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A disfunção erétil (ED) é definida como a incapacidade de alcançar ou manter ereção 

peniana adequada para a relação sexual satisfatória. O diabetes mellitus (DM) é uma 

condição associada a inúmeros distúrbios sistêmicos que podem contribuir direta ou 

indiretamente para o desenvolvimento de ED, como aterosclerose de grandes vasos, 

doença arterial microvascular, neuropatia autonômica, dislipidemia, hipertensão arterial e 

disfunção endotelial. É evidente que a hiperglicemia é um fator principal que inicia e 

promove complicações diabéticas. Diante disto, o presente trabalho pretendia avaliar o 

efeito do controle glicêmico nas alterações da vias NO-cGMP-PDE5 e CBS-­‐CSE-­‐H2S em 

corpos cavernosos (CC) de animais diabéticos. 

O	
   diabetes	
   foi	
   induzido	
   pela	
   administração	
   de	
   estreptozotocina	
   em	
  

camundongos.	
  A	
  duração	
  do	
  diabetes	
  foi	
  de	
  04	
  semanas.	
  Para o controle da glicemia, 

os animais foram	
   tratados	
   com	
   insulina	
   diária,	
   mantendo-­‐se	
   os	
   níveis	
   de	
   glicose	
  

dentro	
  dos	
  padrões	
  normais	
  para	
  o	
  camundongo	
  (glicemia	
  <	
  11mM).	
  A	
  função	
  erétil	
  

foi	
   avaliada	
   in	
   vitro,	
   comparando-­‐os	
   com	
   os	
   animais	
   diabéticos	
   não	
   tratados	
  

(glicemia	
   19	
   a	
   25mM)	
   e	
   in	
   vivo	
   pela	
   pressão	
   intracavernosa	
   (ICP).	
   Alterações	
  

morfológicas	
   no	
   pênis	
   dos	
   diferentes	
   grupos	
   também	
   foram	
   avaliadas.	
   	
   Os	
   dados	
  

mostraram que o tratamento com insulina diária ampliou a resposta relaxante	
  mediada 

pelo nitroprussiato de sódio (SNP), tadalafil e estimulação elétrica (EFS), sem alterar a 

resposta à acetilcolina (Ach). A resposta ao inibidor da Rho-kinase Y-27632 não se 

mostrou alterada nos diferentes grupos. A alteração na ICP do animal diabético também 

foi prevenida com o tratamento da insulina.  A resposta contrátil em resposta à fenilefrina 

(PE) não se mostrou alterada nos diferentes grupos, ao contrário da contração ao EFS, 

que embora aumentada no animal diabético, pôde ser prevenida pelo controle glicêmico. 

O relaxamento ao BAY 41-2272 e Bay 60-­‐2770	
    não apresentaram diferenças entre os 



	
  

	
   xxix

grupos. Os	
  dados	
  mostraram	
  que	
  o	
  ativador	
  da	
  GCs,	
  BAY	
  60-­‐2770,	
  pôde	
  promover	
  

relaxamento	
   do	
   CC,	
   mesmo	
   em	
   animais	
   hiperglicêmicos,	
   tratados	
   ou	
   não	
   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	
  condições.	
  	
  

Com	
  relação	
  a	
  via	
  CBS-­‐CSE-­‐H2S	
  ,	
  o	
  tratamento	
  com	
  insulina	
  preveniu	
  o	
  menor	
  

relaxamento	
  observado	
  com	
  a	
  L-­‐cisteina,	
  bem	
  como	
  ao	
  DMSO	
  e	
  DMSO2.	
  A	
   	
  análise	
  

morfológica	
   mostrou	
   que	
   o	
   diabetes	
   levou	
   a	
   uma	
   atrofia	
   do	
   corpo	
   cavernoso	
   do	
  

animal	
  diabético	
  em	
  relação	
  ao	
  controle	
  e	
  que	
  o	
  tratamento	
  com	
  insulina	
  conseguiu	
  

prevenir	
   esta	
   alteração.	
   Também	
   foi	
   observada	
   uma	
   hiperplasia	
   de	
   camada	
  

muscular	
   da	
   artéria	
   cavernosa	
   nos	
   animais	
   diabéticos	
   tratados	
   com	
   insulina,	
   não	
  

sendo	
   observado	
   o	
   mesmo	
   efeito	
   nas	
   artérias	
   dorsais.	
   Não	
   foram	
   verificadas	
  

alterações	
  no	
  nervo	
  dorsal.	
  

Em conclusão, o controle da glicemia, através do tratamento com insulina diária, 

conseguiu prevenir a capacidade de resposta da musculatura lisa do corpo cavernoso do 

animal diabético, mas não o comprometimento do endotélio encontrado nos animais 

diabéticos que não tiveram sua glicemia controlada. Os dados com os animais diabéticos 

também mostraram que a GCs supostamente não estava oxidada e que a via de 

sinalização RhoA/Rho-kinase no corpo cavernoso do animal diabético se encontrava 

dentro dos padrões de normalidade.  Os dados mostraram um comprometimento da via 

CBS-CSE-H2S no animal diabético, o que foi prevenido pelo controle da glicemia. Por 

fim, o controle glicêmico conseguiu prevenir alterações morfológicas compatíveis 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-PDE5 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 DMSO2. 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-INTRODUÇÃO 

1.1 Anatomia e fisiologia da ereção peniana 

O pênis é constituído por três 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 porções: uma fixa, posterior ao arco pubiano, e uma móvel, anterior a este. 

Distalmente ao arco pubiano, os CCs se mantem unidos por meio de um septo incompleto que 

permite livre fluxo sanguíneo entre os dois cilindros. Em sua porção fixa ou perineal, os CCs se 

separam para formar a crura, onde cada cilindro (então chamado ramo isquipúbico) se insere no 

ísquio, anteriormente à tuberosidade isquiática. A crura é revestida por musculatura estriada 

esquelética, chamada musculatura isquicavernosa. O corpo esponjoso, por sua vez, emerge do 

períneo, sendo envolvido pelo músculo 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 pênis é revestido por tegumento destituído de tecido adiposo hipodérmico, abaixo do qual se 

observa duas fáscias – a de Colles (superficial) e a de Buck (profunda). Abaixo desta, encontramos 

ainda, no caso do CCs, uma túnica fibroelástica relativamente distensível chamada túnica albugínea 

que confere rigidez ao pênis durante a ereção. O CE também é envolvido por uma túnica própria, 

porém mais delgada que a albugínea (1, 2).  

A fonte primária de irrigação sanguínea do pênis é representada pela artéria pudenda interna, 

ramo da ilíaca interna. Após emergir do canal de Alcock, a pudenda interna dá origem à artéria 

peniana que no interior do órgão 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 espaços lacunares ou sinusóides – principais componentes funcionais do 

tecido erétil cavernoso. Além dos sinusóides, este tecido erétil é ainda constituído por trabéculas de 
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sustentação (dos espaços lacunares) que abrigam: musculatura lisa, colágeno e uma complexa rede 

de pequenos vasos (arteriais e venosos) e filetes nervosos (1,2). A drenagem venosa é complexa e 

integrada por dois sistemas: um superficial e um profundo (as veias profunda dorsal, as circunflexas, 

as emissárias, as cavernosas e as crurais). O principal fluxo de drenagem começa nos sinusóides, 

seguindo sucessivamente para pequenas vênulas e plexo subalbugíneo, do qual emergem as veias 

emissárias (3). As emissárias atravessam a túnica albugínea, drenando para as veias circunflexas que 

por sua vez terminam na veia dorsal profunda (3). 

A inervação peniana origina-se dos sistemas nervosos autonômico e somático (2). O plexo 

nervoso pélvico fornece fibras simpáticas e parassimpáticas para próstata, vesículas seminais, bexiga 

e reto. As fibras mais caudais deste plexo correm ao longo do aspecto posterolateral da próstata, 

sendo chamados de nervos cavernosos. Os nervos cavernosos passam através do diafragma 

genitourinário em situação dorsomedial à artéria cavernosa, dando ramos para o tecido erétil e 

artérias helicinais dentro dos CCs. A inervação parassimpática emerge de níveis sacrais (S2-S4), 

enquanto a simpática origina-se da região toracolombar (T10-L2). Os nervos somáticos originam-se 

dos nervos pudendos, que percorrem juntamente com a artéria pudenda interna o canal de Alcock. 

Após emitirem ramos para os músculos isquiocavernoso e bulbocavernoso, os nervos pudendos 

convertem-se nos nervos dorsais do pênis. Estes, por sua vez, dão origem a múltiplos ramos que 

terminam na glande. Esses ramos são responsáveis por funções sensoriais e proprioceptivas dos 

CCs, pele e glande penianos (1,2). A inervação somática também é responsável pela contração dos 

músculos ísquio- e bulbocavernosos. 

A ereção peniana é uma função resultante da complexa interação de fatores neurais, 

vasculares, endócrinos e psicológicos. Contudo, de forma mais simplificada, especialmente num 

contexto experimental, pode ser estudada como um reflexo neuro-hemodinâmico dependente 

principalmente de fatores endócrinos e anatômicos. Este reflexo se manifesta como uma seqüência 
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de eventos e modificações morfológicas do pênis, geralmente descritos como um ciclo de cinco 

fases principais: 1- flacidez, 2- tumescência, 3- ereção completa, 4- ereção rígida e 5- detumescência 

(4). 

Na ausência de estímulo sexual, o pênis é mantido em um estado de flacidez moderada por 

meio de um tônus simpático basal, originado na substância cinzenta interomediolateral da medula 

espinhal toracolombar (5). O tônus simpático desencadeia a liberação de noradrenalina a partir de 

filetes nervosos adrenérgicos penianos, o que leva a uma contração tônica de arteríolas do CC assim 

como de musculatura lisa e células endoteliais da parede das lacunas. Esta contração muscular 

resulta em uma resistência significativa contra o influxo de sangue arterial, o que mantém o pênis no 

estado flácido de repouso. É provável que a noradrenalina também iniba a liberação de NO, 

dificultando ainda mais uma possível ereção (5). 

A obtenção e a manutenção de uma ereção firme requerem um influxo de sangue arterial 

adequado, assim como um aprisionamento eficiente do efluxo sanguíneo venoso. O estímulo sexual 

desencadeia a liberação de neurotransmissores a partir de terminações nervosas cavernosas, o que 

resulta no relaxamento da musculatura lisa e nos seguintes eventos: 1- dilatação de artérias e 

arteríolas penianas, com aumento de fluxo sanguíneo tanto na fase sistólica quanto na diastólica; 2- 

aprisionamento do sangue que entra nos sinusóides em expansão; 3- compressão do plexo venular 

subalbugíneo entre a túnica albugínea e os sinusóides periféricos, reduzindo o efluxo de sangue 

venoso; 4- estiramento máximo da túnica, com oclusão das veias emissárias entre as camadas 

circular interna e longitudinal externa da túnica albugínea e decréscimo ainda maior no efluxo 

venoso; 5- aumento na pressão intracavernosa (para cerca de 100 mmHg), o que leva o pênis à sua 

posição ereta (fase de ereção completa); 6- aumento ainda maior na pressão (para algumas centenas 

de mmHg), com a contração da musculatura isquicavernosa (fase rígida) (6). A ereção envolve, 

portanto, dilatação arterial, relaxamento sinusoidal e compressão venosa. A importância do 
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relaxamento da musculatura lisa peniana é demonstrada tanto em modelos animais, quanto em 

estudos envolvendo seres humanos (6). 

