdo sexual satisfatéria. O diabetes mellitus (DM) ¢ uma
condi¢do associada a inumeros distarbios sistémicos que podem contribuir direta ou
indiretamente para o desenvolvimento de ED, como aterosclerose de grandes vasos,
doenga arterial microvascular, neuropatia autondmica, dislipidemia, hipertensdo arterial e
disfuncio endotelial. E evidente que a hiperglicemia é um fator principal que inicia e
promove complicagdes diabéticas. Diante disto, o presente trabalho pretendia avaliar o
efeito do controle glicémico nas alteragdes da vias NO-cGMP-PDES e CBS-CSE-HzS em
corpos cavernosos (CC) de animais diabéticos.

O diabetes foi induzido pela administragdo de estreptozotocina em
camundongos. A duragdo do diabetes foi de 04 semanas. Para o controle da glicemia,
os animais foram tratados com insulina diaria, mantendo-se os niveis de glicose
dentro dos padrdes normais para o camundongo (glicemia < 11mM). A funcgdo erétil
foi avaliada in vitro, comparando-os com os animais diabéticos ndo tratados
(glicemia 19 a 25mM) e in vivo pela pressdo intracavernosa (ICP). Alteragdes
morfologicas no pénis dos diferentes grupos também foram avaliadas. Os dados
mostraram que o tratamento com insulina didria ampliou a resposta relaxante mediada
pelo nitroprussiato de sodio (SNP), tadalafil e estimulagdo elétrica (EFS), sem alterar a
resposta a acetilcolina (Ach). A resposta ao inibidor da Rho-kinase Y-27632 ndo se
mostrou alterada nos diferentes grupos. A alteracdo na ICP do animal diabético também
foi prevenida com o tratamento da insulina. A resposta contratil em resposta a fenilefrina
(PE) ndo se mostrou alterada nos diferentes grupos, ao contrario da contracdo ao EFS,
que embora aumentada no animal diabético, pode ser prevenida pelo controle glicémico.

O relaxamento a0 BAY 41-2272 e Bay 60-2770 nao apresentaram diferencas entre os

xxviii



grupos. Os dados mostraram que o ativador da GCs, BAY 60-2770, pdéde promover
relaxamento do CC, mesmo em animais hiperglicémicos, tratados ou ndo com
insulina. Esta resposta se mostrou aumentada quando a NO sintase (NOS) foi inibida
ou quando a guanilato ciclase (GCs) foi oxidada, diferentemente do Bay 41-2272,
que teve sua resposta reduzida nestas condicoes.

Com relacdo a via CBS-CSE-HzS, o tratamento com insulina preveniu o menor
relaxamento observado com a L-cisteina, bem como ao DMSO e DMS0O2. A analise
morfolégica mostrou que o diabetes levou a uma atrofia do corpo cavernoso do
animal diabético em relagdo ao controle e que o tratamento com insulina conseguiu
prevenir esta alteracdo. Também foi observada uma hiperplasia de camada
muscular da artéria cavernosa nos animais diabéticos tratados com insulina, nao
sendo observado o mesmo efeito nas artérias dorsais. Nao foram verificadas
alteracoes no nervo dorsal.

Em conclusdo, o controle da glicemia, através do tratamento com insulina diaria,
conseguiu prevenir a capacidade de resposta da musculatura lisa do corpo cavernoso do
animal diabético, mas ndo o comprometimento do endotélio encontrado nos animais
diabéticos que ndo tiveram sua glicemia controlada. Os dados com os animais diabéticos
também mostraram que a GCs supostamente ndo estava oxidada e que a via de
sinalizagdo RhoA/Rho-kinase no corpo cavernoso do animal diabético se encontrava
dentro dos padrdes de normalidade. Os dados mostraram um comprometimento da via
CBS-CSE-H»S no animal diabético, o que foi prevenido pelo controle da glicemia. Por
fim, o controle glicémico conseguiu prevenir alteracdes morfologicas compativeis com o

quadro de diabetes.
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Erectile dysfunction (ED) is defined as the inability to achieve or maintain penile
erection sufficient to permit satisfactory sexual intercourse. Diabetes mellitus (DM) is a
condition associated with numerous systemic disorders that may contribute directly or
indirectly to the development of ED, such as large vessel atherosclerosis, arterial
microvascular disease, autonomic neuropathy, dyslipidemia, hypertension and endothelial
dysfunction. Hyperglycemia is a major factor that initiates and promotes diabetic
complications. The aimed of this study was to evaluate the effect of glycemic control in
the NO-cGMP-PDES and CBS-CSE-H2S- pathways in corpus cavernosum (CC) of

diabetic animals.

Diabetes was induced by administration of streptozotocin in mice. The duration of
diabetes was 04 weeks. For glycemic control, the animals were treated with daily insulin,
keeping glucose levels within the normal range for mice (blood glucose <11mm). Erectile
function was evaluated in vitro and compared with untreated diabetic animals (19 to 25
mM glucose) and in vivo by intracavernous pressure (ICP). Penis morphology of the
different groups were also evaluated. The data showed that daily treatment with insulin
increased the relaxing response mediated by sodium nitroprusside (SNP), tadalafil and
electrical stimulation (EFS), without altering the response to acetylcholine (Ach). The
response to the Rho-kinase inhibitor Y-27632 was not altered in different groups. The
change in the ICP of the diabetic animal was also prevented by insulin. The contractile
response to phenylephrine (PE) was not altered in different groups, unlike the EFS
contraction, which could also be prevented by insulin treatment. The relaxation with
BAY 41-2272 and Bay 60-2770 did not differ between groups. The sGC activator BAY
60-2770 could promote relaxation of the CC, even in hyperglycemic animals, treated or

not with insulinhis response showed increased when NO sintase (NOS) was inhibited or
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when sGC was oxidized, unlike Bay 41-2272 that under these conditions had a decreased
response. In the CBS-CSE-H2 pathway, insulin treatment prevented the lowest relaxation
observed with L-cysteine as well as DMSO and DMSO,. Morphological analysis showed
that diabetes led to an atrophy of the corpus cavernosum of diabetic animals compared
with control. Insulin treatment could reverse this change. There was a hyperplasia of the
cavernous artery in insulin treated diabetic animals, but not in dorsal arteries. No changes
were observed in the dorsal nerve. In conclusion, blood glucose control could prevent the
responsiveness of smooth muscle of the corpus cavernosum of diabetic animals, but could
not prevent the impairment of endothelium. RhoA / Rho-kinase pathway was not altered
in either groups. The data showed a commitment in the CBS-CSE-H2S pathway in
diabetic animals, which was prevented by glycemic control. Finally, glycemic control

could prevent morphological changes consistent with the diabetes.
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1-INTRODUCAO

1.1 Anatomia e fisiologia da erecao peniana

O pénis € constituido por trés cilindros de tecido vascular erétil: dois dorsais, representados
pelos corpos cavernosos (CCs), e um ventral que contém a uretra, chamado corpo esponjonso (CE).
Os CCs possuem duas por¢des: uma fixa, posterior ao arco pubiano, € uma movel, anterior a este.
Distalmente ao arco pubiano, os CCs se mantem unidos por meio de um septo incompleto que
permite livre fluxo sanguineo entre os dois cilindros. Em sua por¢do fixa ou perineal, os CCs se
separam para formar a crura, onde cada cilindro (entdo chamado ramo isquiptibico) se insere no
isquio, anteriormente a tuberosidade isquiatica. A crura ¢ revestida por musculatura estriada
esquelética, chamada musculatura isquicavernosa. O corpo esponjoso, por sua vez, emerge do
perineo, sendo envolvido pelo musculo bulbocavernoso. Em sua extremidade distal, o CE se dilata
para formar a glande peniana, onde a uretra se abre para o exterior através do meato. Externamente,
o pénis € revestido por tegumento destituido de tecido adiposo hipodérmico, abaixo do qual se
observa duas fascias — a de Colles (superficial) e a de Buck (profunda). Abaixo desta, encontramos
ainda, no caso do CCs, uma tunica fibroelastica relativamente distensivel chamada tinica albuginea
que confere rigidez ao pénis durante a erecdo. O CE também ¢ envolvido por uma tinica propria,
porém mais delgada que a albuginea (1, 2).

A fonte primaria de irrigagdo sanguinea do pénis ¢ representada pela artéria pudenda interna,
ramo da iliaca interna. Apos emergir do canal de Alcock, a pudenda interna da origem a artéria
peniana que no interior do orgdo se subdivide em quatro ramos: a artéria dorsal, as artérias
cavernosas (uma para cada CC) e a bulbouretral (que por sua vez se divide em artérias bulbar e
uretral). As artérias cavernosas situam-se dentro dos CCs e terminam nas artérias helicinais que por
sua vez continuam nos espagos lacunares ou sinusoides — principais componentes funcionais do

tecido erétil cavernoso. Além dos sinusoides, este tecido erétil ¢ ainda constituido por trabéculas de
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sustentacdo (dos espagos lacunares) que abrigam: musculatura lisa, coldgeno e uma complexa rede
de pequenos vasos (arteriais € venosos) ¢ filetes nervosos (1,2). A drenagem venosa ¢ complexa e
integrada por dois sistemas: um superficial e um profundo (as veias profunda dorsal, as circunflexas,
as emissarias, as cavernosas e as crurais). O principal fluxo de drenagem comeca nos sinusoides,
seguindo sucessivamente para pequenas vénulas e plexo subalbugineo, do qual emergem as veias
emissarias (3). As emissarias atravessam a tunica albuginea, drenando para as veias circunflexas que
por sua vez terminam na veia dorsal profunda (3).

