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PALAVRAS-CHAVE Resumo

Diabetes; Objectivos: A disfuncao erétil (DE) apresenta-se como uma das complicacdes mais co-
Disfuncao erétil; muns da diabetes, sendo o stresse oxidativo uma caracteristica relevante da DE diabé-
Stresse oxidativo; tica. Eventos deletérios induzidos pelo stresse oxidativo levam a relevantes alteracdes
3-nitrotirosina celulares e tecidulares alvos do dano oxidativo. No entanto, permanecem por clarificar

os efeitos nocivos de mecanismos oxidativos no tecido peniano com a progressao da
diabetes. Desta forma, pretendeu-se avaliar a condicao do stresse oxidativo a nivel sis-
témico e peniano numa fase precoce e estabelecida da diabetes.

Materiais e métodos: Ratos machos Wistar foram divididos em grupos de: 2 e 8 semanas
de diabetes tipo 1 induzida por streptozotocina e os respetivos controlos emparelhados
pela idade. O stresse oxidativo sistémico foi avaliado pela quantificacao de perdxido de
hidrogénio (H,0,) na urina e pelo racio glutationa reduzida/oxidada (GSH/GSSG) no plas-
ma. Localmente, em tecido peniano, a condicao de stresse oxidativo foi analisada atra-
vés da producao de H,0, e avaliacéo da nitragdo proteica pela detecdo de 3-nitrotirosina
(3-NT). 3-NT foi quantificado por western blotting e por imunohistoquimica identificou-
se a sua localizacao celular no tecido cavernoso dos animais em estudo.

Resultados: A avaliacao sistémica do stresse oxidativo revelou um aumento significativo
dos niveis de H,0, urinario e uma diminuicao significativa do racio GSH/GSSG circulante
nos animais com uma diabetes avancada. No tecido cavernoso, o incremento significativo
da producao de H,0, verificou-se também nos animais com 8 semanas de diabetes. Rela-
tivamente a formacao de 3-NT, os dados obtidos revelaram um aumento significativo no
tecido cavernoso em animais com uma diabetes tardia e uma localizacao predominante
deste marcador oxidativo na musculatura lisa cavernosa.
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Conclusées: Os resultados indicam um efeito nocivo sistémico e cavernoso induzido pelo
stresse oxidativo, proeminente num estadio avancado da diabetes. Sugere-se que o au-
mento das modificacdes oxidativas nas proteinas do pénis podera ser responsavel por
promover desregulacoes estruturais/funcionais nos mecanismos celulares/moleculares,
contribuindo para o desenvolvimento e progressao da DE associada a diabetes.

© 2015 Associacao Portuguesa de Urologia. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Este
€ um artigo Open Access sob a licenca de CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/

licenses/by-nc-nd/4.0/).
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Abstract

Erectile dysfunction and diabetes - evaluation of molecular alterations induced by

Aims: Erectile dysfunction (ED) is one of the most common complications of diabetes,
being oxidative stress an important feature of diabetic ED. Deleterious events induced by
oxidative stress lead to crucial cellular and tissue alterations targeted by oxidative
lesions. However, the noxious effects of oxidative stress mechanisms in penile tissue with
the progression of diabetes, remains unclear. We intended to evaluate systemic and
penile oxidative stress in an early and late stage of diabetes.

Material and methods: Male Wistar rats were divided in groups: 2 and 8-weeks of
streptozotocin-induced type 1 diabetes, and age-matched controls. Systemic oxidative
stress was evaluated in urine by hydrogen peroxide (H,0,) quantification and in plasma by
reduced/oxidized glutathione (GSH/GSSG) ratio. Penile oxidative status was assessed by
H,O, production and by the evaluation of protein nitration through the detection of

3-nitrotyrosine (3-NT).

3-NT was quantified by Western blotting analysis and

immunohistochemistry allowed to identify its cavernosal cellular location.

Results: Systemic evaluation revealed a significant increase in urinary H,0, levels in both
diabetic groups. A significant decrease of circulating GSH/GSSG ratio was observed in
animals with late stage diabetes. In cavernosal tissue, H,0, production was significantly
increased at 8-weeks diabetes. Regarding 3-NT cavernosal formation, data revealed a
significant increment in advanced diabetes and a predominant location in cavernosal

smooth muscle cells.

Conclusions: We observed that systemic and cavernosal noxious effects induced by
oxidative stress are predominant in advanced diabetes. Increased penile protein oxidative
modifications in late-staged diabetes may be responsible for structural/functional
deregulations in cellular/molecular systems, contributing to the development of diabetic-

associated ED.