Uma vez atingida a fase rígida, o pênis está pronto para atuar em atividades sexuais (como a 

cópula, por exemplo) cujo clímax será a obtenção de orgasmo e ejaculação do líquido seminal. 

Havendo orgasmo ou cessada a atividade sexual, o pênis deverá retornar ao estado inicial de flacidez 

através da fase de detumescência. Três fases de detumescência foram descritas em um estudo 

baseado em modelo animal (7). A primeira consiste em um aumento de pressão intracavernosa 

transitória, indicando o início de uma contração de musculatura lisa contra um sistema venoso 

fechado. A segunda caracteriza-se por uma redução pressórica lenta, sugerindo a reabertura de 

canais venosos com recuperação do nível basal de fluxo arterial. Finalmente, na terceira fase, 

observa-se uma diminuição rápida da pressão com restituição rápida da capacidade de fluxo venoso. 

Tendo retornado ao estado de flacidez após atividade sexual acompanhada de orgasmo, o pênis entra 

ainda em uma fase transitória chamada de “latência”, onde os mecanismos de ereção encontram-se 

temporariamente inibidos. 

 

1.2 Aspectos moleculares da ereção peniana 

Conforme descrito, os tecidos penianos eréteis, mais especificamente a musculatura lisa 

cavernosa e a da vasculatura arterial/arteriolar, têm um papel fundamental no processo de ereção. A 

contração e o relaxamento de células musculares lisas, em geral, são regulados pela concentração 

citosólica de cálcio (Ca2+) livre. A noradrenalina (oriunda de terminações nervosas), as endotelinas e 

a prostaglandina F2α (ambas produzidas no endotélio) ativam receptores nas células musculares 

lisas, aumentando o inositol trifosfato e o diacilglicerol, o que resulta em liberação de Ca2+ a partir 

de reservatórios intracelulares  e/ou em influxo de Ca2+ extracelular através da abertura de canais de 

cálcio da membrana citoplasmática. Estes eventos deflagram um aumento transitório de Ca2+ 
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citoplasmático livre, que por sua vez liga-se a calmodulina e altera sua conformação, expondo o sítio 

de interação com a quinase da cadeia leve da miosina. A conseqüente ativação catalisa a fosforilação 

de cadeias leves de miosina, desencadeando a formação de pontes cruzadas entre miosina e 

filamentos de actina, bem como o desenvolvimento de força. Além disso, a fosforilação da cadeia 

leve também ativa a miosina ATPase que hidroliza o ATP a fim de fornecer energia para a contração 

muscular (6). 

Com o retorno do Ca2+ citosólico aos níveis basais, vias sensibilizadores de cálcio assumem 

o controle. Uma dessas vias ocorre através de receptores excitatórios acoplados a proteínas G que 

podem promover contração, aumentando a sensibilidade ao cálcio, sem qualquer modificação na 

concentração citosólica deste íon. Essa via, em particular, envolve a RhoA, uma proteína G 

monomérica pequena que ativa a Rho-quinase. A Rho-quinase ativada fosforila e, portanto, inibe a 

subunidade regulatória da miosina fosfatase de músculo liso, impedindo a defosforilação de 

miofilamento e promovendo a manutenção do tônus contrátil (8). A expressão de RhoA e Rho-

quinase foi demonstrada em musculatura peniana (9, 10). Curiosamente, a quantidade de RhoA 

expressa em músculo liso cavernoso é 17 vezes maior que a de músculo 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 disfunção erétil observada (11). O uso de um inibidor da Rho-kinase em 

modelo animal mostrou ser capaz de implementar a função erétil em ratos diabéticos (12). 

Em oposição à contração, o relaxamento de uma musculatura lisa ocorre quando a 

concentração de Ca2+ livre diminui. Quando isso ocorre, a calmodulina se dissocia da quinase de 

cadeia leve de miosina, inativando-a. A miosina é 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 são o monofosfato cíclico de 

adenosina (AMPc) e o monofosfato cíclico de guanosina (GMPc). Estas moléculas ativam proteína-
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quinases dependentes de AMPc e GMPc, que por sua vez fosforilam certas proteínas e canais 

iônicos, resultando em abertura de canais de potássio e hiperpolarização, além de sequestro de cálcio 

intracelular pelo retículo endoplasmático e inibição de canais de cálcio voltagem-dependentes, 

bloqueando o influxo de cálcio. Como consequência, há uma queda no cálcio citosólico livre e 

relaxamento muscular. Assim, moléculas ou vias que levem à produção ou inibição da degradação 

de AMPc/GMPc podem potencialmente resultar em relaxamento muscular dos CCs e ereção 

peniana (6). 

Aparentemente, a via de relaxamento mais importante, no que concerne a mecanismos 

periféricos de ereção, é a do óxido nítrico (NO, via NO/GMPc). Com o estímulo sexual, observa-se 

um aumento na atividade da NO sintase (NOS) neural e endotelial, o que resulta na liberação de NO 

a partir de terminações nervosas não colinérgicas não adrenérgicas (NANC) e de células endoteliais. 

O NO é o componente central de um importante sistema de transdução de sinais que atua no pênis 

para mediar a resposta erétil (3, 14).  

O NO é constitutivamente produzido a partir da L-arginina pela ação da enzima óxido nítrico 

sintase (NOS), a qual é encontrada nos nervos nitrérgicos (nNOS) e células endoteliais (eNOS) do 

corpo cavernoso. O endotélio também libera NO em resposta à acetilcolina (ACh) ou bradicinina no 

pênis (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 fisiológico intracelular guanilato ciclase solúvel 

(GCs). A ativação desta enzima pelo NO leva à conversão de guanosina trifosfato (GTP) ao 

segundo-mensageiro monofosfato cíclico de guanosina (GMPc). A elevação dos níveis 

intracelulares de GMPc ativa proteínas quinase específicas, as quais fosforilam outras proteínas, 

ativam canais iônicos e, através destes eventos bioquímicos intermediários, levam à redução da 

concentração de cálcio intracelular, causando o relaxamento da musculatura lisa. O GMPc é 
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hidrolisado a GMP pela ação da fosfodiesterase tipo 5 (PDE5), cessando assim a resposta erétil (17, 

18). 

 

1.3 Disfunção erétil no diabetes mellitus 

 

Para uma função erétil normal, é necessária a integração adequada de vários sistemas 

orgânicos, dentre os quais se destacam o vascular, o neurológico e o endócrino. Problemas no 

funcionamento de um ou mais desses sistemas essenciais ou na interação destes sistemas pode levar 

a efeitos deletérios sobre a função sexual do indivíduo. A disfunção erétil (ED) pode ser definida 

como uma incapacidade consistente ou intermitente de obter ou manter ereções penianas com 

qualidade suficiente para permitir uma relação sexual satisfatória (19). 

Inicialmente, acreditava-se que a ED fosse uma doença de natureza psicogênica. 

Posteriormente, o crescente reconhecimento de sua relação com comorbidades clínicas revelou uma 

base orgânica na maioria dos casos. Esta relação com comorbidades orgânicas prevalentes, como 

doenças cardiovasculares, diabetes, dislipidemia, hipertensão e tabagismo, torna a ED um problema 

de saúde pública significativo. Muitas evidências sugerem que a ED pode ser vista como uma 

doença vascular que representa uma manifestação precoce de doença cardiovascular principalmente 

em homens abaixo dos 60 anos e em indivíduos diabéticos (20-23).  

O diabetes mellitus é uma condição associada a inúmeros distúrbios sistêmicos que podem 

contribuir direta ou indiretamente para o desenvolvimento de ED, como aterosclerose de grandes 

vasos, doença arterial microvascular, neuropatia autonômica, dislipidemia, hipertensão arterial e 

disfunção endotelial (24). Estima-se que aproximadamente 35% a 75% dos homens com diabetes 

mellitus apresentam ED (25-27) e a própria ED também pode ser um fator preditor do diabetes 
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mellitus (28). A prevalência de disfunção erétil em homens diabéticos é significativamente maior do 

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

Em pacientes diabéticos, as alterações neurovasculares mediadas pelo estresse oxidativo, 

hiperglicemia e perfil lipídico alterado desempenham papel central na incidência de disfunção erétil. 

Complicações neurológicas, como neuropatia autonômica (em particular envolvendo terminações 

colinérgicas) e alterações no sistema vascular peniano, incluindo doenças microvasculares e 

disfunção endotelial, constituem as causas primárias de disfunção erétil observada clinicamente (32-

35). O diabetes pôde afetar de maneira adversa o comportamento sexual (36-39) e aumento de 

pressão intracavernosa in vivo em ratos geneticamente diabéticos ou nos quais o diabetes é induzido 

quimicamente (40-42). Vários estudos funcionais in vitro demonstraram redução do relaxamento de 

corpo cavernoso induzido por estimulação 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 disfunção endotelial, envolve síntese 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 indivíduos 

diabéticos com ED (49,50). Estes resultados reforçam a associação do diabetes à grande incidência 

de disfunção erétil, visto que as respostas mediadas pelo NO oriundo de fibras nitrérgicas e do 

endotélio que reveste os sinusóides apresentam-se reduzidas em corpo cavernoso de animais e 

homens diabéticos.	
  Estudos moleculares em pênis humano têm demonstrado que produtos finais 

avançados da glicação (AGE) podem contribuir para a ED em pacientes diabéticos através do 

sequestro de NO. Produtos AGE foram encontrados em níveis elevados no tecido peniano, mas não 

no soro de pacientes diabéticos, em comparação a não diabéticos. Estes produtos concentravam-se 

principalmente nos CCs e túnica albugínea (51). 	
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Em síntese, a associação entre diabetes e ED parece ser de causa multifatorial, envolvendo 

sobretudo a neuropatia autonômica em nervos penianos e/ou disfunção endotelial.  