A inervagdo peniana origina-se dos sistemas nervosos autondmico e somatico (2). O plexo
nervoso pélvico fornece fibras simpdaticas e parassimpaticas para prostata, vesiculas seminais, bexiga
e reto. As fibras mais caudais deste plexo correm ao longo do aspecto posterolateral da prostata,
sendo chamados de nervos cavernosos. Os nervos cavernosos passam através do diafragma
genitourinario em situacdo dorsomedial a artéria cavernosa, dando ramos para o tecido erétil e
artérias helicinais dentro dos CCs. A inervagdo parassimpdtica emerge de niveis sacrais (S2-S4),
enquanto a simpatica origina-se da regido toracolombar (T10-L2). Os nervos somaticos originam-se
dos nervos pudendos, que percorrem juntamente com a artéria pudenda interna o canal de Alcock.
Apoés emitirem ramos para os musculos isquiocavernoso e bulbocavernoso, os nervos pudendos
convertem-se nos nervos dorsais do pénis. Estes, por sua vez, ddo origem a multiplos ramos que
terminam na glande. Esses ramos sdo responsaveis por fungdes sensoriais e proprioceptivas dos
CCs, pele e glande penianos (1,2). A inervacdo somdtica também ¢ responsavel pela contragdo dos
musculos isquio- e bulbocavernosos.

A erecdo peniana ¢ uma funcdo resultante da complexa interacdo de fatores neurais,
vasculares, enddcrinos e psicologicos. Contudo, de forma mais simplificada, especialmente num
contexto experimental, pode ser estudada como um reflexo neuro-hemodindmico dependente

principalmente de fatores endocrinos e anatomicos. Este reflexo se manifesta como uma seqiiéncia
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de eventos e modificagcdes morfologicas do pénis, geralmente descritos como um ciclo de cinco
fases principais: 1- flacidez, 2- tumescéncia, 3- erecdo completa, 4- erecdo rigida e 5- detumescéncia
).

Na auséncia de estimulo sexual, o pénis ¢ mantido em um estado de flacidez moderada por
meio de um tonus simpético basal, originado na substancia cinzenta interomediolateral da medula
espinhal toracolombar (5). O tonus simpatico desencadeia a liberacdo de noradrenalina a partir de
filetes nervosos adrenérgicos penianos, o que leva a uma contragdo tonica de arteriolas do CC assim
como de musculatura lisa e células endoteliais da parede das lacunas. Esta contracdo muscular
resulta em uma resisténcia significativa contra o influxo de sangue arterial, o que mantém o pénis no
estado flacido de repouso. E provavel que a noradrenalina também iniba a liberagio de NO,
dificultando ainda mais uma possivel erecao (5).

A obtencdo e a manuten¢do de uma ere¢do firme requerem um influxo de sangue arterial
adequado, assim como um aprisionamento eficiente do efluxo sanguineo venoso. O estimulo sexual
desencadeia a liberacdo de neurotransmissores a partir de terminagdes nervosas cavernosas, 0 que
resulta no relaxamento da musculatura lisa e nos seguintes eventos: 1- dilatacdo de artérias e
arteriolas penianas, com aumento de fluxo sanguineo tanto na fase sistolica quanto na diastdlica; 2-
aprisionamento do sangue que entra nos sinusdides em expansdo; 3- compressdo do plexo venular
subalbugineo entre a tunica albuginea e os sinusoides periféricos, reduzindo o efluxo de sangue
venoso; 4- estiramento maximo da tinica, com oclusdo das veias emissarias entre as camadas
circular interna e longitudinal externa da tinica albuginea e decréscimo ainda maior no efluxo
venoso; 5- aumento na pressao intracavernosa (para cerca de 100 mmHg), o que leva o pénis a sua
posicao ereta (fase de ere¢do completa); 6- aumento ainda maior na pressao (para algumas centenas
de mmHg), com a contragdo da musculatura isquicavernosa (fase rigida) (6). A ere¢do envolve,

portanto, dilatacdo arterial, relaxamento sinusoidal e compressdo venosa. A importancia do
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relaxamento da musculatura lisa peniana ¢ demonstrada tanto em modelos animais, quanto em
estudos envolvendo seres humanos (6).

Uma vez atingida a fase rigida, o pénis estd pronto para atuar em atividades sexuais (como a
copula, por exemplo) cujo climax serd a obtencdo de orgasmo e ejaculacdo do liquido seminal.
Havendo orgasmo ou cessada a atividade sexual, o pénis devera retornar ao estado inicial de flacidez
através da fase de detumescéncia. Trés fases de detumescéncia foram descritas em um estudo
baseado em modelo animal (7). A primeira consiste em um aumento de pressdo intracavernosa
transitoria, indicando o inicio de uma contragdo de musculatura lisa contra um sistema venoso
fechado. A segunda caracteriza-se por uma redugdo pressorica lenta, sugerindo a reabertura de
canais venosos com recuperacdo do nivel basal de fluxo arterial. Finalmente, na terceira fase,
observa-se uma diminui¢do rapida da pressdo com restituicdo rapida da capacidade de fluxo venoso.
Tendo retornado ao estado de flacidez apds atividade sexual acompanhada de orgasmo, o pénis entra
ainda em uma fase transitéria chamada de “laténcia”, onde os mecanismos de ere¢do encontram-se

temporariamente inibidos.

1.2 Aspectos moleculares da ereciio peniana

Conforme descrito, os tecidos penianos eréteis, mais especificamente a musculatura lisa
cavernosa e a da vasculatura arterial/arteriolar, tém um papel fundamental no processo de ere¢do. A
contragdo e o relaxamento de células musculares lisas, em geral, sdo regulados pela concentragao
citosolica de calcio (Ca*") livre. A noradrenalina (oriunda de terminagdes nervosas), as endotelinas e
a prostaglandina F2o. (ambas produzidas no endotélio) ativam receptores nas células musculares
lisas, aumentando o inositol trifosfato e o diacilglicerol, o que resulta em liberagdo de Ca®" a partir
de reservatérios intracelulares e/ou em influxo de Ca®" extracelular através da abertura de canais de
calcio da membrana citoplasmatica. Estes eventos deflagram um aumento transitério de Ca*"
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citoplasmatico livre, que por sua vez liga-se a calmodulina e altera sua conformagao, expondo o sitio
de intera¢do com a quinase da cadeia leve da miosina. A conseqiiente ativagdo catalisa a fosforilagao
de cadeias leves de miosina, desencadeando a formacdo de pontes cruzadas entre miosina e
filamentos de actina, bem como o desenvolvimento de forca. Além disso, a fosforilacdo da cadeia
leve também ativa a miosina ATPase que hidroliza o ATP a fim de fornecer energia para a contragao
muscular (6).

Com o retorno do Ca*" citosélico aos niveis basais, vias sensibilizadores de célcio assumem
o controle. Uma dessas vias ocorre através de receptores excitatorios acoplados a proteinas G que
podem promover contracdo, aumentando a sensibilidade ao célcio, sem qualquer modificagdo na
concentragdo citosolica deste ion. Essa via, em particular, envolve a RhoA, uma proteina G
monomérica pequena que ativa a Rho-quinase. A Rho-quinase ativada fosforila e, portanto, inibe a
subunidade regulatéria da miosina fosfatase de musculo liso, impedindo a defosforilagdo de
miofilamento e promovendo a manutencdo do tonus contratil (8). A expressao de RhoA e Rho-
quinase foi demonstrada em musculatura peniana (9, 10). Curiosamente, a quantidade de RhoA
expressa em musculo liso cavernoso ¢ 17 vezes maior que a de musculo liso vascular (10). A via
RhoA/Rhokinase se mostrou mais ativa em casos de danos ao nervo cavernoso em modelo animal e
pode estar relacionada a disfuncdo erétil observada (11). O uso de um inibidor da Rho-kinase em
modelo animal mostrou ser capaz de implementar a funcao erétil em ratos diabéticos (12).

Em oposi¢cdo a contracdo, o relaxamento de uma musculatura lisa ocorre quando a
concentragio de Ca*" livre diminui. Quando isso ocorre, a calmodulina se dissocia da quinase de
cadeia leve de miosina, inativando-a. A miosina ¢ defosforilada pela fosfatase de cadeia leve de
miosina, desligando-se do filamento de actina, o que leva ao relaxamento muscular (13). Os
segundos mensageiros envolvidos no relaxamento de musculatura lisa sio o monofosfato ciclico de

adenosina (AMPc) e o monofosfato ciclico de guanosina (GMPc). Estas moléculas ativam proteina-
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quinases dependentes de AMPc e GMPc, que por sua vez fosforilam certas proteinas e canais
i0nicos, resultando em abertura de canais de potassio e hiperpolarizagdo, além de sequestro de célcio
intracelular pelo reticulo endoplasmatico e inibi¢do de canais de célcio voltagem-dependentes,
bloqueando o influxo de célcio. Como consequéncia, ha uma queda no célcio citosélico livre e
relaxamento muscular. Assim, moléculas ou vias que levem a produ¢do ou inibicdo da degradagao
de AMPc/GMPc podem potencialmente resultar em relaxamento muscular dos CCs e ere¢do
peniana (6).

Aparentemente, a via de relaxamento mais importante, no que concerne a mecanismos
periféricos de eregdo, ¢ a do 6xido nitrico (NO, via NO/GMPc). Com o estimulo sexual, observa-se
um aumento na atividade da NO sintase (NOS) neural e endotelial, o que resulta na liberacdo de NO
a partir de terminagdes nervosas ndo colinérgicas nao adrenérgicas (NANC) e de células endoteliais.
O NO ¢ o componente central de um importante sistema de transdugdo de sinais que atua no pénis
para mediar a resposta erétil (3, 14).