© 2015 Associacao Portuguesa de Urologia.Published by Elsevier Espana, S.L.U. This is
an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/

licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introducéao

A disfuncao erétil (DE) é uma das complicacbes mais co-
muns da diabetes, sendo uma patologia com grande preva-
[éncia a nivel mundial e com um importante impacto nega-
tivo na qualidade de vida dos homens diabéticos e das suas
parceiras'. Os diabéticos apresentam um risco, aproxima-
damente 3 vezes maior de desenvolver DE, comparativa-
mente a individuos nao diabéticos (29% vs 9,6%). Nos doen-
tes diabéticos, a DE manifesta-se numa idade precoce,
aumentando com a duracdo da diabetes?3. Os fatores subja-
centes a DE associada a diabetes sdao multifatoriais, envol-
vendo particularmente neuropatia e disfuncao das células
endoteliais (CE), devido a desarranjos metabdlicos induzi-
dos pela condicao de hiperglicemia“. Encontra-se reportado
que a concentracgao elevada de glicose cronica esta associa-
da a geracao de espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitro-
génio (ERN)°. Estas desregulacdes podem causar uma dimi-

nuicdo na biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO) endotelial
e neuronal, levando a disfuncdo vascular e alteracdes nos
mecanismos de vasorelaxamento no corpo cavernoso (CC)
diabético®’. A geracao excessiva de ERO esta também asso-
ciada a uma diminuicdo dos mecanismos compensatorios
antioxidantes, resultando num desequilibrio entre agentes
pro- e anti-oxidantes culminando numa condicao reconheci-
da por stresse oxidativo®. Este desequilibrio leva a altera-
coes cruciais de alvos celulares vulneraveis ao dano oxida-
tivo, nomeadamente proteinas, lipidos e ADN®™, Estas
lesdes oxidativas nas biomoléculas podem culminar na de-
generacao cavernosa da funcao e estrutura celular®. Varias
evidéncias apontam para uma irrefutavel ligacao entre o
stresse oxidativo e os mecanismos patofisiologicos da DE
diabética, particularmente na reducdo da biodisponibilida-
de do NO e consequente disfuncao endotelial. No entanto,
permanecem por clarificar quais os mecanismos redox com
maior relevancia na promocédo de alteracoes celulares no



22

A. Castela et al

CC, que poderao por sua vez contribuir para o desenvolvi-
mento e progressdao da DE diabética. Até ao momento, a
maioria dos estudos de investigacao basica que avaliam as
EROs em tecido peniano diabético focam-se particularmen-
te na producao do ido superdxido (O,) e na sua relevancia
na DE diabética’. No entanto, nunca foi avaliada no CC dia-
bético uma outra importante ERO, o peroxido de hidrogénio
(H,0,). Esta molécula & um potente agente oxidante, que se
difunde facilmente através das membranas e do citosol, po-
tencialmente causando danos oxidativos na maioria dos
componentes celulares'. Em particular, modificaces oxi-
dativas em proteinas, como a nitracdo, podem contribuir
para a alteracao da homeostasia celular e tecidular. A nitra-
cdo de proteinas define-se como um processo quimico em
que ocorre a introducao preferencial de grupos nitrito
(-NO,) em certos aminoacidos, incluindo as tirosinas. De
facto, a nitracdo de residuos de tirosina, resultando em
3-nitrotirosina (3-NT), representa uma modificacdo pos-
translacional oxidativa, levando a alteracdes cruciais na
estrutura e funcao das proteinas'. Alguns estudos reporta-
ram o aumento sistémico e tecidular dos niveis de 3-NT na
diabetes' 4. No entanto, a formacao de 3-NT nunca foi ava-
liada no contexto da progressao da DE diabética. O objetivo
deste estudo prende-se com a caracterizacao da condicao
redox sistémica e peniana numa fase inicial e tardia da dia-
betes. Desta forma pretende-se esclarecer as modificacées
oxidativas que ocorrem com a progressao da diabetes e que
podem contribuir para a degeneracao de mecanismos mole-
culares e celulares, essenciais a homeostasia tecidular e a
funcao erétil.

Material e métodos
Animal modelo

As experiéncias e manipulacao animal foram conduzidas de
acordo com as diretrizes éticas da Direcao Geral de Alimen-
tacao e Veterinaria (DGAV) portuguesa na diretiva de 24 de
Novembro de 1986 (86/609/EEC), com a recomendacao de
18 de Junho de 2007 proposta pelo Concelho das Comunida-
des Europeias. O estudo incluiu 40 ratos macho da estirpe
Wistar (280-350 g; Charles River Laboratories, Barcelona,
Espanha) que foram mantidos em 12 horas de ciclos de luz/
escuro com livre acesso a racdo e a agua. Os ratos foram
divididos aleatoriamente em dois grupos: grupo diabético
(n = 20) e grupo controlo emparelhado pela idade (n = 20).
Ao grupo diabético induziu-se diabetes tipo 1 por injecao
intraperitoneal de 50 mg/Kg de streptozotocina (STZ; Sig-
ma-Aldrich, Sintra, Portugal), dissolvida em tampao citrato
0,1 M a pH 4,5 e o grupo controlo foi injetado com veiculo.
Efetuou-se a confirmacao da diabetes por monitorizacao da
glicemia (Accu-Check, Roche Diagnostics, Mannheim, Ale-
manha), sendo considerados diabéticos os animais que
apresentavam niveis de glicose sanguinea superiores a 250
mg/dL. De forma a avaliar alteracdes de stresse oxidativo
numa fase inicial e avancada da diabetes, o grupo de ratos
diabéticos foi posteriormente dividido em dois: grupo dia-
bético com 2 e 8 semanas de diabetes (n = 10 por grupo) e
respetivos controlos emparelhados pela idade (n = 10 por
grupo). Apos as 2 e 8 semanas de duracdo de diabetes, re-