 

1.4 Outros possíveis mediadores envolvidos na ereção peniana: via do sulfeto do hidrogênio  

1.4.1 Sulfeto de Hidrogênio- Síntese e Degradação 

O sulfeto de hidrogênio ou gás sulfídrico (H2S) é produzido a partir de aminoácidos 

sulfonados, tais como metionina, cisteína e cistina, principalmente, através da ação de duas enzimas 

distintas, a cistationina β-sintase (CBS) e a cistationina γ-liase (CSE) (52). A enzima CBS está 

expressa no cérebro, sistema nervoso periférico, rim, fígado enquanto que a CSE é mais comumente 

encontrada no fígado e na musculatura vascular e não vascular (52-53). Outras fontes de produção 

de H2S são a microbiota  intestinal e os eritrócitos, sendo que neste último a produção é 

independente da ação de enzimas, em um processo que envolve a via da glutationa. Substâncias 

como aminooxiacetato (AAOA) e DL-propargilglicina (PAG) são comumente utilizados como 

inibidores das enzimas CBS e CSE, respectivamente (54,55). 

A formação do H2S bem como a ação das enzimas CBS e CSE estão resumidas na Figura 1. 

A degradação do H2S geralmente ocorre através da sua oxidação a sulfato (SO4
-2) sulfito (SO3

-2) e 

tiosulfato (S2O3
-2) ou pela ação das enzimas tiometiltransferase (TMT) e rodanase, esta última 

podendo formar metanetiol (CH4S) e dimetilsulfide (CH3SCH3) (56). 
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O papel fisiológico do H2S tem sido mais comumente investigado no sistema cardiovascular. 

Assim, o H2S endógeno pode exercer diversas funções, tais como, relaxamento da musculatura lisa 

(62), inibição  da proliferação de células musculares lisas (57,63) e agregação plaquetária (57). 

Além dos efeitos vasodilatadores, o H2S pode inibir a proliferação das células lisas de uma maneira 

dependente da ativação da proteína quinase ativada por mitógenos (MAPK), assim como induzir a 

apoptose em células isoladas de aorta pela ativação da caspase-3, sugerindo que o H2S pode ser útil 

para prevenir a proliferação das células musculares lisa em doenças como arteriosclerose, oclusão 

vascular e estenose após angioplastia (57,63).  

Em modelos animais que mimetizam doenças cardiovasculares como, hipertensão arterial, 

pulmonar e aterosclerose, a via CBS-CSE-H2S mostrou-se alterada. Assim, em ratos 

espontaneamente hipertensos (SHR) a via CSE/H2S estava suprimida e o tratamento com doadores 

de H2S foi capaz de diminuir a pressão sistólica (64). Em camundongos knockout para a enzima 

CSE (CSE-/-), os níveis de H2S estavam reduzidos no plasma, coração, aorta e em outros tecidos. A 

administração do NaHS nestes animais diminuiu de maneira concentração dependente a pressão 

sistólica (65). Em camundongos knockout para apolipoproteína E (ApoE -/-) os níveis de H2S e da 

molécula de adesão ICAM-1 estavam reduzidos e aumentados, respectivamente, no plasma e na 

aorta. O tratamento destes animais com o doador NaHS mostrou aumento nos níveis de H2S, 

diminuição da área de placa aterogênica e dos níveis de ICAM-1 no plasma e na aorta, sugerindo 

que o H2S exerce um efeito anti-aterogênico e inibe e expressão de ICAM-1 em camundongos 

knockout para ApoE -/- (66). O doador NaHS mostrou ter efeito cardioprotetor em modelo de choque 

hemorrágico em ratos (67). O pré-tratamento de cardiomiócitos de ratos com o doador NaHS 

também diminuiu os níveis de espécies reativas de oxigênio, com aumento da atividade da enzima 

superóxido dismutase (SOD) em modelo de isquemia/reperfusão (68). 
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Além dos efeitos benéficos do H2S no leito vascular, o efeito em preparações não vasculares 

também foi avaliado. Assim, em modelos de úlcera gástrica induzida pelo ácido acético a expressão 

das enzimas CBS e CSE estavam aumentadas e o tratamento crônico com doadores exógenos 

(NaHS) ou endógenos (L-cisteína) de H2S reduziu a área ulcerada, enquanto que a administração do 

inibidor da enzima CSE, PAG, reverteu os efeitos protetores induzidos pela L-cisteína, sugerindo 

que o H2S é produzido na mucosa gástrica em reposta à lesão e age facilitando o processo de 

cicatrização da úlcera (69,70). 

 Em CC de coelho o H2S 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 estão expressas na 

musculatura trabecular e no músculo liso da artéria peniana, enquanto que somente a CSE está 

expressa nos nervos periféricos. Tanto o NaHS como a L-cisteína relaxou, de maneira concentração 

dependente, o CC. A administração intracavernosa dos doadores de H2S em ratos aumentou a 

pressão intracavernosa (ICP) e a administração endovenosa de PAG bloqueou este aumento (72). 

Uma possível relação da liberação de NO neurogênico e produção endógena de H2S também foi 

evidenciada em CC de ratos (73).  
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JUSTIFICATIVA 

 

A disfunção erétil (ED) constitui um importante problema de saúde pública. O diabetes 

mellitus é causa frequente tanto de disfunção sexual como de ED no homem. A relação 

etiopatogênica entre diabetes e DE é complexa e parece envolver diferentes mecanismos 

fisiopatológicos. A exposição prolongada à hiperglicemia é reconhecida como um fator importante 

para a patogênese de complicações do diabetes (74). É evidente que a hiperglicemia é um fator 

principal que inicia e promove complicações diabéticas (75). Vários mecanismos têm sido propostos 

para explicar os efeitos adversos de níveis elevados de glicose, incluindo o estresse oxidativo, 

glicação não enzimática e ativação de quinases através do diacilglicerol (DAG). No entanto, o 

mecanismo exato do efeito deletério da hiperglicemia nos pequenos e grandes vasos não é 

plenamente conhecido (76). Este é um fator importante, frente à disfunção endotelial relacionada 

com a microangiopatia e alterações  vasculares. (77, 78). Até o início deste trabalho não havia dados 

que avaliassem o efeito do controle glicêmico nas alterações da via  NO-cGMP-PDE5 em CC de 

animais ou homens diabéticos. 

Pelo fato de indivíduos diabéticos com ED serem frequentemente refratários à terapia padrão 

com inibidores de PDE5 (43, 79, 80, 81), outras vias chamam a atenção, como a via CBS-CSE-H2S. 

A via do H2S tem sido explorada em estudos de fisiologia e farmacologia cardiovascular, com 

resultados indicando que este composto possa ter um papel importante na regulação da contração e 

do relaxamento de musculatura lisa vascular. Até o início deste trabalho, dados sobre o H2S na ED 

em diabéticos não estavam disponíveis.  
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2. OBJETIVOS 

 

Avaliar o efeito da reposição da insulina em camundongos diabéticos induzidos com 

estreptozotocina com relação às alterações funcionais e morfológicas encontradas no CC destes 

animais. Desta forma, os objetivos específicos foram:	
  	
  

1) Avaliar in vitro as respostas relaxantes de corpos cavernosos isolados de camundongos 

diabéticos que tiveram a glicemia controlada (< 11mM) com insulina diária (Lantus ®- 3U/dia), 

realizando-se curvas concentração-efeito à acetilcolina (ACh) (relaxamento dependente do 

endotélio), ao nitroprussiato de sódio (SNP) (relaxamento independente do endotélio), Tadalafil 

(inibidor de PED5), e ao Y-27632 (inibidor da Rho-quinase), assim como curvas freqüência-efeito à 

estimulação elétrica (EFS) em tecidos pré-contraídos.  Para análise da via CBS-CSE-H2S, curvas 

concentração-efeito ao DMSO e DMSO2, bem como a L-cisteína e ao Na2S (doador de H2S). Estes 

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

2) Avaliar in vitro as respostas contráteis de corpos cavernosos isolados de camundongos 

diabéticos  que tiveram a glicemia controlada (< 11mM) com insulina diária (Lantus ®- 3U/dia), 

realizando-se curvas concentração-efeito à fenilefrina (PE) e curvas frequência-efeito a EFS em 

tecidos com tônus basal. Estes dados foram comparados com os grupos controle e diabéticos 

(glicemia de 19 a 25mM). 

3) Avaliar a enzima guanilato ciclase solúvel do grupo diabético (faixa de glicemia de 19 a 

25mM), e seu comportamento a um ativador da guanilato ciclase solúvel, avaliando-se  as respostas 

relaxantes de corpos cavernosos isolados, através de curvas de concentração-efeito ao Bay 60-2770 

(ativador da guanilato ciclase solúvel), em tecidos pré-contraídos, na presença ou não de ODQ 

(10µM) e L-NAME (100µM). Da mesma forma, avaliar as respostas relaxantes dos corpos 
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cavernosos isolados ao Bay 41-2272 (estimulador da guanilato ciclase solúvel), (82-84)  também na 

presença de ODQ (10 µM)   e L-NAME (100 µM).  Estes dados foram comparados com os grupos 

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

4) Avaliar in vivo as funções eréteis, através da medida da pressão 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 alterações histomorfológicas de corpos cavernosos isolados de camundongos 

diabéticos  que tiveram a glicemia controlada (< 11mM) com insulina diária (Lantus ®- 3U/dia), 

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

3.1. Animais de Experimentação 

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 Ciências Médicas. Os 

animais foram mantidos em ciclos de claro/escuro (12/12 h), e tratados com ração e água ad 

libidum. Os protocolos experimentais foram analisados e aprovados pela Comissão de Ética em 

Experimentação Animal (CEEA - IB/UNICAMP) sob o protocolo n° 1329-1. 

 

3.2. Indução do Diabetes e Grupos Experimentais 

 O diabetes foi induzido pela administração i.p. de estreptozotocina (125 mg/kg), dissolvida 

em tampão citrato (20 mM, pH 4.5). Após 48 h, a indução do diabetes foi confirmada pela presença 

de hiperglicemia, utilizando-se um glicosímetro (Accu-Check, Boehringer Mannheim Corporation, 

Germany). Foram rejeitados os animais que apresentaram a concentração de glicose inferior a 19 

mM (85, 86). Estando confirmada a indução de diabetes, os camundongos foram divididos em dois 

grupos: um grupo recebeu insulina subcutânea, (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 administração de insulina 

subcutânea diária (Lantus® (Glargina)-3U/dia). Os animais foram pesados semanalmente e a 

glicemia do grupo de animais diabéticos medida no início, meio e fim do tratamento, que teve a 

duração de 4 semanas (85). Os animais de glicemia controlada tiveram sua glicemia medida 

diariamente. Após 4 semanas, os camundongos foram utilizados para a execução dos protocolos 

experimentais. Os animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais: 
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(1) Controle (CTL): os animais deste grupo não sofreram intervenção farmacológica. Ao contrário 

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

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

via subcutânea (2 UI/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 diária por via subcutânea (3 UI/dia), mantendo-se a glicemia < 11 

mM. 