O NO ¢ constitutivamente produzido a partir da L-arginina pela agdo da enzima 6xido nitrico
sintase (NOS), a qual ¢ encontrada nos nervos nitrérgicos (nNOS) e células endoteliais (eNOS) do
corpo cavernoso. O endotélio também libera NO em resposta a acetilcolina (ACh) ou bradicinina no
pénis (15, 16). Ao ser liberado de fibras nitrérgicas ou do endotélio, o NO se difunde para células
musculares lisas adjacentes e se liga ao seu receptor fisiologico intracelular guanilato ciclase soluvel
(GCs). A ativacao desta enzima pelo NO leva a conversdo de guanosina trifosfato (GTP) ao
segundo-mensageiro monofosfato ciclico de guanosina (GMPc). A elevacdo dos niveis
intracelulares de GMPc ativa proteinas quinase especificas, as quais fosforilam outras proteinas,
ativam canais i0nicos e, através destes eventos bioquimicos intermediarios, levam a reducdo da

concentracdo de calcio intracelular, causando o relaxamento da musculatura lisa. O GMPc ¢
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hidrolisado a GMP pela agdo da fosfodiesterase tipo 5 (PDES), cessando assim a resposta erétil (17,

18).

1.3 Disfuncao erétil no diabetes mellitus

Para uma fun¢do erétil normal, ¢ necessdria a integracdo adequada de vérios sistemas
organicos, dentre os quais se destacam o vascular, o neurolégico e o enddcrino. Problemas no
funcionamento de um ou mais desses sistemas essenciais ou na interacao destes sistemas pode levar
a efeitos deletérios sobre a fun¢do sexual do individuo. A disfuncdo erétil (ED) pode ser definida
como uma incapacidade consistente ou intermitente de obter ou manter ere¢des penianas com
qualidade suficiente para permitir uma relagdo sexual satisfatoria (19).

Inicialmente, acreditava-se que a ED fosse uma doenga de natureza psicogénica.
Posteriormente, o crescente reconhecimento de sua relagdo com comorbidades clinicas revelou uma
base organica na maioria dos casos. Esta relagdo com comorbidades organicas prevalentes, como
doencas cardiovasculares, diabetes, dislipidemia, hipertensdo e tabagismo, torna a ED um problema
de saude publica significativo. Muitas evidéncias sugerem que a ED pode ser vista como uma
doenca vascular que representa uma manifestacdo precoce de doenga cardiovascular principalmente
em homens abaixo dos 60 anos e em individuos diabéticos (20-23).

O diabetes mellitus ¢ uma condi¢do associada a inumeros distirbios sistémicos que podem
contribuir direta ou indiretamente para o desenvolvimento de ED, como aterosclerose de grandes
vasos, doenga arterial microvascular, neuropatia autondmica, dislipidemia, hipertensdo arterial e
disfuncdo endotelial (24). Estima-se que aproximadamente 35% a 75% dos homens com diabetes

mellitus apresentam ED (25-27) e a propria ED também pode ser um fator preditor do diabetes
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mellitus (28). A prevaléncia de disfun¢do erétil em homens diabéticos € significativamente maior do

que a observada na populacdo em geral (29-31).

Em pacientes diabéticos, as alteragcdes neurovasculares mediadas pelo estresse oxidativo,
hiperglicemia e perfil lipidico alterado desempenham papel central na incidéncia de disfungao erétil.
Complicagdes neurologicas, como neuropatia autondmica (em particular envolvendo terminagdes
colinérgicas) e alteragdes no sistema vascular peniano, incluindo doencas microvasculares e
disfuncdo endotelial, constituem as causas primarias de disfuncao erétil observada clinicamente (32-
35). O diabetes pdode afetar de maneira adversa o comportamento sexual (36-39) e aumento de
pressdo intracavernosa in vivo em ratos geneticamente diabéticos ou nos quais o diabetes ¢ induzido
quimicamente (40-42). Véarios estudos funcionais in vitro demonstraram reducao do relaxamento de
corpo cavernoso induzido por estimulagdo elétrica ou dependente do endotélio, tanto em tecidos
obtidos de homens diabéticos como em modelos animais de diabetes (43-46). A vasculopatia que
resulta, em parte, de disfungdo endotelial, envolve sintese ou atividade reduzida de fatores
relaxantes como o NO, bem como respostas alteradas a vasoconstritores (47,48). Além disso, a
imunoreatividade para NOS também apresentou-se reduzida em tecido peniano obtido de individuos
diabéticos com ED (49,50). Estes resultados reforcam a associagdo do diabetes a grande incidéncia
de disfuncdo erétil, visto que as respostas mediadas pelo NO oriundo de fibras nitrérgicas e do
endotélio que reveste os sinusdides apresentam-se reduzidas em corpo cavernoso de animais e
homens diabéticos. Estudos moleculares em pénis humano tém demonstrado que produtos finais
avancados da glicacio (AGE) podem contribuir para a ED em pacientes diabéticos através do
sequestro de NO. Produtos AGE foram encontrados em niveis elevados no tecido peniano, mas nao
no soro de pacientes diabéticos, em comparagdo a ndo diabéticos. Estes produtos concentravam-se

principalmente nos CCs e tunica albuginea (51).

41



Em sintese, a associagdo entre diabetes e ED parece ser de causa multifatorial, envolvendo

sobretudo a neuropatia autondmica em nervos penianos e/ou disfun¢do endotelial.

1.4 Outros possiveis mediadores envolvidos na erecio peniana: via do sulfeto do hidrogénio
1.4.1 Sulfeto de Hidrogénio- Sintese e Degradagio

O sulfeto de hidrogénio ou gas sulfidrico (H2S) ¢ produzido a partir de aminoacidos
sulfonados, tais como metionina, cisteina e cistina, principalmente, através da acdo de duas enzimas
distintas, a cistationina B-sintase (CBS) e a cistationina y-liase (CSE) (52). A enzima CBS esta
expressa no cérebro, sistema nervoso periférico, rim, figado enquanto que a CSE ¢ mais comumente
encontrada no figado e na musculatura vascular e ndo vascular (52-53). Outras fontes de produgao
de H,S sdo a microbiota intestinal e os eritrécitos, sendo que neste ultimo a producdo ¢
independente da ag¢do de enzimas, em um processo que envolve a via da glutationa. Substancias
como aminooxiacetato (AAOA) e DL-propargilglicina (PAG) s3o comumente utilizados como
inibidores das enzimas CBS e CSE, respectivamente (54,55).

A formagdo do H,S bem como a agdo das enzimas CBS e CSE estdo resumidas na Figura 1.
A degradagdo do H,S geralmente ocorre através da sua oxidagdo a sulfato (SO4?) sulfito (SO57) e
tiosulfato (S,037) ou pela a¢do das enzimas tiometiltransferase (TMT) e rodanase, esta Gltima

podendo formar metanetiol (CH4S) e dimetilsulfide (CH3SCH3) (56).
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Figura 1. Principais vias de sintese do H,S in vivo. O Ha,S € sintetizado a partir dos aminoacidos L-cisteina e
L-cistationina pela a¢do de uma ou duas enzimas (dependendo da célula) denominadas de cistationina [3-
sintase (CBS) e cistationina y-liase (CSE). O H,S pode ser removido através de trés principais processos:
oxidacdo, seqiiestro pela meta-hemoglobina ou pela a¢do das enzimas tiometiltransferase (ITMT) e rodanase
(56).

1.4.2 Farmacologia do sulfeto de hidrogénio na musculatura vascular e ndo vascular

Nos ultimos anos, o H,S vem ganhando destaque no que diz respeito a sua importancia
fisiologica e o seu papel em estados patoldgicos. Tem-se sugerido que o H,S exerce seus efeitos
através da ativagdo dos canais de potassio dependentes do ATP (Katp), diferentemente dos outros
dois gases mais usualmente estudados, o 6xido nitrico (NO) e monoxido de carbono (CO), que agem
ativando a enzima guanilato ciclase soltvel (GCs) (57-59). Interagdes em canais de Ca’" também
foram relatadas (60,61). Curiosamente, o Sildenafil, inibidor de PDES, foi capaz de aumentar a

produgdo de H,S em bexiga humana isolada (62).
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O papel fisioldgico do H,S tem sido mais comumente investigado no sistema cardiovascular.
Assim, o H,S enddgeno pode exercer diversas fungdes, tais como, relaxamento da musculatura lisa
(62), inibi¢do da proliferacdo de células musculares lisas (57,63) e agregacdo plaquetaria (57).
Além dos efeitos vasodilatadores, o H,S pode inibir a proliferagdo das células lisas de uma maneira
dependente da ativacdo da proteina quinase ativada por mitégenos (MAPK), assim como induzir a
apoptose em células isoladas de aorta pela ativacdo da caspase-3, sugerindo que o H,S pode ser til
para prevenir a proliferagdo das células musculares lisa em doengas como arteriosclerose, oclusdo
vascular e estenose apds angioplastia (57,63).

Em modelos animais que mimetizam doengas cardiovasculares como, hipertensdo arterial,
pulmonar e aterosclerose, a via CBS-CSE-H,S mostrou-se alterada. Assim, em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) a via CSE/H,S estava suprimida e o tratamento com doadores
de H»S foi capaz de diminuir a pressdo sistolica (64). Em camundongos knockout para a enzima
CSE (CSE™), os niveis de H,S estavam reduzidos no plasma, coragdo, aorta ¢ em outros tecidos. A
administracdo do NaHS nestes animais diminuiu de maneira concentracdo dependente a pressdo
sistolica (65). Em camundongos knockout para apolipoproteina E (ApoE ) os niveis de H,S e da
molécula de adesdo ICAM-1 estavam reduzidos e aumentados, respectivamente, no plasma e na
aorta. O tratamento destes animais com o doador NaHS mostrou aumento nos niveis de H,S,
diminui¢do da area de placa aterogénica e dos niveis de ICAM-1 no plasma e na aorta, sugerindo
que o H,S exerce um efeito anti-aterogénico e inibe e expressio de ICAM-1 em camundongos
knockout para ApoE " (66). O doador NaHS mostrou ter efeito cardioprotetor em modelo de choque
hemorragico em ratos (67). O pré-tratamento de cardiomidcitos de ratos com o doador NaHS
também diminuiu os niveis de espécies reativas de oxigénio, com aumento da atividade da enzima

superoxido dismutase (SOD) em modelo de isquemia/reperfusdo (68).
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Além dos efeitos benéficos do H,S no leito vascular, o efeito em preparagdes nao vasculares
também foi avaliado. Assim, em modelos de ulcera géstrica induzida pelo acido acético a expressao
das enzimas CBS e CSE estavam aumentadas e o tratamento cronico com doadores exdgenos
(NaHS) ou enddégenos (L-cisteina) de H,S reduziu a area ulcerada, enquanto que a administracdo do
inibidor da enzima CSE, PAG, reverteu os efeitos protetores induzidos pela L-cisteina, sugerindo
que o H»S ¢ produzido na mucosa gastrica em reposta a lesdo e age facilitando o processo de
cicatrizagdo da ulcera (69,70).

Em CC de coelho o H,S foi sintetizado (in vitro, em homogenato do tecido) e o doador
NaHS relaxou esta musculatura (71). Em CC de humano, as enzimas, CBS e CSE estio expressas na
musculatura trabecular e no musculo liso da artéria peniana, enquanto que somente a CSE esta
expressa nos nervos periféricos. Tanto o NaHS como a L-cisteina relaxou, de maneira concentragao
dependente, o CC. A administra¢do intracavernosa dos doadores de H,S em ratos aumentou a
pressdo intracavernosa (ICP) e a administracdo endovenosa de PAG bloqueou este aumento (72).
Uma possivel relacdo da liberagdo de NO neurogénico e producdo enddgena de H,S também foi

evidenciada em CC de ratos (73).
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JUSTIFICATIVA

A disfungdo erétil (ED) constitui um importante problema de saude publica. O diabetes
mellitus ¢ causa frequente tanto de disfuncdo sexual como de ED no homem. A relagdo
etiopatogénica entre diabetes ¢ DE ¢ complexa e parece envolver diferentes mecanismos
fisiopatologicos. A exposicdo prolongada a hiperglicemia ¢ reconhecida como um fator importante
para a patogénese de complicagdes do diabetes (74). E evidente que a hiperglicemia é um fator
principal que inicia e promove complicacdes diabéticas (75). Varios mecanismos tém sido propostos
para explicar os efeitos adversos de niveis elevados de glicose, incluindo o estresse oxidativo,
glicagdo ndo enzimatica e ativagdo de quinases através do diacilglicerol (DAG). No entanto, o
mecanismo exato do efeito deletério da hiperglicemia nos pequenos e grandes vasos nao ¢
plenamente conhecido (76). Este ¢ um fator importante, frente a disfuncdo endotelial relacionada
com a microangiopatia e alteracdes vasculares. (77, 78). Até o inicio deste trabalho ndo havia dados
que avaliassem o efeito do controle glicémico nas alteragdes da via NO-cGMP-PDES em CC de

animais ou homens diabéticos.

Pelo fato de individuos diabéticos com ED serem frequentemente refratarios a terapia padrao
com inibidores de PDES (43, 79, 80, 81), outras vias chamam a aten¢ao, como a via CBS-CSE-H,S.
A via do H,S tem sido explorada em estudos de fisiologia e farmacologia cardiovascular, com
resultados indicando que este composto possa ter um papel importante na regulagdo da contracdo e
do relaxamento de musculatura lisa vascular. Até o inicio deste trabalho, dados sobre o H,S na ED

em diabéticos ndo estavam disponiveis.
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2. OBJETIVOS

Avaliar o efeito da reposi¢do da insulina em camundongos diabéticos induzidos com
estreptozotocina com relagdo as alteracdes funcionais e morfologicas encontradas no CC destes

animais. Desta forma, os objetivos especificos foram:

1) Avaliar in vitro as respostas relaxantes de corpos cavernosos isolados de camundongos
diabéticos que tiveram a glicemia controlada (< 11mM) com insulina diaria (Lantus ®- 3U/dia),
realizando-se curvas concentragdo-efeito a acetilcolina (ACh) (relaxamento dependente do
endotélio), ao nitroprussiato de sodio (SNP) (relaxamento independente do endotélio), Tadalafil
(inibidor de PEDS), e ao Y-27632 (inibidor da Rho-quinase), assim como curvas freqiiéncia-efeito a
estimulacdo elétrica (EFS) em tecidos pré-contraidos. Para analise da via CBS-CSE-H,S, curvas
concentracdo-efeito ao DMSO e DMSO2, bem como a L-cisteina e ao Na,S (doador de H,S). Estes

dados foram comparados com os grupos controle e diabéticos (glicemia de 19 a 25mM).

2) Avaliar in vitro as respostas contrateis de corpos cavernosos isolados de camundongos
diabéticos que tiveram a glicemia controlada (< 11mM) com insulina diaria (Lantus ®- 3U/dia),
realizando-se curvas concentragdo-efeito a fenilefrina (PE) e curvas frequéncia-efeito a EFS em
tecidos com tonus basal. Estes dados foram comparados com os grupos controle e diabéticos

(glicemia de 19 a 25mM).

3) Avaliar a enzima guanilato ciclase soltivel do grupo diabético (faixa de glicemia de 19 a
25mM), e seu comportamento a um ativador da guanilato ciclase soluvel, avaliando-se as respostas
relaxantes de corpos cavernosos isolados, através de curvas de concentracdo-efeito ao Bay 60-2770
(ativador da guanilato ciclase soltivel), em tecidos pré-contraidos, na presenca ou ndo de ODQ

(10uM) e L-NAME (100uM). Da mesma forma, avaliar as respostas relaxantes dos corpos

48



cavernosos isolados ao Bay 41-2272 (estimulador da guanilato ciclase soluvel), (82-84) também na
presenga de ODQ (10 uM) e L-NAME (100 uM). Estes dados foram comparados com os grupos

controle e diabéticos controlado (glicemia (< 11mM).

4) Avaliar in vivo as fungdes eréteis, através da medida da pressdo intracavernosa (ICP) de
camundongos diabéticos que tiveram a glicemia controlada (< 11 mM), bem como de diabéticos

com glicemia de 19 a 25 mM. Estes dados foram comparados com os grupos controle.

5) Avaliar as altera¢des histomorfologicas de corpos cavernosos isolados de camundongos
diabéticos que tiveram a glicemia controlada (< 11mM) com insulina diaria (Lantus ®- 3U/dia),

comparado-os com os grupos controle e diabéticos (glicemia de 19 a 25 mM).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais de Experimentacgio

Foram utilizados camundongos C57BL/6 pesando entre 25 e 30 g, provenientes do Centro de
Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB - UNICAMP, Campinas, SP) e
mantidos no Biotério do Departamento de Farmacologia da Faculdade de Ciéncias Médicas. Os
animais foram mantidos em ciclos de claro/escuro (12/12 h), e tratados com racdo e agua ad
libidum. Os protocolos experimentais foram analisados e aprovados pela Comissdo de Etica em

Experimentacdo Animal (CEEA - IB/UNICAMP) sob o protocolo n® 1329-1.

3.2. Indu¢io do Diabetes e Grupos Experimentais

O diabetes foi induzido pela administragdo i.p. de estreptozotocina (125 mg/kg), dissolvida
em tampao citrato (20 mM, pH 4.5). Ap6s 48 h, a indu¢do do diabetes foi confirmada pela presenga
de hiperglicemia, utilizando-se um glicosimetro (Accu-Check, Boehringer Mannheim Corporation,
Germany). Foram rejeitados os animais que apresentaram a concentracdo de glicose inferior a 19
mM (85, 86). Estando confirmada a inducdo de diabetes, os camundongos foram divididos em dois
grupos: um grupo recebeu insulina subcutinea, (Lantus® (Glargina)-2U/dia, em dias alternados),
mantendo-se a glicemia na faixa de 19 a 25mM (86); o outro teve a glicemia controlada (glicemia
menor que 11mM, considerada normal para o camundongo, 86) através da administracdo de insulina
subcutinea diaria (Lantus® (Glargina)-3U/dia). Os animais foram pesados semanalmente e a
glicemia do grupo de animais diabéticos medida no inicio, meio e fim do tratamento, que teve a
duracdo de 4 semanas (85). Os animais de glicemia controlada tiveram sua glicemia medida
diariamente. Ap6s 4 semanas, os camundongos foram utilizados para a execucdo dos protocolos

experimentais. Os animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais:
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(1) Controle (CTL): os animais deste grupo ndo sofreram interven¢do farmacologica. Ao contrario

dos diabéticos, a este grupo foi administrado apenas o tampao citrato.

(2) Diabético (DM): os animais deste grupo receberam estreptozotocina e receberam insulina por

via subcutanea (2 Ul/dia, em dias alternados), (86), mantendo-se a glicemia entre 19 e 25mM.

(3) Diabético com controle de glicemia (DM-I): os animais deste grupo receberam estreptozotocina
e foram tratados com insulina diaria por via subcutanea (3 Ul/dia), mantendo-se a glicemia < 11

mM.