3.3. Preparação de Corpo Cavernoso In Vitro e Protocolos Experimentais 

Os animais dos diferentes grupos foram anestesiados em câmara de CO2 e, em seguida, 

exsangüinados por secção dos vasos cervicais. O pênis foi removido e colocado em solução de 

Krebs-Henseleit gelada na seguinte composição (mM): NaCl, 130; NaHCO3, 14.9; dextrose, 5.5; 

KCl, 4.7; KH2PO4, 1.18; MgSO47H2O, 1.17 e CaCl22H2O, 1.6. Após a remoção 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 órgão isolado (10 ml) preenchidos com a 

solução Krebs-Henseleit, continuamente aerada com O2:CO2 (95:5%) e mantida à temperatura de 

37oC (pH 7.4), sendo suspensos entre um transdutor de força e uma unidade fixa. A tensão aplicada 

aos tecidos (4-5 mN) foi periodicamente ajustada até estabilização (60 min). As alterações de tensão 

foram medidas usando-se transdutores isométricos e registradas em sistema PowerLab 400™ de 

aquisição de dados (software versão 5.0, ADInstruments, Colorado Springs, EUA). Para estimulação 

elétrica dos nervos autonômicos (EFS), os tecidos foram montados entre dois eletrodos de platina 

dispostos paralelamente. A estimulação elétrica foi induzida através de um estimulador Grass S88 

(Astro-Med Industrial Park, EUA), pela geração de pulsos de 1 ms de duração a 50 V em 

frequências variadas (1-32 Hz). 
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Respostas relaxantes à ACh (0.01-1 µM), Nitroprussiato de sódio (SNP, 0.01-10 µM), 

Tadalafil (TAD, 0.01-10 µM), Y-27632 (0.01-10 µM), Bay 41-2272 (Bay 41, 0.01-10 µM), Bay 60-

2770 (Bay 60, 0,0001-10 µM), DMSO (0,04-1M), DMSO2 (0,04-1M), Na2S (0,001-1mM), L-

cisteína (L-cys, 0,001- 10mM), além de respostas contráteis à PE (0.01-100 µM) 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 contráteis ao EFS (tratamento com 

L-NAME e atropina para bloquear as transmissões nitrérgica e colinérgica, respectivamente). As 

curvas concentração-resposta foram obtidas através do aumento cumulativo das concentrações das 

drogas em questão em meia unidade logarítmica entre adições sucessivas. A análise de regressão 

não-linear para determinar os parâmetros de Emax e -log EC50 foi obtida com o programa GraphPad 

Prism (GraphPad Software, San Diego, CA). Os valores de Emax de resposta contrátil foram também 

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

3.4.  Medida da função 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 pressão intracavernosa (ICP), 

simultaneamente através de transdutores de pressão (Grass, Astro-Med Industrial Park, U.S.A.). Foi 

feita uma incisão na cavidade abdominal para exposição do nervo cavernoso, localizado na porção 

dorsolateral da próstata. Eletrodos bipolares de aço inoxidável 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 estimulação elétrica do nervo (5 ms de duração, 6 V, durante 1 min) em diferentes 

frequências (1, 2, 4, 6 Hz). Todos os dados de pressão foram coletados para análise utilizando-se o 

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

obtenção das respostas eréteis em animais dos diferentes grupos experimentais.  

 

3.5. Análise de colesterol e triglicerídeos dos animais 

 O nível de colesterol e triglicerídeos 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 análise.  Os resultados foram expressos em mg/dL.  

 

3.6. Análise macroscópica e histológica dos animais  

3.6.1. Exame macroscópico e processamento histológico 

Após a eutanásia dos animais, seus pênis foram retirados cirurgicamente e fixados em 

formalina 10% tamponada, por 24h. Em seguida, os pênis foram mensurados em 3 dimensões, 

seccionados e enviados para processamento histológico de rotina em autotécnico, para obtenção dos 

blocos de parafina. Cortes histológicos de 4 µm feitos a partir destes blocos foram corados em 

hematoxilina-eosina e em tricrômico de Masson, para análise morfológica preliminar e cálculo de 

algumas das variáveis morfométricas. 

3.6.2. Análise de imagem 

Equipamento: os preparados imunoistoquímicos foram avaliados utilizando um microscópio Leica 

DM 5000B, acoplado a uma câmera digital DF 300 FX, colorida, de alta definição (12Mpixels). 

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

TIFF.  

Análise histomorfométrica. Para a análise morfométrica, foi utilizado o programa de análise de 

imagem ImageJ versão 1.41o (NIH, EUA) que permite a segmentação manual e semi-automática de 

estruturas histológicas imunocoradas, bem como sua mensuração automática. Foram analisadas as 

seguintes variáveis morfométricas: 

v Área de secção de corpos cavernosos (ACC): área de secção dos corpos cavernosos 

mensurada através do programa de análise de imagem em µm2. 

v Área de artéria cavernosa (AAC): área de secção de a. cavernosa unilateral mensurada 

através do programa de análise de imagem em µm2. 

v Área de artéria dorsal peniana (AAD): área de secção de a. dorsal unilateral mensurada 

através do programa de análise de imagem em µm2. 

v Área de nervo dorsal peniano (AND): área de secção de n. dorsal unilateral mensurada 

através do programa de análise de imagem em µm2. 

 

3.6.3 Determinação da expressão de eNOS e  nNOS  pela técnica de imunoistoquímica 

A detecção de eNOS e nNOS foi feita utilizando anticorpos específicos. As secções serão 

desparafinizadas em banho de xilol previamente aquecido em estufa a 110o C e, a seguir, em banhos 

subseqüentes de xilol à temperatura ambiente. Logo após este processo, as lâminas foram hidratadas 

em álcool etílico nas concentrações decrescentes de 100%, 80% e 50% e lavadas em água corrente e 

destilada. A atividade da peroxidase endógena foi bloqueada por meio de três banhos de H2O2 a 10 

volumes cada um, com duração de cinco minutos, seguidos de lavagens em PBS. As lâminas foram 

imersas em tampão citrato de sódio, em pH 6,0 durante 30 minutos a 95o C e, a seguir, lavadas em 
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água corrente. A seguir, o anticorpo primário foi gotejado sobre o corte histológico na diluição 

adequada e incubado durante o dia (overday), por 2 horas a temperatura ambiente. Após a 

incubação, as lâminas foram lavadas três vezes em PBS, sob agitação, secas e incubadas com o 

sistema de revelação baseado em polímero Advance (DAKOCYTOMATION, Carpenteria, 

Califórnia, Estados Unidos da América) por uma hora a 37o C. Terminada a incubação, foram 

realizadas três lavagens em PBS, sob agitação. Para a revelação da reação foi utilizado um substrato 

cromogênico - a solução DAB (tetraidrocloreto de 3-3'-diaminobenzidina, Sigma Chemical Co., St. 

Louis, MO, Estados Unidos da América) na proporção de 0,06g para 100mL de PBS-, 500ml de 

H2O2 a 20 volumes e 1mL de DMSO (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, Estados Unidos da 

América), por cinco minutos a 37o C. O material foi, então, lavado em água corrente e contracorado 

com hematoxilina de Mayer durante 30 a 60 segundos. As lâminas foram desidratadas em banhos de 

álcool etílico em concentrações crescentes e encaminhadas a três banhos de xilol, para em seguida 

serem montadas em lamínulas e resina Entellan (Merck, Dermstad, Alemanha). Secções histológicos 

correspondentes (i.e., extraídos do mesmo bloco de parafina) sem o anticorpo primário foram 

utilizados como controles negativos. A frequência de células positivas bem como a intensidade da 

reação foram avaliadas utilizando o programa de análise de imagens Imagelab 2000® (versão 2.4), 

que permite a contagem e segmentação manual de células e áreas. O critério de positividade foi de 

>25% das estruturas esperadas.	
  

	
  

3.7. Análise Estatística 

Os resultados são apresentados como média ± erro padrão das médias. Os valores 

experimentais de relaxamento foram calculados em relação à contração máxima produzida pela PE 

(10 µM) tomados como 100%. Os valores experimentais de respostas contráteis estão expressos em 
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mN e também corrigidos em função da massa de cada segmento de corpo cavernoso. O logaritmo 

negativo da EC50 (pEC50) foi calculado utilizando-se o programa GraphPad Prism. Os dados foram 

analisados utilizando-se análise de variância de uma via (ANOVA) seguida do teste Tukey. Em 

algumas situações experimentais, usou-se o teste “t” de student e χ2 . O programa Instat (GraphPad 

Software) foi usado para estas análises. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Indução do diabetes 

As tabelas 1 e 2 mostram respectivamente os níveis de glicose e peso corpóreo dos animais 

no início e após 04 semanas da indução do diabetes com estreptozotocina. Verifica-se que o nível 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 duração em doses 

intermitentes. O nível de glicose dos animais com glicemia controlada ficou em 155 mg/dl em 

média, semelhante ao valor dos animais controle. Os animais diabéticos não apresentaram ganho 

ponderal no período das 04 semanas, ficando com peso corpóreo final abaixo do inicial e com uma 

diferença significativa em relação ao controle e ao grupo de glicemia controlada (P<0,05). Não 

houve diferença significativa de peso corpóreo dos animais com glicemia controlada em relação ao 

controle. 

 

TABELA 1. Valores da concentração de glicose sanguínea dos grupos controle (CTL), 

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

 CTL 

 

DM DM-I 

    

Glicose 

inicial (mg/dL) 

137,6±17 378±42* 353±33* 

Glicose 

 final (mg/dL) 

140 ± 15 355 ± 17# 155 ± 9# 

Dados representam as médias ± erro padrão da média para 24 animais. *P < 0.05 comparado com o grupo 
CTL , #P< 0.05 comparado com o grupo CTL e DM-I 

	
  



 

 60

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 

inicial (g) 

25,76± 0,70 25,73±0,86 25,83±0,80 

Peso corporal  

final (g) 

31,28 ± 1,09 22,67 ± 1,74* 30,3 ± 1,10 

Dados representam as médias ± o erro padrão da média para 24 animais.  * P< 0.05 comparado com o grupo 
CTL e DM-I. 

 

4.2. Relaxamento induzido pela acetilcolina (ACh) 

 O relaxamento dependente de endotélio foi avaliado através da construção de curvas 

concentração-efeito à ACh em corpo cavernoso de camundongos  pré-contraídos com PE (10 µM). 

O diabetes mellitus reduziu significativamente a resposta máxima (Emax) da Ach (DM: 25 ± 1%), 

quando comparados ao grupo controle (CTL: 54 ± 5%- Figura 2). O controle da glicemia, com a 

administração da insulina diária, não conseguiu reverter esta redução de resposta, apresentando um 

valor de Emax semelhante aos animais diabéticos não tratados (DM-I: 26 ± 2%-Figura 2), estando da 

mesma forma, significativamente reduzida em relação ao grupo controle. Não houve alteração de 

potência (pEC50) para nenhum grupo.  

 

 



 

 61

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Curvas concentração-efeito à acetilcolina (ACh: 1nM – 1µM) em corpo cavernoso de 
camundongos controle(¡), diabético (■) e diabético tratado com insulina (glicemia controlada) (l). Dados 
representados de média ± S.E.M de 7 experimentos.  