3.3. Preparacio de Corpo Cavernoso In Vitro e Protocolos Experimentais

Os animais dos diferentes grupos foram anestesiados em camara de CO, e, em seguida,
exsangiiinados por seccdo dos vasos cervicais. O pénis foi removido e colocado em solugdo de
Krebs-Henseleit gelada na seguinte composi¢do (mM): NaCl, 130; NaHCO;, 14.9; dextrose, 5.5;
KCl, 4.7; KH,PO,, 1.18; MgSO,7H,0, 1.17 e CaCl,2H,0, 1.6. Apds a remog¢ao da veia dorsal,
uretra, tecidos conectivos e glande peniana, dois segmentos de corpo cavernoso foram obtidos de
cada animal. Os tecidos foram montados em banhos para 6rgdo isolado (10 ml) preenchidos com a
solu¢do Krebs-Henseleit, continuamente aerada com O,:CO, (95:5%) e mantida a temperatura de
37°C (pH 7.4), sendo suspensos entre um transdutor de for¢a e uma unidade fixa. A tensio aplicada
aos tecidos (4-5 mN) foi periodicamente ajustada até estabilizagdo (60 min). As alteragcdes de tensdo
foram medidas usando-se transdutores isométricos e registradas em sistema PowerLab 400™ de
aquisi¢do de dados (software versdo 5.0, ADInstruments, Colorado Springs, EUA). Para estimulagao
elétrica dos nervos autonomicos (EFS), os tecidos foram montados entre dois eletrodos de platina
dispostos paralelamente. A estimulacdo elétrica foi induzida através de um estimulador Grass S88
(Astro-Med Industrial Park, EUA), pela geragdo de pulsos de 1 ms de duragio a 50 V em

frequéncias variadas (1-32 Hz).
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Respostas relaxantes a ACh (0.01-1 uM), Nitroprussiato de sédio (SNP, 0.01-10 uM),
Tadalafil (TAD, 0.01-10 uM), Y-27632 (0.01-10 uM), Bay 41-2272 (Bay 41, 0.01-10 uM), Bay 60-
2770 (Bay 60, 0,0001-10 uM), DMSO (0,04-1M), DMSO, (0,04-1M), Na,S (0,001-1mM), L-
cisteina (L-cys, 0,001- 10mM), além de respostas contrateis a PE (0.01-100 uM) foram obtidas em
corpo cavernoso dos diferentes grupos experimentais. De forma semelhante, respostas relaxantes ao
EFS (1-32 Hz) foram obtidas em tecidos previamente tratados com guanetidina e atropina
(bloqueios adrenérgico e colinérgico, respectivamente); respostas contrateis ao EFS (tratamento com
L-NAME e atropina para bloquear as transmissdes nitrérgica e colinérgica, respectivamente). As
curvas concentragdo-resposta foram obtidas através do aumento cumulativo das concentra¢des das
drogas em questdo em meia unidade logaritmica entre adigdes sucessivas. A andlise de regressao
ndo-linear para determinar os parametros de En.x € -log ECs foi obtida com o programa GraphPad
Prism (GraphPad Software, San Diego, CA). Os valores de E.x de resposta contratil foram também

corrigidos em funcdo da massa de cada segmento de corpo cavernoso.

3.4. Medida da funcao erétil in vivo

Os camundongos foram anestesiados por via intraperitonial com uretana (1,2 g/Kg). Uma
agulha (G-26) foi inserida no corpo cavernoso direito para registro da pressdo intracavernosa (ICP),
simultaneamente através de transdutores de pressdo (Grass, Astro-Med Industrial Park, U.S.A.). Foi
feita uma incisdo na cavidade abdominal para exposi¢do do nervo cavernoso, localizado na porg¢ao
dorsolateral da prostata. Eletrodos bipolares de ago inoxidavel foram conectados a um estimulador
Grass SD9 (Grass, Astro-Med Industrial Park, U.S.A.) e posicionados no nervo cavernoso. Foi feita
a seguir a estimulacdo elétrica do nervo (5 ms de duracdo, 6 V, durante 1 min) em diferentes
frequéncias (1, 2, 4, 6 Hz). Todos os dados de pressdo foram coletados para anélise utilizando-se o

sistema PowerLab 4/30. A ICP foi monitorada por 5 minutos antes do inicio dos experimentos, para
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assegurar a estabilidade das medidas. Foi entdo executada a estimulagdo do nervo cavernoso para

obten¢ao das respostas eréteis em animais dos diferentes grupos experimentais.

3.5. Analise de colesterol e triglicerideos dos animais

O nivel de colesterol e triglicerideos dos animais dos diferentes grupos foi avaliado
utilizando kits comerciais (Laborlab®™). Para tanto, o sangue dos animais foi coletado, centrifugado a

2000 G e o soro utilizado para andlise. Os resultados foram expressos em mg/dL.

3.6. Analise macroscopica e histoldgica dos animais
3.6.1. Exame macroscopico e processamento histologico

Apds a eutanasia dos animais, seus pénis foram retirados cirurgicamente e fixados em
formalina 10% tamponada, por 24h. Em seguida, os pénis foram mensurados em 3 dimensdes,
seccionados e enviados para processamento histologico de rotina em autotécnico, para obtencdo dos
blocos de parafina. Cortes histologicos de 4 pum feitos a partir destes blocos foram corados em
hematoxilina-eosina e em tricromico de Masson, para andlise morfoldgica preliminar e calculo de

algumas das varidveis morfométricas.
3.6.2. Analise de imagem

Equipamento: os preparados imunoistoquimicos foram avaliados utilizando um microscopio Leica
DM 5000B, acoplado a uma camera digital DF 300 FX, colorida, de alta definicdo (12Mpixels).

Foram capturadas 3 imagens por animal, utilizando as objetivas de 4X, 10X, 20X ou 40X,
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dependendo da varidavel morfométrica alvo da analise. As imagens foram armazenadas em formato

TIFF.

Analise histomorfométrica. Para a andlise morfométrica, foi utilizado o programa de analise de
imagem ImagelJ versdo 1.410 (NIH, EUA) que permite a segmenta¢do manual e semi-automatica de
estruturas histoloégicas imunocoradas, bem como sua mensura¢do automatica. Foram analisadas as

seguintes varidveis morfométricas:

¢ Area de seccdo de corpos cavernosos (ACC): area de sec¢do dos corpos cavernosos
r r1e . 2
mensurada através do programa de andlise de imagem em um®.
< Area de artéria cavernosa (AAC): area de sec¢io de a. cavernosa unilateral mensurada
r r1e . 2
através do programa de analise de imagem em pum-”.
< Area de artéria dorsal peniana (AAD): area de sec¢do de a. dorsal unilateral mensurada
através do programa de andlise de imagem em pum?2.
< Area de nervo dorsal peniano (AND): area de sec¢io de n. dorsal unilateral mensurada

através do programa de andlise de imagem em pum?2.

3.6.3 Determinacio da expressdo de eNOS e nNOS pela técnica de imunoistoquimica

A deteccdo de eNOS e nNOS foi feita utilizando anticorpos especificos. As secgdes serdo
desparafinizadas em banho de xilol previamente aquecido em estufa a 110° C e, a seguir, em banhos
subseqiientes de xilol a temperatura ambiente. Logo apds este processo, as laminas foram hidratadas
em alcool etilico nas concentragdes decrescentes de 100%, 80% e 50% e lavadas em 4gua corrente e
destilada. A atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada por meio de trés banhos de H,O; a 10
volumes cada um, com duracdo de cinco minutos, seguidos de lavagens em PBS. As ladminas foram
imersas em tampdo citrato de sddio, em pH 6,0 durante 30 minutos a 95° C e, a seguir, lavadas em
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agua corrente. A seguir, o anticorpo primario foi gotejado sobre o corte histologico na diluigao
adequada e incubado durante o dia (overday), por 2 horas a temperatura ambiente. Apds a
incubagdo, as laminas foram lavadas trés vezes em PBS, sob agitagdo, secas e incubadas com o
sistema de revelagdo baseado em polimero Advance (DAKOCYTOMATION, Carpenteria,
California, Estados Unidos da América) por uma hora a 37° C. Terminada a incubagdo, foram
realizadas trés lavagens em PBS, sob agitagdo. Para a revelagao da reacdo foi utilizado um substrato
cromogénico - a solucdo DAB (tetraidrocloreto de 3-3'-diaminobenzidina, Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, Estados Unidos da América) na propor¢do de 0,06g para 100mL de PBS-, 500ml de
H,0, a 20 volumes e 1mL de DMSO (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, Estados Unidos da
América), por cinco minutos a 37° C. O material foi, entdo, lavado em 4gua corrente e contracorado
com hematoxilina de Mayer durante 30 a 60 segundos. As laminas foram desidratadas em banhos de
alcool etilico em concentragdes crescentes e encaminhadas a trés banhos de xilol, para em seguida
serem montadas em laminulas e resina Entellan (Merck, Dermstad, Alemanha). Sec¢des histoldgicos
correspondentes (i.e., extraidos do mesmo bloco de parafina) sem o anticorpo primario foram
utilizados como controles negativos. A frequéncia de células positivas bem como a intensidade da
reacdo foram avaliadas utilizando o programa de andlise de imagens Imagelab 2000° (versdo 2.4),
que permite a contagem e segmentagdo manual de células e areas. O critério de positividade foi de

>25% das estruturas esperadas.