 

4.3. Relaxamento induzido pelo nitroprussito de sódio (SNP) 

O relaxamento independente de endotélio foi avaliado através da construção de curvas 

concentração-efeito ao SNP em corpo cavernoso pré-contraído com PE (10 µM). O diabetes mellitus 

reduziu a resposta máxima (Emax) ao SNP (DM: 44 ± 2,7%), quando comparado ao gurpo controle 

(CTL: 77 ± 3%- Figura 3). O controle da glicemia, com a administração da insulina diária, alterou 

este padrão de resposta, apresentando um valor de Emax semelhante ao grupo controle (DM-I: 75 ± 

6%, %-Figura 3). Não houve alteração de potência (pEC50) para o nenhum grupo. 
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Figura 3: Curvas concentração-efeito ao Nitroprussiato de Sódio (SNP: 1nM – 10µM) em corpo cavernoso 
de camundongos controle (CTL ¡), diabético (DM ■) e diabético tratado com insulina (glicemia controlada) 
(DM-I l). Dados representados de média ± S.E.M de 7 experimentos.  

 

	
  

4.4.  Relaxamento induzido pela estimulação elétrica (EFS) 

O relaxamento neurogênico foi avaliado através da construção de curvas frequência-efeito ao 

estímulo elétrico em corpo cavernoso de ratos pré-contraídos com PE (10 µM). O diabetes mellitus 

reduziu significativamente a resposta relaxante induzida pelo estímulo elétrico nas frequências de 

2,4, 8, 16 e 32 Hz (Figura 4). O tratamento com insulina alterou o padrão de resposta, e os animais 

com glicemia controlada tiveram perfil de resposta semelhante ao controle e significativamente 

maior do que para o grupo não tratado nas frequências 2,4,8 e 16 Hz. (Figura 4). Para a frequência 

mais alta, entretanto, não houve diferença significativa entre os grupos tratado (glicemia controlada) 

e não tratado com a insulina diária. 
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Figura 4: Curvas frequência-efeito a estimulação elétrica (1 – 32 Hz) em corpo cavernoso de camundongos 
controle (CTL: ¡), diabético (DM ■) e diabético tratado com insulina (glicemia controlada) (DM-I l). 
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 inibição da PDE 5 foi avaliado através da construção de 

curvas concentração-efeito ao Tadalafil (TAD) em corpo cavernoso pré-contraído com PE (10 µM). 

O diabetes mellitus reduziu a resposta máxima (Emax) ao TAD (DM: 45 ± 6%), quando comparado 

ao grupo controle (CTL: 86 ± 5 %- Figura 5). O controle da glicemia, com a administração da 
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(DM-I: 82 ± 9%-Figura 5). Não houve alteração de potência (pEC50) para nenhum dos grupos.  
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Figura 5: Curvas concentração-efeito ao Tadalafil (TAD: 1nM – 10µM) em corpo cavernoso de 
camundongos controle(CTL ¡), diabético (DM ■) e diabético tratado com insulina (glicemia controlada) 
(DM-I l). Dados representados de média ± S.E.M de 7 experimentos.  

 

 

4.6. Relaxamento induzido pelo Y-27632 

O relaxamento promovido pela inibição da Rho-kinase foi avaliado através da construção de 

curvas concentração-efeito ao Y-27632 em corpo cavernoso pré-contraído com PE (10 µM). Não 

houve alteração de potência (pEC50) para nenhum dos grupos avaliados, bem como da resposta 

máxima (Emax- CTL: 104 ± 4 %, DM: 115 ± 7 % e DM-I: 110 ± 7 %-Figura 6). 

 

-9 -8 -7 -6 -5

0

25

50

75

100

125

CTL

DM

DM-I

log[ TAD]: M

R
e
la

x
a
m

e
n

to
 (

%
)

	
  

	
  



 

 65

Figura 6: Curvas concentração-efeito ao Y-27632 (1nM – 10uM) em corpo cavernoso de    camundongos controle (CTL 
¡), diabético (DM ■) e diabético tratado com insulina (glicemia controlada) (DM-I l). 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 construção de curvas 

concentração-efeito ao estimulador da guanilato ciclase solúvel independente de NO, BAY 41-2272 

(Bay, 0,001-10 µM) em corpo cavernoso de camundongos pré-contraídos com PE (10 µM), na 

presença ou não, de ODQ (10 µM) ou L-NAME (100 µM). Não foram encontradas diferenças ente 

os grupos de resposta máxima (Emax) ou potência (pEC50) na resposta relaxante dos corpos 

cavernosos ao Bay 41-2272 (Figura 7). Entretanto, em todos os grupos, a presença do ODQ (10µM) 

ou L-NAME (100µM), levou a uma redução significativa da Emax (Figuras 8-10; Tabela 3). Não 

houve diferença de potência (pEC50) para nenhum grupo avaliado. Nenhuma diferença de Emax ou 

pEC50 foi observada entre os grupos (CTL, DM e DM-I), na presença L-NAME (Figura 11) ou ODQ 

(Figura 12). 
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Figura 7: Curvas concentração-efeito ao Bay 41-2272 (Bay: 1nM – 10µM) em corpo cavernoso de 
camundongos controle (CTL ¡), diabético (DM ■), e diabético tratado com insulina (glicemia controlada) 
(DM-I l). Dados representados de média ± S.E.M de 7-11 experimentos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Curvas concentração-efeito ao Bay 41-2272 (Bay: 1nM – 10µM) em corpo cavernoso de 
camundongos controle (CTL ¡), na presença de ODQ 10uM (▲) (ou L-NAME 100µM, (▼). Dados 
representados de média ± S.E.M de 7 experimentos.  
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Figura 11: Curvas concentração-efeito ao Bay 41-2272 (Bay: 1nM – 10µM) em corpo cavernoso de 
camundongos controle (CTL ¡), diabético (DM ■), e diabético tratado com insulina (glicemia controlada) 
(DM-I l), na presença de L-NAME (100µM). Dados representados de média ± S.E.M de 7 experimentos.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Curvas concentração-efeito ao Bay 41-2272 (Bay: 1nM – 10µM) em corpo cavernoso de 
camundongos controle (CTL ¡), diabético (DM ■), e diabético tratado com insulina (glicemia controlada) 

(DM-I l), na presença de ODQ (10µM). Dados representados de média ± S.E.M de 7 experimentos.  
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TABELA 3. Valores de potência (pEC50) e resposta máxima (Emax) obtidas de Curvas 

concentração resposta ao  Bay 41-2277 e Bay 60-2770 em corpos cavernosos de 

camundongos controle (CTL), diabético (DM) e diabético controlado (DM-I) na 

presença ou ausência de  L-NAME (100µM) ou ODQ (10µM) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A potência é representada como –log da concentração molar que produz da resposta máxima de relaxamento, 

em tecidos pré-contraídos com fenilefrina (10 µM). Dados representados de média ± S.E.M de 7 

experimentos. P<0.05 comparado aos respectivos grupos na presença ou ausência de L-NAME (100 µM), ou 

ODQ (10 µM). 
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Tabela 1. Valores de pot*ncia (pEC50) e resposta máxima (Emax) obtidas de Curvas 
concentra��o resposta ao  Bay 41-2277 e Bay 60-2770 em corpos cavernosos de 
camundongos controle (CTL), diab�tico (DM) e diab�tico controlado (DM-I) na 
presen�a ou aus*ncia de L-NAME (100M) ou ODQ (10M).

Bay 41-2277 Bay 60-2770 
  pEC50       Emax (%)    pEC50    Emax(%)

Grupos

CTL 7.00 B0.19      124B6
7.00B 0.20      141B16
7.06B 0.16      112B5

          7.69B 0.13     115B 9
         7.65B 0.09      107 B5
          7.50B0.05       119 B 5

DM-M
DM-I

Bay 41-2277 + L-NAME Bay 60-2770 + NAME
  pEC50       Emax (%)    pEC50           Emax(%)

Grupos

CTL 7.30 B0.16      91B3*
7.78B 0.10      69B9*
7.50B 0.09      68B11*

          8.50B 0.12*      124B 10
         8.55B 0.20*      117 B9
          8.53B0.11*      119 B 5

DM-M
DM-I

A pot*ncia � representada como blog da concentra��o molar que produz da resposta máxima de 
relaxamento, em tecidos pr�-contra�dos com fenilefrina (10 M), Dados representados de m�dia  S.E.M 
de 7 experimentos. P<0.05 comparedo aos respectivos grupos na presence ou aus*ncia de L-NAME (100
M), ou ODQ (10 M).

Bay 41-2277 + ODQ Bay 60-2770 + ODQ
  pEC50       Emax (%)    pEC50          Emax(%)

Grupos

CTL 7.20 B0.10      64B4*
6.98B 0.14     73B10 *
7.59B 0.30      70B12*

          8.6B 0.13*        102B 5
         8.60B 0.16*        95 B12
          8.18B0.20*       119 B 5

DM-M
DM-I
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4.8. Relaxamento induzido pelo Bay 60-2770 

O relaxamento independente de endotélio foi avaliado através da construção de curvas 

concentração-efeito ao ativador da guanilato ciclase solúvel independente de NO, BAY 60-2770 

(Bay, 0,0001-10 µM) em corpo cavernoso de camundongos pré-contraídos com PE (10 µM), na 

presença ou não, de ODQ (10 µM) ou L-NAME (100 µM). Não foram encontradas diferenças ente 

os grupos de resposta máxima (Emax) ou potência (pEC50) na resposta relaxante dos corpos 

cavernosos ao Bay 60-2770 (Figura 13). Entretanto, em todos os grupos, a presença do ODQ (10 

µM) ou L-NAME (100 µM), levou a um deslocamento da curva para a esquerda, com aumento da 

potência (Figuras 14-16; Tabela 3). Não houve diferença de Emax para nenhum grupo avaliado. 