3.7. Analise Estatistica

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrio das médias. Os valores
experimentais de relaxamento foram calculados em relagdo a contragdo maxima produzida pela PE

(10 uM) tomados como 100%. Os valores experimentais de respostas contrateis estdo expressos em
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mN e também corrigidos em funcdo da massa de cada segmento de corpo cavernoso. O logaritmo
negativo da ECsy (pECsp) foi calculado utilizando-se o programa GraphPad Prism. Os dados foram

analisados utilizando-se anélise de variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste Tukey. Em
algumas situagdes experimentais, usou-se o teste “t” de student e %* . O programa Instat (GraphPad

Software) foi usado para estas analises.
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4. RESULTADOS
4.1. Inducao do diabetes

As tabelas 1 e 2 mostram respectivamente os niveis de glicose e peso corporeo dos animais
no inicio e apds 04 semanas da indugdo do diabetes com estreptozotocina. Verifica-se que o nivel de
glicose no diabético ficou em 355 mg/dL em média, ficando semelhante ao valor de glicemia no
momento inicial, uma vez que os animais diabéticos receberam insulina de longa duragdo em doses
intermitentes. O nivel de glicose dos animais com glicemia controlada ficou em 155 mg/dl em
média, semelhante ao valor dos animais controle. Os animais diabéticos ndo apresentaram ganho
ponderal no periodo das 04 semanas, ficando com peso corpdreo final abaixo do inicial e com uma
diferenga significativa em relacdo ao controle e ao grupo de glicemia controlada (P<0,05). Nao
houve diferenca significativa de peso corpdreo dos animais com glicemia controlada em relagdo ao

controle.

TABELA 1. Valores da concentragdo de glicose sanguinea dos grupos controle (CTL),

diabético (DM) e diabético tratado com insulina (DM-I)

CTL DM DM-1
Glicose 137,617 378+42* 353+33*
inicial (mg/dL)
Glicose
140 + 15 355+ 17" 155+ 9%
final (mg/dL)

Dados representam as médias + erro padrdo da média para 24 animais. *P < 0.05 comparado com o grupo
CTL , *P< 0.05 comparado com o grupo CTL ¢ DM-I
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TABELA 2. Valores de peso corporal dos grupos controle (CTL) diabético

(DM) e diabético tratado com insulina (DM-I)

CTL DM DM-I

Peso corporal
25,76+ 0,70 25,73+0,86 25,83+0,80

inicial (g)
Peso corporal

31,28+ 1,09 22,67+1,74* 30,3+1,10
final (g)

Dados representam as médias + o erro padrao da média para 24 animais. * P< 0.05 comparado com o grupo
CTL e DM-L.

4.2. Relaxamento induzido pela acetilcolina (ACh)

O relaxamento dependente de endotélio foi avaliado através da construcdo de curvas
concentragdo-efeito & ACh em corpo cavernoso de camundongos pré-contraidos com PE (10 uM).
O diabetes mellitus reduziu significativamente a resposta maxima (Emax) da Ach (DM: 25 £ 1%),
quando comparados ao grupo controle (CTL: 54 + 5%- Figura 2). O controle da glicemia, com a
administracdo da insulina didria, ndo conseguiu reverter esta redu¢do de resposta, apresentando um
valor de Enax semelhante aos animais diabéticos ndo tratados (DM-I: 26 + 2%-Figura 2), estando da
mesma forma, significativamente reduzida em relagdo ao grupo controle. Nao houve alteragdo de

poténcia (pECsg) para nenhum grupo.
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Figura 2: Curvas concentracdo-efeito a acetilcolina (ACh: InM - 1uM) em corpo cavernoso de

camundongos controle(O), diabético (m) e diabético tratado com insulina (glicemia controlada) (®). Dados
representados de média + S.E.M de 7 experimentos.

4.3. Relaxamento induzido pelo nitroprussito de sédio (SNP)

O relaxamento independente de endotélio foi avaliado através da construgcdo de curvas
concentragdo-efeito ao SNP em corpo cavernoso pré-contraido com PE (10 uM). O diabetes mellitus
reduziu a resposta maxima (Emax) a0 SNP (DM: 44 + 2,7%), quando comparado ao gurpo controle
(CTL: 77 £ 3%- Figura 3). O controle da glicemia, com a administragdo da insulina diaria, alterou
este padrdo de resposta, apresentando um valor de En,x semelhante ao grupo controle (DM-I: 75 +

6%, %-Figura 3). Nao houve alteracao de poténcia (pECsg) para o nenhum grupo.
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Figura 3: Curvas concentragdo-efeito ao Nitroprussiato de Sodio (SNP: 1nM — 10uM) em corpo cavernoso
de camundongos controle (CTL O), diabético (DM m) e diabético tratado com insulina (glicemia controlada)
(DM-1 @). Dados representados de média + S.E.M de 7 experimentos.

4.4. Relaxamento induzido pela estimulacio elétrica (EFS)

O relaxamento neurogénico foi avaliado através da construgdo de curvas frequéncia-efeito ao
estimulo elétrico em corpo cavernoso de ratos pré-contraidos com PE (10 uM). O diabetes mellitus
reduziu significativamente a resposta relaxante induzida pelo estimulo elétrico nas frequéncias de
2,4, 8, 16 e 32 Hz (Figura 4). O tratamento com insulina alterou o padrdo de resposta, € os animais
com glicemia controlada tiveram perfil de resposta semelhante ao controle e significativamente
maior do que para o grupo ndo tratado nas frequéncias 2,4,8 e 16 Hz. (Figura 4). Para a frequéncia
mais alta, entretanto, ndo houve diferenca significativa entre os grupos tratado (glicemia controlada)

e ndo tratado com a insulina diaria.
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Figura 4: Curvas frequéncia-efeito a estimulagdo elétrica (1 — 32 Hz) em corpo cavernoso de camundongos
controle (CTL: O), diabético (DM m) e diabético tratado com insulina (glicemia controlada) (DM-I @).

Dados representados de média = S.E.M de 7 experimentos. * P< 0,05, comparado com o grupo CTL e DM-I;
#P< 0,05, comparado com o grupo CTL.

4.5. Relaxamento induzido pelo Tadalafil

O relaxamento promovido pela inibi¢do da PDE 5 foi avaliado através da construcdo de
curvas concentragdo-efeito ao Tadalafil (TAD) em corpo cavernoso pré-contraido com PE (10 uM).
O diabetes mellitus reduziu a resposta maxima (Emax) a0 TAD (DM: 45 + 6%), quando comparado
ao grupo controle (CTL: 86 + 5 %- Figura 5). O controle da glicemia, com a administracdo da
insulina diaria, entretanto, restaurou a En,x do relaxamento do animal diabético, atingindo valores
semelhantes ao controle e significativamente maiores em relagdo ao animal diabético ndo tratado

(DM-I: 82 + 9%-Figura 5). Nao houve altera¢do de poténcia (pECsg) para nenhum dos grupos.

63



9 o CTL
S 25 e DM
= = DM
S 501
£
8 75-
1+
°
¥ 100

125-

9 8 7 6 5
log[ TAD]: M

Figura 5: Curvas concentragdo-efeito ao Tadalafil (TAD: InM — 10uM) em corpo cavernoso de
camundongos controle(CTL O), diabético (DM m) e diabético tratado com insulina (glicemia controlada)
(DM-1 @). Dados representados de média + S.E.M de 7 experimentos.

4.6. Relaxamento induzido pelo Y-27632

O relaxamento promovido pela inibigdo da Rho-kinase foi avaliado através da construcdo de
curvas concentragdo-efeito ao Y-27632 em corpo cavernoso pré-contraido com PE (10 uM). Nao

houve alteragdo de poténcia (pECsp) para nenhum dos grupos avaliados, bem como da resposta

maxima (Emax- CTL: 104 £4 %, DM: 115+ 7 % e DM-I: 110 + 7 %-Figura 6).
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Figura 6: Curvas concentragdo-efeito ao Y-27632 (1nM — 10uM) em corpo cavernoso de camundongos controle (CTL

0), diabético (DM m) e diabético tratado com insulina (glicemia controlada) (DM-1 ®). Dados representados de média +
S.E.M de 7 experimentos.

4.7. Relaxamento induzido pelo Bay 41-2272

O relaxamento independente de endotélio foi avaliado através da construgcdo de curvas
concentragdo-efeito ao estimulador da guanilato ciclase soluvel independente de NO, BAY 41-2272
(Bay, 0,001-10 uM) em corpo cavernoso de camundongos pré-contraidos com PE (10 uM), na
presenga ou ndo, de ODQ (10 uM) ou L-NAME (100 uM). Nao foram encontradas diferencas ente
os grupos de resposta maxima (En.) ou poténcia (pECsp) na resposta relaxante dos corpos
cavernosos ao Bay 41-2272 (Figura 7). Entretanto, em todos os grupos, a presenga do ODQ (10uM)
ou L-NAME (100uM), levou a uma reducdo significativa da En.x (Figuras 8-10; Tabela 3). Nao
houve diferenca de poténcia (pECsp) para nenhum grupo avaliado. Nenhuma diferenca de E.x ou

pECs foi observada entre os grupos (CTL, DM e DM-I), na presenca L-NAME (Figura 11) ou ODQ

(Figura 12).
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Figura 7: Curvas concentracdo-efeito ao Bay 41-2272 (Bay: 1nM — 10uM) em corpo cavernoso de
camundongos controle (CTL O), diabético (DM m), e diabético tratado com insulina (glicemia controlada)
(DM-1 @). Dados representados de média + S.E.M de 7-11 experimentos.
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Figura 8: Curvas concentracdo-efeito ao Bay 41-2272 (Bay: 1nM — 10uM) em corpo cavernoso de

camundongos controle (CTL O), na presenga de ODQ 10uM (A) (ou L-NAME 100uM, (V). Dados
representados de média + S.E.M de 7 experimentos.
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Figura 9: Curvas concentragdo-efeito ao Bay 41-2272 (Bay: 1nM — 10uM) em corpo cavernoso de
camundongos diabéticos (DM m), na presenca de ODQ 10mM (A) ou L-NAME 100mM, (V). Dados
representados de média = S.E.M de 7 experimentos.
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Figura 10: Curvas concentragdo-cfeito ao Bay 41-2272 (Bay 1nM — 10uM) em corpo cavernoso de
camundongos diabéticos tratado com insulina (glicemia controlada) (DM-1 ®), na presenga de ODQ 10mM
(A) ou L-NAME 100mM, (V). Dados representados de média + S.E.M de 7 experimentos.
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Figura 11: Curvas concentracdo-efeito ao Bay 41-2272 (Bay: InM — 10uM) em corpo cavernoso de
camundongos controle (CTL O), diabético (DM m), e diabético tratado com insulina (glicemia controlada)
(DM-1 @), na presenga de L-NAME (100uM). Dados representados de média = S.E.M de 7 experimentos.
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Figura 12: Curvas concentracdo-efeito ao Bay 41-2272 (Bay: InM — 10uM) em corpo cavernoso de
camundongos controle (CTL O), diabético (DM m), e diabético tratado com insulina (glicemia controlada)
(DM-1 @), na presenga de ODQ (10uM). Dados representados de média + S.E.M de 7 experimentos.
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TABELA 3. Valores de poténcia (pECsy) e resposta mdaxima (E,.) obtidas de Curvas
concentragdo resposta ao Bay 41-2277 e Bay 60-2770 em corpos cavernosos de
camundongos controle (CTL), diabético (DM) e diabético controlado (DM-I) na
presenca ou auséncia de L-NAME (100uM) ou ODQ (10uM)