Nenhuma diferença de Emax ou pEC50 foi observada entre os grupos CTL, DM e DM-I, na presença 

L-NAME (Figura 17) ou ODQ (Figura 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Curvas concentração-efeito ao Bay 60-2770 (Bay 60: 100pM – 10µM) em corpo 
cavernoso de camundongos controle(CTL ¡), diabético (DM ■), e diabético tratado com insulina 
(glicemia controlada) (DM-I l). Dados representados de média ± S.E.M de 7 experimentos.  
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Figura 14: Curvas concentração-efeito ao Bay 60-2770 (Bay 60: 100pM – 10mM) em corpo cavernoso de 
camundongos controle (CTL ¡), na presença de ODQ 10µM (▲) ou L-NAME 100µM, (▼). Dados 
representados de média ± S.E.M de 7 experimentos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Curvas concentração-efeito ao Bay 60-2770 (Bay 60: 100pM – 10µM) em corpo cavernoso de 
camundongos controle (CTL ¡), diabético (DM ■) e diabético tratado com insulina (glicemia controlada) 
(DM-I l), na presença de L-NAME (100µM). Dados representados de média ± S.E.M de 7 experimentos. 
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Figura 16: Curvas concentração-efeito ao Bay 60-2770 (Bay 60: 100pM – 10µM) em corpo cavernoso de 
camundongos diabéticos tratado com insulina (glicemia controlada) (DM-I l), na presença de ODQ 10µM 
(▲) ou L-NAME 100mM, (▼). Dados representados de média ± S.E.M de 7 experimentos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17: Curvas concentração-efeito ao Bay 60-2770 (Bay 60: 100pM – 10µM) em corpo cavernoso de 
camundongos controle (CTL ¡), diabético (DM ■) e diabético tratado com insulina (glicemia controlada) 

(DM-I l), na presença de L-NAME (100µM). Dados representados de média ± S.E.M de 7 experimentos.  
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Figura 18: Curvas concentração-efeito ao Bay 60-2770 (Bay 60: 100pM – 10µM) em corpo cavernoso de 
camundongos controle (CTL ¡), diabético (DM ■) e diabético tratado com insulina (glicemia controlada) 
(DM-I l), na presença de ODQ (10µM). Dados representados de média ± S.E.M de 7 experimentos.  

 

4.9. Contração induzida pela fenilefrina (PE) 

A contração foi avaliada através da construção de curvas concentração-efeito à PE em corpo 

cavernoso de camundongos. Não houve diferença significativa entre os grupos controle e diabéticos 

na resposta máxima (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, não havendo diferença significativa de 

Emax em relação ao controle (DM-I: 0,51 ± 0,04 mN).  O mesmo se observa corrigindo-se os valores 

de contração em mN pela massa (em gramas) de cada segmento de corpo cavernoso dos grupos 

(mN/g), (Figura 20).  Essa correção se faz necessária, uma vez que a massa do corpo cavernoso dos 

animais diabéticos (6,5 ± 0,5mg) é significativamente menor em relação 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 intermediário (7,3 ± 0,7 mg), significativamente menor que o 
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controle embora maior em relação ao grupo de animais diabéticos não tratados (P<0,05). Não são 

evidenciadas diferenças significativas de potência (pEC50) entre os grupos.  

 

 

  

  

 

 

Figura 19: Curvas concentração-efeito a fenilefrina (10 nM – 100 µM) em corpo cavernoso de camundongos 
controle (CTL: ¡), diabético (DM ■) e diabético tratado com insulina (glicemia controlada) (DM-I l). 
Dados representados de média ± S.E.M de 7 experimentos. 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 20: Curvas concentração-efeito a fenilefrina (10 nM – 100 µM) em corpo cavernoso de camundongos 
controle (CTL: ¡), diabético (DM ■) e diabético tratado com insulina (glicemia controlada) (DM-I l). 
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.  

-8 -7 -6 -5 -4

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7
CTL (n=7)

DM (n=7)

DM-I (n=7)

log[PE]: M

C
o

n
tr

a
c
ti

o
n

 (
m

N
)

-8 -7 -6 -5 -4

0

20

40

60

80

100
CTL (n=7)

DM (n=7)

DM-I

log[PE]: M

C
o

n
tr

a
c
ti

o
n

 (
m

N
/g

)

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

C
o

n
tr

a
ç

ã
o

 
C

o
n

tr
a

ç
ã

o
 



 

 75

4.10. Contração induzida pela estimulação elétrica 

A contração neurogênica foi avaliada através da construção de curvas frequência-efeito ao 

estímulo elétrico em corpo cavernoso de camundongos. O diabetes mellitus não alterou a resposta 

contrátil induzida pelo estímulo elétrico em nenhuma das frequências (Figura 21), e o mesmo se 

observou quando se introduziu o grupo tratado com a insulina. Entretanto, com a correção dos 

valores de contração em mN pela massa (em gramas) de cada segmento de corpo cavernoso dos dois 

grupos (mN/g), observou-se um aumento significativo na resposta contrátil no grupo diabético não 

tratado em relação ao controle, nas frequências de 8, 16 e 32Hz (Figura 22). O tratamento com 

insulina conseguiu reverter tal diferença nas frequências de 8 e 16Hz, verificando-se que não houve 

diferença significativa com o controle nas frequências de 8, 16 e 32Hz, embora nesta última 

frequência, a diferença entre os grupos diabético e tratado com insulina (glicemia controlada) não 

tenha sido significativa (Figura 22). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: Curvas frequência-efeito a estimulação elétrica (1 – 32 Hz) em corpo cavernoso de camundongos 
controle (CTL: ¡) diabético (DM ■) e diabético tratado com insulina (glicemia controlada) (DM-I l). Dados 

representados de média ± S.E.M de 7 experimentos. 
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Figura 22: Curvas frequência-efeito a estimulação elétrica (1 – 32 Hz) em corpo cavernoso de camundongos 
controle (CTL: ¡) diabético (DM ■) e diabético tratado com insulina (glicemia controlada) (DM-I l). 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-cisteína (L-cys) 

 O relaxamento dependente da metabolização da L-cisteína (precursor metabólico fisiológico 

de H2S) foi avaliado através da construção de curvas concentração-efeito à L-cys em corpo 

cavernoso de camundongos pré-contraídos com PE (10 µM). O diabetes mellitus reduziu 

significativamente a resposta máxima (Emax) da L-cys (DM: 103 ± 12%), quando comparados ao 

grupo controle (CTL: 139 ± 8%- Figura 23). O controle da glicemia, com a administração da 

insulina diária, conseguiu reverter esta redução de resposta (DM-I: 162 ± 6%-Figura 23). Não houve 

alteração de potência (pEC50) para nenhum grupo. 
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Figura 23: Curvas concentração-efeito à L-cisteína (L-cys: 0,001mM – 10mM) em corpo cavernoso de 
camundongos controle (CTL ¡), diabético (DM ■) e diabético tratado com insulina (glicemia controlada) 
(DM-I l). Dados representados de média ± S.E.M de 7 experimentos.  

 

4.12. Relaxamento induzido pelo Na2S 

O relaxamento promovido pelo doador de H2S foi avaliado através da construção de curvas 

concentração-efeito ao Na2S em corpo cavernoso pré-contraído com PE (10 µM). Não houve 

alteração de Emax para nenhum dos grupos avaliados. Devido a um perfil de curva “tudo ou nada”, 

sobretudo do grupo diabético, o cálculo de potência (pEC50)  não foi aplicado para comparação. 

Entretanto, verificou-se diferença de resposta quando concentrações intermediárias (30 e 100 uM) 

são consideradas, observando-se um aumento de resposta na concentração 30 uM para os animais 

diabéticos (DM: 78± 6%)  em relação aos outros grupos (CTL: 28± 4% e DM-I 52± 11%)   e  na 

concentração 100 uM um aumento de resposta para os animais tratados (DMI: 96 ± 6%) e não 

tratados (DM: 106 ± 3%) em relação ao controle (CTL: 56 ± 10%- Figura 24).  
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Figura 24: Curvas concentração-efeito ao Na2S (Na2S: 0,001mM – 1mM) em corpo cavernoso de 
camundongos controle(CTL ¡), diabético (DM ■) e diabético tratado com insulina (glicemia controlada) 
(DM-I l). 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. 

 

4.13. Relaxamento induzido pelo Dimetilsulfóxido (DMSO) 

O relaxamento dependente da metabolização do DMSO (grupo funcional sulfóxido) foi 

avaliado através da construção de curvas concentração-efeito ao DMSO em corpo cavernoso pré-

contraído com PE (10 µM). O diabetes mellitus reduziu a resposta máxima (Emax) ao DMSO (DM: 

80 ± 7%), quando comparado ao grupo controle (CTL: 150 ± 6%- Figura 25). O controle da 

glicemia, com a administração da insulina diária, alterou este padrão de resposta, apresentando um 

valor de Emax semelhante ao grupo controle (DM-I: 168 ± 12% -Figura 25). Não houve alteração de 

potência (pEC50) para o nenhum grupo. 
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Figura 25: Curvas concentração-efeito ao dimetilsulfóxido (DMSO: 0,04M – 1M) em corpo cavernoso de 
camundongos controle (CTL ¡), diabético (DM ■) e diabético tratado com insulina (glicemia controlada) 
(DM-I l). Dados representados de média ± S.E.M de 7 experimentos.  

 

4.14.  Relaxamento induzido pela Dimetilsulfona (DMSO2) 

 O relaxamento dependente do metabólito do DMSO, a DMSO2 (grupo funcional sulfona) foi 

avaliado através da construção de curvas concentração-efeito ao DMSO2 em corpo cavernoso pré-

contraído com PE (10 µM). O diabetes mellitus reduziu a resposta máxima (Emax) a DMSO2 (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 Emax semelhante ao grupo controle (DM-I: 88 ± 4%-Figura 26). Não houve alteração de 

potência (pEC50) para o nenhum grupo. 
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Figura 26: Curvas concentração-efeito a dimetilsulfona (DMSO2: 0,04M – 1M) em corpo cavernoso de 
camundongos controle(CTL ¡), diabético (DM ■) e diabético tratado com insulina (glicemia controlada) 
(DM-I l). Dados representados de média ± S.E.M de 7 experimentos.  

 

4.15. Avaliação da função erétil in vivo: medida da Pressão Intracavernosa (ICP) 

A função erétil in vivo foi avaliada através da medida da pressão intracavernosa (ICP) dos 

animais dos diferentes grupos, nas frequências 4, 6, 8 e 10 Hz. O diabetes mellitus diminuiu 

significativamente os valores de ICP nas frequências 4, 6 e 8 Hz em relação ao grupo controle. O 

tratamento com insulina, com controle da glicemia, alterou este perfil de resposta restaurando os 

valores de ICP, deixando-as próximas ao grupo controle em todas as frequências avaliadas e 

significativamente maiores em relação ao diabético não tratado nas menores frequências, 4 e 6 Hz 

(Figura 27).  
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Figura 27: Medida da pressão intracavernosa induzida pela estimulação elétrica (4-10Hz) em corpo 
cavernoso de camundongos controle (CTL: ¡), diabético (DM ■) e diabético tratado com insulina (glicemia 

controlada) (DM-I l). 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. Análise de colesterol e triglicerídeos dos animais 

 

 A tabela 4 mostra os valores de colesterol total e triglicerídeos 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 triglicerídeos também são 

superiores neste grupo. O grupo de animais que teve a glicemia controlada com a insulina diária 

apresentou valores próximos aos do grupo controle.  
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TABELA 4. Valores da concentração sanguínea de colesterol total e triglicerídeos dos 

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

I) 

 CTL 

 

DM DM-I 

    

Colesterol 

Total  

(mg/dL) 

60±3 83±3* 65±2 

 

 Triglicerídeo 

(mg/dL) 

48 ± 3 79 ± 6* 53 ± 3 

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

 