Bay 41-2277 Bay 60-2770
pECSO Emax (%) pECSO Emax(%)
Grupos
CTL 7.00+£0.19  124+6 7.69£0.13  115+9
DM-M 7.00+0.20 141<£16 7.65£0.09 107 +£5
DM-I 7.06£0.16  112£5 7.50+0.05 119+5
Bay 41-2277 + L-NAME Bay 60-2770 + NAME
pECSO Emax (%) pECSO Emax(%)
Grupos
CTL 7.30+0.16  9143* 8.50£0.12* 124+ 10
DM-M 7.78+0.10  69+9* 8.55+£0.20* 11749
DM-I 7.50+0.09  68+11* 8.53+0.11* 119+5
Bay 41-2277 + ODQ Bay 60-2770 +ODQ
pECSO Emax (%) pECSO Emax(%)
Grupos
CTL 7.20 £0.10  64+4* 8.6+ 0.13* 102+ 5
DM-M 6.98+0.14 73+£10 * 8.60+ 0.16* 95 £12
DM-I 7.59+£0.30  70£12%* 8.18+0.20* 119+5

A poténcia ¢ representada como —log da concentracdo molar que produz da resposta maxima de relaxamento,
em tecidos pré-contraidos com fenilefrina (10 uM). Dados representados de média = S.EM de 7
experimentos. P<0.05 comparado aos respectivos grupos na presenga ou auséncia de L-NAME (100 uM), ou

ODQ (10 uM).
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4.8. Relaxamento induzido pelo Bay 60-2770

O relaxamento independente de endotélio foi avaliado através da construgcdo de curvas
concentragdo-efeito ao ativador da guanilato ciclase soluvel independente de NO, BAY 60-2770
(Bay, 0,0001-10 uM) em corpo cavernoso de camundongos pré-contraidos com PE (10 uM), na
presenga ou nao, de ODQ (10 uM) ou L-NAME (100 uM). Nao foram encontradas diferencas ente
os grupos de resposta maxima (En.) ou poténcia (pECsp) na resposta relaxante dos corpos
cavernosos ao Bay 60-2770 (Figura 13). Entretanto, em todos os grupos, a presenca do ODQ (10
uM) ou L-NAME (100 uM), levou a um deslocamento da curva para a esquerda, com aumento da
poténcia (Figuras 14-16; Tabela 3). Nao houve diferenca de En.x para nenhum grupo avaliado.
Nenhuma diferenca de Enax ou pECs foi observada entre os grupos CTL, DM e DM-I, na presenca

L-NAME (Figura 17) ou ODQ (Figura 18).
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Figura 13: Curvas concentragdo-efeito ao Bay 60-2770 (Bay 60: 100pM — 10uM) em corpo
cavernoso de camundongos controle(CTL O), diabético (DM m), e diabético tratado com insulina
(glicemia controlada) (DM-1 ®). Dados representados de média + S.E.M de 7 experimentos.

70



g 25+
..g 504 o CTL
2 | + CTL+0DQ
< v CTL + L-name
K 100+
@
& 1251
150~

40 -9 8 7 6 5
log [BAY 60-2770]: M

Figura 14: Curvas concentracdo-efeito ao Bay 60-2770 (Bay 60: 100pM — 10mM) em corpo cavernoso de

camundongos controle (CTL O), na presenga de ODQ 10uM (A) ou L-NAME 100uM, (V). Dados
representados de média + S.E.M de 7 experimentos.
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Figura 15: Curvas concentragdo-efeito ao Bay 60-2770 (Bay 60: 100pM — 10uM) em corpo cavernoso de
camundongos controle (CTL O), diabético (DM m) e diabético tratado com insulina (glicemia controlada)
(DM-1 @), na presenga de L-NAME (100uM). Dados representados de média + S.E.M de 7 experimentos.

71



0_
X 254
- o DM-I
2 501
g s+ DM +0DQ
% 759 v DM-I + L-name
X
S 100
[¢}]
X 4o5-
150

10 -9 8 7 -6 5
log [BAY 60-2770]:M

Figura 16: Curvas concentragdo-efeito ao Bay 60-2770 (Bay 60: 100pM — 10uM) em corpo cavernoso de
camundongos diabéticos tratado com insulina (glicemia controlada) (DM-I ®), na presenca de ODQ 10uM
(A) ou L-NAME 100mM, (V). Dados representados de média + S.E.M de 7 experimentos.
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Figura 17: Curvas concentragdo-efeito ao Bay 60-2770 (Bay 60: 100pM — 10uM) em corpo cavernoso de
camundongos controle (CTL O), diabético (DM m) e diabético tratado com insulina (glicemia controlada)
(DM-1 @), na presenga de L-NAME (100uM). Dados representados de média + S.E.M de 7 experimentos.
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Figura 18: Curvas concentragdo-efeito ao Bay 60-2770 (Bay 60: 100pM — 10uM) em corpo cavernoso de
camundongos controle (CTL O), diabético (DM m) e diabético tratado com insulina (glicemia controlada)
(DM-1 @), na presenga de ODQ (10uM). Dados representados de média + S.E.M de 7 experimentos.

4.9. Contracao induzida pela fenilefrina (PE)

A contragdo foi avaliada através da construg@o de curvas concentracio-efeito a PE em corpo
cavernoso de camundongos. Nao houve diferenca significativa entre os grupos controle e diabéticos
na resposta maxima (Emax), (CTL 0,59 + 0,04 mN; DM: 0,52 + 0,05 mN; Figura 19). Isto também
ocorre com o grupo dos diabéticos tratados com insulina, ndo havendo diferenca significativa de
Emax em relagdo ao controle (DM-I: 0,51 = 0,04 mN). O mesmo se observa corrigindo-se os valores
de contragdo em mN pela massa (em gramas) de cada segmento de corpo cavernoso dos grupos
(mN/g), (Figura 20). Essa correc¢ao se faz necessaria, uma vez que a massa do corpo cavernoso dos
animais diabéticos (6,5 + 0,5mg) ¢ significativamente menor em relacdo ao do grupo controle (8,1 +
1,0mg), P<0,05. Nos animais tratados com insulina (glicemia controlada), a massa do corpo

cavernoso apresentou um valor intermediario (7,3 £ 0,7 mg), significativamente menor que o
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controle embora maior em relagdo ao grupo de animais diabéticos ndo tratados (P<0,05). Nao sdo

evidenciadas diferencas significativas de poténcia (pECs) entre os grupos.
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Figura 19: Curvas concentragdo-efeito a fenilefrina (10 nM — 100 uM) em corpo cavernoso de camundongos
controle (CTL: O), diabético (DM m) e diabético tratado com insulina (glicemia controlada) (DM-I @).
Dados representados de média = S.E.M de 7 experimentos.
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Figura 20: Curvas concentragdo-efeito a fenilefrina (10 nM — 100 uM) em corpo cavernoso de camundongos
controle (CTL: O), diabético (DM m) e diabético tratado com insulina (glicemia controlada) (DM-I @).

Dados representados de média = S.E.M dos valores em mN corrigidos pela massa (em g) de cada segmento
de corpo cavernoso de 7 experimentos.
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4.10. Contracio induzida pela estimulacio elétrica

A contragdo neurogénica foi avaliada através da construgdo de curvas frequéncia-efeito ao
estimulo elétrico em corpo cavernoso de camundongos. O diabetes mellitus ndo alterou a resposta
contratil induzida pelo estimulo elétrico em nenhuma das frequéncias (Figura 21), ¢ 0 mesmo se
observou quando se introduziu o grupo tratado com a insulina. Entretanto, com a correcdo dos
valores de contragdo em mN pela massa (em gramas) de cada segmento de corpo cavernoso dos dois
grupos (mN/g), observou-se um aumento significativo na resposta contratil no grupo diabético nao
tratado em relagdo ao controle, nas frequéncias de 8, 16 e 32Hz (Figura 22). O tratamento com
insulina conseguiu reverter tal diferenca nas frequéncias de 8 e 16Hz, verificando-se que ndo houve
diferenga significativa com o controle nas frequéncias de 8, 16 e 32Hz, embora nesta ultima
frequéncia, a diferenca entre os grupos diabético e tratado com insulina (glicemia controlada) nao

tenha sido significativa (Figura 22).
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Figura 21: Curvas frequéncia-efeito a estimulacdo elétrica (1 — 32 Hz) em corpo cavernoso de camundongos
controle (CTL: O) diabético (DM m) e diabético tratado com insulina (glicemia controlada) (DM-1 ®). Dados
representados de média + S.E.M de 7 experimentos.