4.17. Análise macroscópica e histológica dos animais 

 Os dados da análise histomorfomética do pênis dos animais dos diferentes grupos estão 

descritos na Tabela 5. Verifica-se uma alteração significativa da Área de secção dos corpos 

cavernosos (ACC) no grupo dos animais diabéticos, e um aumento significativo da Área da artéria 

cavernosa (ACA) nos animais com glicemia controlada. Abaixo estão figuras ilustrativas da análise 

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

diabético tratado com insulina (DM-I) 

 CTL 

 

DM DM-I 

    

ACC (µm2
) 763296,7±57564 564857,2±15393* 628056,2±80761 

ML/COL 0,18 ± 0.02 0,18 ± 0,01 0,14±0,01 

ACA(µm2
) 688,3±42,8 765,3±107,9 1051,2±104,9* 

AAD(µm2
) 13375,2±1649,6 13743,9±622.1 13719,6±1611,3 

AND(µm2
) 33431,5±2396,2 29516,5±2666,3 28795,7±2753,1 

 

Dados representam as médias ± o erro padrão da média para 5 animais. *P < 0.05 comparado com o grupo 
CTL . ACC: área de secção dos corpos cavernosos ML:COL: relação entra a fração de m. lisa e a de 
colágeno; ACA: área de secção das artérias cavernosas; AAD: área de secção da artéria dorsal unilateral e 
AND: área de secção do nervo dorsal unilateral. 
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Figura 28: Fotomicrografias ilustrativas da cortes transversais de pênis murino referentes aos grupos controle (a), 
diabético controlado (b) e diabético (c). HE, 40X (aumento original). N= nervo dorsal direito do pênis; A= artéria 
dorsal direita do pênis; V= veia dorsal do pênis; CC= corpo cavernoso; CE= corpo esponjoso. 
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Figura 29: Fotomicrografias ilustrativas da cortes transversais de pênis murino referentes aos grupos controle (a)
diabético controlado (b) e diabético (c), demonstrando a presença de colágeno (áreas coradas em azul) no corpo 
cavernoso. Tricrômico de Masson, 100X (aumento original).  
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Figura 30: Fotomicrografias ilustrativas da cortes transversais de pênis murino referentes aos grupos controle (a)
diabético controlado (b) e diabético (c), demonstrando a presença de musculatura lisa, através da imunoexpressão de
actina de músculo liso (áreas coradas em marrom) no corpo cavernoso. Setas: artéria cavernosa à direita
Imunoperoxidase, 100X (aumento original).  
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TABELA 6. Imunoexpressão de eNOS e nNOS em corpo cavernoso de 

animais controle (CTL), diabéticos e diabéticos tratados 

com insulina 

nNOS       
Animal CTL DM DM-I 

1 + + + 
2 + + X 
3 + + + 
4 + + + 
5 + + + 
6 + + + 

% 100 100 100 

eNOS       
Animal CTL DM DM-I 

1 + + - 
2 + + X 
3 + - + 
4 + - + 
5 + - - 
6 + + + 

% 100 50 60 

Critério de positividade: positividade moderada a intensa em >25% das estruturas esperadas. 
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5. DISCUSSÃO 

Neste trabalho, ficou evidenciado que o tratamento com insulina, controlando a glicemia do 

animal diabético durante todo o período estabelecido para o modelo (4 semanas), conseguiu prevenir 

alguns padrões de resposta de testes funcionais in vitro esperados (e constatados) para animais 

diabéticos não tratados, em relação à função erétil.   

 Os dados mostraram que o quadro de diabetes tipo I induzido pela estreptozotocina em 

camundongos, atenuou o relaxamento dependente do endotélio, induzido pela Ach, bem como o 

relaxamento induzido por um doador de NO (SNP) no corpo cavernoso. Isto sugere que há, no 

grupo dos animais diabéticos, um comprometimento do endotélio, bem como na habilidade da 

musculatura lisa do corpo cavernoso em responder ao NO. Estas observações estão de acordo com 

outros estudos, que envolvem inclusive outras espécies animais (87,88).  

Em modelos experimentais de diabetes, in vivo e in vitro, foram evidenciadas reduções no 

relaxamento mediado pela ACh em vasos isolados e no leito vascular (89-91). Os mecanismos pelos 

quais o diabetes mellitus promove disfunção erétil parece envolver redução da síntese ou 

“sequestramento” do NO devido à geração de espécies reativas de oxigênio e produtos finais da 

glicação (51, 92-93). Parece envolver também uma maior expressão ou atividade da arginase no CC, 

limitando a biodisponibilidade da L-arginina para produzir o NO (94,95). Considera-se ainda a 

possibilidade da inibição da síntese de prostaciclina (96,97). É sugerido que o diabetes mellitus 

reduz o relaxamento dependente de endotélio em virtude dos níveis elevados de glicose sanguínea 

(hiperglicemia), associado a aumento das espécies reativas de oxigênio, que, como consequência, 

reduz a biodisponibilidade do NO (98,99).  

Alterações na síntese ou ação do NO endotelial em ratos diabéticos foram relatados em aorta, 

coração, artéria mesentérica, artéria basilar e corpo cavernoso, mas não foi evidenciada alteração no 
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relaxamento independente de endotélio em resposta a doadores de NO (78, 100-102). No entanto, 

em outros estudos, verificou-se redução da resposta vasodilatadora e/ou relaxante independente de 

endotélio, em humanos, camundongos e ratos diabéticos (103-107). Os camundongos diabéticos 

deste estudo apresentaram redução do relaxamento dos CC induzido pelo doador de NO, SNP, 

indicando possível comprometimento da musculatura lisa do CC em responder ao NO. O tratamento 

com insulina preveniu esta incapacidade de resposta da musculatura lisa ao NO, em comparação 

com o grupo de animais diabéticos não tratados. O mesmo não se verificou com relação ao prejuízo 

endotelial. O comprometimento do endotélio não pode ser prevenido pelo controle da glicemia, uma 

vez que o relaxamento induzido pela Ach continuou diminuído nos animais tratados com insulina. A 

análise de imunoexpressão de eNOS no CC mostrou uma menor expressão de eNOS no animal 

diabético, não prevenido pelo tratamento com insulina. 

Os animais dos diferentes grupos foram avaliados quanto a sua capacidade de relaxamento 

ao estimulador da guanilato ciclase solúvel (GCs), Bay 41-2272 e nenhuma diferença foi encontrada 

entre os grupos. Embora os animais diabéticos apresentem redução ao relaxamento induzido pelo 

SNP, não há diminuição da resposta deste grupo ao relaxamento induzido pelo BAY 41-2272. Neste 

caso, a guanilato ciclase solúvel (GCs) possivelmente não sofreu alteração no seu estado redox no 

grupo diabético, o que poderia comprometer sua atividade (84). Vale ressaltar que o sítio de ligação 

ao Bay 41-2272 e ao NO são distintos na GCs (108). 

Com relação ao ativador da GCs, BAY 60-2770, nenhuma diferença foi encontrada entre os 

grupos. É interessante notar que as respostas de relaxamento do CC ao BAY 60-2770 mostraram-se 

inclusive, aumentadas com a inibição da NO-sintase (NOS) ou oxidação do grupamento heme da 

enzima GCs. O relaxamento do CC ao BAY 60 -2770 foi maior na presença de L-NAME, um 

inibidor da NOS e na presença do ODQ, um agente que oxida o grupamento heme da enzima GCs 
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(109-111). Esta resposta foi observada tanto nos em animais do grupo controle como nos animais 

diabéticos, tratados ou não com insulina.  

Embora tenham sido encontrados respostas semelhantes no relaxamento do CC ao BAY 41-

2277 (estimulador da GCs) e ao BAY 60 -2770 (ativador da GCs), a presença do L-NAME ou  ODQ  

sobre as respostas do CC a estes dois agenstes foram totalmente diferentes e opostas. Enquanto o 

relaxamento do CC ao BAY 60 -2770 foi aumentado pelo tratamento com L-NAME e ODQ, o 

relaxamento do CC ao BAY 41-2277 foi atenuado em todos os grupos de animais analisados. Ao 

contrário do BAY 41-2277, o relaxamento do CC ao BAY 60-2770  não é dependente da presença 

de NO endógeno ou do  grupamento heme reduzido na GCs.  

Resultados semelhantes já foram descritos. Dados com o BAY 58-2667, um outro ativador 

de GCs,  utilizado em ensaios clínicos para insuficiência cardíaca aguda descompensada, apresentou 

atividade vasodilatadora potente e sustentada, e atividade vasodilatadora que foi aumentada pelo 

ODQ na circulação pulmonar fetal, em ovelha (83, 112-114). O BAY 60 -2770 mostrou ter 

atividade vasodilatadora nos leitos vascular pulmonar e sistêmica,  reforçada por ODQ e inibição da 

NOS, sugerindo que a forma heme-oxidada da GCs pode ser ativada in vivo de um modo NO-

independente para promover a vasodilatação. Isto sugere que as resposta vasodilatadora poderia ser 

aumentada em estados fisiopatológicos no qual o grupamento heme da GCs se encontra oxidado ou 

mesmo perdido (115-117).  

Com relação ao relaxamento induzido pelo inibidor de PDE5, tadalafil, os dados mostram 

um comprometimento de resposta de relaxamento do corpo cavernoso do animal diabético 

utilizando-se um inibidor de PDE 5. Isto indica, que, mesmo com o aumento da concentração de 

GMPc, o corpo cavernoso não foi capaz de relaxar normalmente. Este resultado está de acordo com 

outros trabalhos, que mostram que a efetividade do inibidor de PDE5 no diabético é menor do que 
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em indivíduos normais, sendo isto evidenciado tanto em modelos animais como em humanos (80-

81, 118-119). Este fato ainda não é bem elucidado, mas é sugerido que a utilização de inibidores de 

PDE5 requer pelo menos uma função parcial dos nervos penianos (fibras NANC- não adrenérgica, 

não colinérgica), (120), que em geral é comprometida no diabetes. Também se sugere uma 

sinalização NO-GMPc prejudicada (43). O tratamento com insulina, entretanto, fez com que o corpo 

cavernoso do animal diabético tivesse um perfil de resposta normal, semelhante ao grupo controle. 

Ressalta-se que a disfunção erétil dentro do quadro do diabetes não fica limitada apenas a 

síntese/disponibilidade prejudicada do NO, uma vez que a musculatura lisa do corpo cavernoso do 

animal diabético não foi capaz de responder ao aumento do NO (pelo doador, SNP), nem ao 

aumento de GMPc (pelo tadalafil). Alguns dados mostram, inclusive, que a associação do doador de 

NO (SNP), e um inibidor de PDE5 (sildenafil), não trouxe maior relaxamento para o corpo 

cavernoso de ratos diabéticos (121).  O resultado pode sugerir uma estimulação basal de GMPc 

prejudicada no animal diabético.  