75



300~
) # —o—CTL
2 —— DM-|
£ 2001 —=— DM
o *
)
o
)
-
= 100+
o *
(&)
0_
I T T T T T 1
1 2 4 8 16 32 64
Frequéncia (HZ)

Figura 22: Curvas frequéncia-efeito a estimulacao elétrica (1 — 32 Hz) em corpo cavernoso de camundongos
controle (CTL: O) diabético (DM m) e diabético tratado com insulina (glicemia controlada) (DM-1 ®). Dados
representados de média + S.E.M , dos valores em mN corrigidos pela massa (em g) de cada segmento de

corpo cavernoso, de 7 experimentos. * P< 0,05, comparado com o grupo CTL e DM-I; *p< 0,05 comparado
com o grupo CTL.

4.11. Relaxamento induzido pela L-cisteina (L-cys)

O relaxamento dependente da metabolizacdo da L-cisteina (precursor metabolico fisioldgico
de H,S) foi avaliado através da construcdo de curvas concentragdo-efeito a L-cys em corpo
cavernoso de camundongos pré-contraidos com PE (10 uM). O diabetes mellitus reduziu
significativamente a resposta maxima (En.x) da L-cys (DM: 103 + 12%), quando comparados ao
grupo controle (CTL: 139 + 8%- Figura 23). O controle da glicemia, com a administragdo da
insulina diaria, conseguiu reverter esta redugdo de resposta (DM-I: 162 + 6%-Figura 23). Nao houve

alteracdo de poténcia (pECsg) para nenhum grupo.
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Figura 23: Curvas concentragdo-efeito a L-cisteina (L-cys: 0,00lmM — 10mM) em corpo cavernoso de
camundongos controle (CTL O), diabético (DM m) e diabético tratado com insulina (glicemia controlada)
(DM-1 @). Dados representados de média + S.E.M de 7 experimentos.

4.12. Relaxamento induzido pelo Na,S

O relaxamento promovido pelo doador de H,S foi avaliado através da construgdo de curvas
concentragdo-efeito ao Na,S em corpo cavernoso pré-contraido com PE (10 uM). Nao houve
alteracdo de Emax para nenhum dos grupos avaliados. Devido a um perfil de curva “tudo ou nada”,
sobretudo do grupo diabético, o céalculo de poténcia (pECsy) ndo foi aplicado para comparagdo.
Entretanto, verificou-se diferenca de resposta quando concentragdes intermediarias (30 e 100 uM)
sdo consideradas, observando-se um aumento de resposta na concentragdo 30 uM para os animais
diabéticos (DM: 78+ 6%) em relacdo aos outros grupos (CTL: 28+ 4% e DM-I 52+ 11%) e na
concentragdo 100 uM um aumento de resposta para os animais tratados (DMI: 96 + 6%) e nao

tratados (DM: 106 = 3%) em relagdo ao controle (CTL: 56 + 10%- Figura 24).
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Figura 24: Curvas concentragdo-efeito ao Na,S (Na,S: 0,00lmM — 1mM) em corpo cavernoso de
camundongos controle(CTL O), diabético (DM m) e diabético tratado com insulina (glicemia controlada)
(DM-1 @). Dados representados de média = S.E.M de 7 experimentos. # P< 0,05, comparado com o grupo
CTL e DM-I; TP< 0,05, comparado com o grupo CTL.

4.13. Relaxamento induzido pelo Dimetilsulfoxido (DMSO)

O relaxamento dependente da metabolizacdo do DMSO (grupo funcional sulféxido) foi
avaliado através da constru¢do de curvas concentracao-efeito ao DMSO em corpo cavernoso pré-
contraido com PE (10 uM). O diabetes mellitus reduziu a resposta maxima (Emax) a0 DMSO (DM:
80 = 7%), quando comparado ao grupo controle (CTL: 150 + 6%- Figura 25). O controle da
glicemia, com a administracdo da insulina didria, alterou este padrdo de resposta, apresentando um
valor de Enax semelhante ao grupo controle (DM-I: 168 + 12% -Figura 25). Nao houve alteracao de

poténcia (pECsg) para o nenhum grupo.
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Figura 25: Curvas concentragdo-efeito ao dimetilsulféxido (DMSO: 0,04M — 1M) em corpo cavernoso de
camundongos controle (CTL O), diabético (DM m) e diabético tratado com insulina (glicemia controlada)
(DM-1 @). Dados representados de média + S.E.M de 7 experimentos.

4.14. Relaxamento induzido pela Dimetilsulfona (DMSO,)

O relaxamento dependente do metabolito do DMSO, a DMSO; (grupo funcional sulfona) foi
avaliado através da constru¢do de curvas concentragdo-efeito ao DMSO, em corpo cavernoso pré-
contraido com PE (10 uM). O diabetes mellitus reduziu a resposta maxima (En.x) a DMSO, (DM:
30 £ 4%), quando comparado ao grupo controle (CTL: 101 £ 10%- Figura 26). O tratamento com
insulina, entretanto, alterou este perfil de resposta, apresentando os animais de glicemia controlada
um valor de En.x semelhante ao grupo controle (DM-I: 88 + 4%-Figura 26). Nao houve alteracio de

poténcia (pECsg) para o nenhum grupo.
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Figura 26: Curvas concentragdo-efeito a dimetilsulfona (DMSO;: 0,04M — 1M) em corpo cavernoso de
camundongos controle(CTL O), diabético (DM m) e diabético tratado com insulina (glicemia controlada)
(DM-1 @). Dados representados de média + S.E.M de 7 experimentos.

4.15. Avaliacao da funcio erétil in vivo: medida da Pressdo Intracavernosa (ICP)

A funcdo erétil in vivo foi avaliada através da medida da pressao intracavernosa (ICP) dos
animais dos diferentes grupos, nas frequéncias 4, 6, 8 ¢ 10 Hz. O diabetes mellitus diminuiu
significativamente os valores de ICP nas frequéncias 4, 6 ¢ 8 Hz em relagdo ao grupo controle. O
tratamento com insulina, com controle da glicemia, alterou este perfil de resposta restaurando os
valores de ICP, deixando-as préoximas ao grupo controle em todas as frequéncias avaliadas e
significativamente maiores em relacdo ao diabético ndo tratado nas menores frequéncias, 4 ¢ 6 Hz

(Figura 27).
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Figura 27: Medida da pressdo intracavernosa induzida pela estimulacdo elétrica (4-10Hz) em corpo
cavernoso de camundongos controle (CTL: O), diabético (DM m) e diabético tratado com insulina (glicemia
controlada) (DM-1 ®). Dados representados de média = S.E.M de 4 experimentos. * P< 0,05, comparado com
o grupo CTL e DM-I; * P< 0,05, comparado com o grupo CTL.

4.16. Analise de colesterol e triglicerideos dos animais

A tabela 4 mostra os valores de colesterol total e triglicerideos dos animais dos diferentes
grupos. O grupo de animais diabéticos apresentou maiores valores de colesterol quando comparados
ao grupo controle e diabético com glicemia controlada. Os valores de triglicerideos também sao
superiores neste grupo. O grupo de animais que teve a glicemia controlada com a insulina diaria

apresentou valores proximos aos do grupo controle.
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TABELA 4. Valores da concentracdo sanguinea de colesterol total e triglicerideos dos

grupos controle (CTL), diabético (DM) e diabético tratado com insulina (DM-

D
CTL DM DM-1

Colesterol 60+3 83+3* 65+2
Total
(mg/dL)

) 48 +£3 79+6 53+3
Triglicerideo
(mg/dL)

Dados representam as médias + erro padrdo da média para 5 animais. *P < 0.05 comparado com o grupo CTL
e DM-I.

4.17. Analise macroscopica e histologica dos animais

Os dados da analise histomorfomética do pénis dos animais dos diferentes grupos estdo
descritos na Tabela 5. Verifica-se uma alteracido significativa da Area de seccdo dos corpos
cavernosos (ACC) no grupo dos animais diabéticos, e um aumento significativo da Area da artéria
cavernosa (ACA) nos animais com glicemia controlada. Abaixo estdo figuras ilustrativas da andlise

(Figuras 28-30).
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TABELA 5. Avaliacdao histomorfométrica dos grupos controle (CTL), diabético (DM) e

diabético tratado com insulina (DM-I)

CTL DM DM-1
ACC (um?) 763296,7+57564 564857,2+15393*  628056,2+80761
ML/COL 0,18 +0.02 0,18 + 0,01 0,14+0,01
ACA(um?) 688,3+42,8 765,3+107,9 1051,26104,9%
AAD(um?) 133752+1649,6  13743,94622.1  13719,6+1611,3
AND(um?) 33431,5+2396,2  29516,5+2666,3  28795,7+2753,1

Dados representam as médias + o erro padrdo da média para 5 animais. *P < 0.05 comparado com o grupo
CTL . ACC: area de sec¢do dos corpos cavernosos ML:COL: relagdo entra a fragdo de m. lisa e a de
colageno; ACA: érea de seccdo das artérias cavernosas; AAD: area de seccdo da artéria dorsal unilateral e
AND: area de seccdo do nervo dorsal unilateral.
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Figura 28: Fotomicrografias ilustrativas da cortes transversais de pénis murino referentes aos grupos controle (a),
diabético controlado (b) e diabético (c). HE, 40X (aumento original). N= nervo dorsal direito do pénis; A= artéria
dorsal direita do pénis; V= veia dorsal do pénis; CC= corpo cavernoso; CE= corpo esponjoso.
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Figura 29: Fotomicrografias ilustrativas da cortes transversais de pénis murino referentes aos grupos controle (a)
diabético controlado (b) e diabético (c), demonstrando a presenga de colageno (4reas coradas em azul) no corps
cavernoso. Tricrdmico de Masson, 100X (aumento original).
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