Com relação à via da RhoA/Rho-kinase não se observaram diferenças no relaxamento 

induzido pelo Y-27632 (inibidor da Rho-kinase) em corpo cavernoso dos camundongos diabéticos, 

tratados ou não com insulina. A via não se mostrou alterada neste estudo, ao contrário de outros que 

mostram que a RhoA/Rho-kinase são reguladas positivamente na musculatura lisa vascular de 

animais diabéticos (122-124) e que o Y-27632 melhorou a resposta erétil de ratos diabéticos, 

sugerindo que a atividade da Rho-quinase está aumentada no corpo cavernoso de ratos diabéticos 

(125).  

Outro fator a ser considerado é a possibilidade de o diabetes reduzir o relaxamento mediado 

pelas fibras NANC (não adrenérgica, não colinérgica), o que já foi descrito na musculatura lisa 

cavernosa de ratos, de coelhos e de indivíduos diabéticos (126,127). Os dados estão de acordo com 
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estes dados, mostrando que camundongos diabéticos deste modelo apresentaram redução do 

relaxamento induzido pelo NO neurogênico, o que foi demonstrado pelos dados de alteração de 

relaxamento do corpo cavernoso ao estímulo elétrico (EFS), mesmo em baixas frequências, como 

2Hz. O tratamento com insulina, entretanto, conseguiu prevenir esta redução do relaxamento, que 

passou a ser semelhante ao grupo de animais controle.  

A insulina mostrou ter efeitos benéficos sobre a nNOS (NO sintase neuronal, nos nervos 

nitrérgicos), sendo capaz de restaurar a quantidade e atividade da enzima no corpo cavernoso de 

ratos (128), reduzida em alguns modelos animais (93), embora sua expressão não tenha se mostrado 

alterada nos dados aqui apresentados. Efeito semelhante foi visto também em cerebelo de ratos, 

sendo que a insulina conseguiu normalizar a atividade da nNOS, que se apresentava menor no 

animal diabético (129).  

Além da avaliação da resposta de relaxamento do corpo cavernoso de animais diabéticos, 

com e sem tratamento com insulina, os dados avaliam também um possível comprometimento da 

resposta contrátil e nenhuma diferença entre os grupos foi encontrada com relação à resposta ao 

agonista α1-adrenérgico. Em animais diabéticos obesos, a resposta contrátil na musculatura lisa de 

corpo cavernoso e de bexiga urinária produzida por agonistas α1-adrenérgicos e estimulação elétrica 

mostrou-se alterada em alguns estudos (41, 130). Em aorta de camundongos espontaneamente 

diabéticos (db/db), verificou-se um aumento da atividade contrátil à noradrenalina, sugerindo-se 

uma participação do acúmulo de ânions superóxido no plasma, podendo levar a uma maior formação 

de prostanóides com atividade vasoconstritora. Esta maior produção de prostanóides, associada com 

uma menor formação e/ou aumentada degradação do NO, poderia contribuir para a maior resposta 

contrátil (131). Também há evidências de uma up-regulation da PKC, que poderia alterar a resposta 

contrátil pela fosforilação de proteínas (85).  Os dados dos animais diabéticos não tratados, não 
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mostram diferenças significativas na resposta ao agonista α1-adrenérgico, mas uma alteração na 

resposta ao estímulo elétrico, o que não exclui a possibilidade de um comprometimento na liberação 

de catecolaminas e sinalização adrenérgica. Este comprometimento, porém, é prevenido pela 

administração da insulina diária, o que indica que o controle da glicemia é capaz de proteger o corpo 

cavernoso de alterações na sinalização adrenérgica.  

Além da via NO-GCs-GMPc, a via CBS-CSE-H2S também foi avaliada. Pela primeira vez, 

foi demonstrado que a via CBS-CSE-H2S encontra-se alterada em corpo cavernoso isolado de 

camundongos diabéticos. As alterações encontradas foram revertidas com o controle da glicemia (< 

11mM), pela administração de insulina diária.  

Os dados aqui apresentados de relaxamento induzido pela L-cisteína evidenciam que há um 

comprometimento do relaxamento do CC do animal diabético envolvendo a via do H2S.  Dados 

semelhantes foram observados em aorta de camundongos diabéticos (diabetes tipo 1), em dois níveis 

de severidade do quadro de diabetes, sendo um mais brando, e outro, um quadro de diabetes severa, 

com valores altos de glicemia e glicosúria acentuada. Nos dois níveis de diabetes estudado 

observou-se um menor relaxamento da aorta, induzido pelas L-cisteína (132). A produção de H2S 

induzido por L-cisteína na aorta (correlacionado com a atividade enzimática da CBS e CBE), 

também estava reduzida, mostrando uma dificuldade na conversão de L-cisteína em H2S. No 

diabetes severo, com glicemia em valores mais altos, esta conversão em H2S foi ainda mais 

deficitária. É interessante esta relação de maior comprometimento da produção de H2S e de 

conversão da L-cisteína em H2S com a severidade do quadro de diabetes, correlacionado com maior 

nível glicêmico. Os dados aqui apresentados mostram que o controle da glicemia, com a 

administração da insulina diária conseguiu prevenir este comprometimento do relaxamento do CC 

induzido pela L-cisteína. Uma vez que a L-cisteína é um precursor metabólico fisiológico de H2S, 
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fica evidenciado que a via CBS-CSE-H2S não é afetada no diabetes quando a glicemia é mantida 

próxima a valores considerados normais para o camundongo. 

Desta forma, verifica-se um possível comprometimento da produção endógena de H2S em 

condições de hiperglicemia, com uma provável dificuldade do tecido em converter L-cisteína em 

H2S, sendo isto visto tanto em aorta (132), como em CC de camundongo, de acordo com os dados 

aqui apresentados. Entretanto, com o doador de H2S, Na2S, este padrão de resposta não se manteve, 

e não se verificou diferença de resposta máxima entre os grupos, quando o doador foi usado. Porém, 

verificou-se para o animal diabético um perfil de resposta “tudo ou nada”, atingindo uma maior 

relaxamento já em 30uM em relação aos outros grupos. Um aumento de resposta máxima de 

relaxamento também foi observado com aorta do camundongo diabético (132), em um quadro 

severo de diabetes, quando um doador de H2S, no caso o NaHS, foi utilizado. Os dados podem 

sugerir um efeito compensatório a uma produção endógena deficiente no diabetes.  

Ainda com relação à via CBS-CSE-H2S, os dados do relaxamento induzido pelo DMSO 

mostraram que no CC dos animais diabéticos há um comprometimento na resposta, com a redução 

da resposta máxima. Esta é a primeira demonstração que o DMSO relaxa CC. Estes dados com o 

DMSO no grupo diabético também podem sugerir um comprometimento na via de formação do 

H2S, uma vez que o DMSO possui como grupo funcional um radical sulfóxido, que pode ser, ao 

menos em parte, metabolizado, e finalmente convertido em H2S, ou mesmo SO2.  Não há dados em 

CC, mas em bexiga a administração de DMSO reduziu significativamente contrações induzidas por 

estímulo elétrico (133). Em músculo detrusor de coelho, o DMSO reduziu a fosforilação da cadeia 

leve de miosina, sugerindo que este composto possa ter grande importância em distúrbios que 

envolvam aumento da contratilidade (134). A sugestão proposta para este efeito seria uma alteração 
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na sensibilidade dos filamentos ao Ca2+, (sem alteração do Ca2+
i), através da alteração da atividade 

de quinases envolvidas na fosforilação da miosina.  

Um fato para se considerar é que o controle da glicemia conseguiu restaurar a capacidade do 

CC ao relaxamento ao DMSO. Considerando-se que o efeito relaxante esteja relacionado 

supostamente à metabolização do radical sulfóxido a H2S ou SO2, estes dados são desta forma, 

complementares ao visto para a L-cisteína. O mesmo pode ser especulado para o radical sulfona, 

com os dados de relaxamento a DMSO2. 

Para a complementação dos dados, os níveis de colesterol e triglicerídeos também foram 

avaliados. Verificou-se um aumento do nível de colesterol no animal diabético com glicemia mais 

alta, ao contrário do animal tratado com insulina. O mesmo acontece para o nível de triglicerídeos, 

que se apresentou maior para o diabético com glicemia mais alta em comparação com os grupos 

controle e diabéticos com glicemia controlada. Níveis elevados de colesterol e de triglicerídeos são 

frequentemente encontrados em pacientes diabéticos, e estes são fatores que contribuem para o 

desenvolvimento da disfunção erétil (126, 135-136). 

Complementando as análises funcionais, os diferentes grupos foram comparados com 

relação à morfologia peniana. Conforme mostrado nos resultados, o diabetes levou a uma atrofia do 

corpo cavernoso do animal diabético em relação ao controle e o tratamento com insulina conseguiu 

reverter esta alteração. A atrofia observada acometeu todos os compartimentos histológicos de 

forma proporcional. Observou-se uma hiperplasia de camada muscular da artéria cavernosa nos 

animais diabéticos com glicemia controlada, o que provavelmente reflete um efeito da insulina, que 

possui uma ação proliferativa (137).  O mesmo não foi observado em relação às artérias dorsais. Os 

dados estão de acordo com a literatura, uma vez que alterações morfológicas no pênis foram 

relatadas em homens e animais diabéticos (138-141). Em coelhos diabéticos, se observou por análise 
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histomorfométrica uma diminuição da musculatura lisa dos corpos cavernosos, sendo isto 

progressivo com o aumento da gravidade do diabetes (138). Alterações vasculares também foram 

relatadas, com fibrose da artéria peniana e dos tecidos conectivos do pênis, além de fibrose da 

artéria cavernosa, com diminuição do lúmen e até presença de trombos (142). Por micro tomografia 

computadorizada de raios-X em 3-D em coelhos diabéticos, se verificou uma diminuição do volume 

dos sinusóides e da fração das artérias do corpo cavernoso, bem como uma diminuição do lúmen da 

artéria cavernosa (143). Tais alterações sugerem um comprometimento no mecanismo de veno-

oclusão e do próprio influxo de sangue, levando a um quadro de disfunção erétil.  
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6. Conclusões 

Em conclusão, os dados comprovaram que o tratamento com a insulina, para controle da 

glicemia do animal diabético, pode restaurar o comprometimento da musculatura lisa do corpo 

cavernoso do animal diabético, embora não tenha sido efetivo para reverter o dano endotelial. A 

GCs não se mostrou alterada neste modelo de diabetes, assim como a via da RhoA/Rho kinase. A 

insulina pôde restaurar um possível comprometimento na sinalização adrenérgica e/ou liberação de 

catecolaminas sugerida nos animais diabéticos. Verificou-se um comprometimento da via CBS-

CSE-H2S, o que foi prevenido pelo controle da glicemia. Alterações morfológicas compatíveis com 

o quadro de diabetes foram encontradas, sendo também prevenidas pela insulina, embora um efeito 

proliferativo, provavelmente da insulina, tenha sido observado na artéria cavernosa.   
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