colheu-se urina de 24 h em gaiolas metaboélicas, sacrifica-
ram-se 0s animais aos quais se retirou o sangue e se remo-
veram os pénis. O tecido peniano foi pesado e utilizado
para medicdo da libertacdo de H,0, O restante tecido foi
armazenado a -80 °C para posterior extracao de proteina ou
inclusao em parafina.

Quantificagdo dos niveis de H,0,

A medicao da producéo de H,0, na urina efetuou-se com o
kit Amplex® Red Hydrogen Peroxide Assay, segundo o proto-
colo fornecido pelo fabricante. As amostras de urina foram
diluidas com a solucdo tampao de reacao do referido kit
(1:50 para os animais diabéticos e 1:10 para os animais con-
trolos). Procedeu-se a avaliacao da intensidade de fluores-
céncia num leitor de multiplacas (Spectramax Gemini XS,
Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Os valores de pro-
ducao de H,0, foram representados em nmol de H,0, por mg
de creatinina. O mesmo protocolo foi utilizado para a ana-
lise da libertacao de H,0, em tecido peniano, apos a incu-
bacao de fragmentos de tecido cavernoso num banho com
tampao Krebes-Hepes (NaCl 118,0 mM, KCL 4,5 mM, CaCl,
2,5 mM, MgCL, 1,20 mM, K,HPO, 1,2 mM, NaHCO, 25,0 mM,
Na-HEPES 25,0, Glucose 5,0 mM; pH 7,4), durante 90 minu-
tos a 37 °C. Os valores de H,0, nas amostras de CC foram
expressos em pmol por mg de tecido.

Determinacao do racio glutationa reduzida/oxidada

O racio glutationa reduzida/oxidada (GSH/GSSG) nas amos-
tras de sangue dos animais em estudo foi avaliado por cro-
matografia, de acordo com as instrucdes do fabricante
(HPLC; Hight Performance Liquid Chromatography; Immun-
diagnostik, Benshein KIt, Germany) usando o sistema Shi-
madzu LC (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan), equipado
com a bomba LC 20AD e o desgaseificador DGU-20A5 e, um
detetor de fluorescéncia (FLD) RF-10A,. A separacéo foi
efetuada numa coluna Luna (C18, tamanho da particula
5 pum, 4,60 x 150 mm, Phenomenex, Torrance, California,
USA), a temperatura ambiente (20 + 1 °C). O volume injeta-
do foi de 20 pL e, para controlo e processamento de dados
utilizou-se o LCsolution software version 2.1 (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japan). As condicdes cromatograficas
foram as recomendadas pelo manual do referido kit. A in-
tensidade de fluorescéncia foi mediada pelo seguinte par de
comprimentos de onda de excitacao/emissao: 385/515 nm,
para a detecao com FLD, a taxa de fluxo de 1,0 mL min' e
por fim os cromatogramas foram registados.

Avaliacao da expressao de 3-NT
por western blotting

Efetuou-se a extracao e quantificacao de proteinas penia-
nas segundo o protocolo previamente descrito®. 8 mg de
proteina total de tecido cavernoso foram separadas através
de uma eletroforese num gel de 10% de poliacrilamida-do-
decil sulfato de sodio. Apds a transferéncia das proteinas
para uma membrana de nitrocelulose, procedeu-se a incu-
bacao da membrana durante a noite com o anticorpo poli-
clonal de coelho anti-3-NT (1:1000; Cat.#AB5411, Upstate,
Millipore, Temecula, CA, USA) e posteriormente com o res-
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petivo anticorpo secundario conjugado com peroxidase
(1:2000; Santa Cruz Biotechnology, CA, USA). A detecado de
3-NT foi efetuada por quimioluminiscéncia com um kit de
ECL (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK). A mem-
brana foi incubada com uma solucao de NaOH 0.1M de for-
ma a remover as ligagdes anticorpo-antigénio e novamente
incubada com o anticorpo de coelho actina na humana
(1:3000; Abcam, Cambridge, UK), tal como descrito ante-
riormente. Alteracdes na expressao de 3-NT foram quantifi-
cadas por densitometria (Vision Works LS Software; UVP Inc,
Upland, CA, USA) e os resultados expressos como intensida-
de média relativa e normalizados por comparagdao com a
B-actina.

Detecao de 3-NT por imunohistoquimica

O perfil de expressao celular de 3-NT em tecido cavernoso
foi avaliado por imunohistoquimica, usando o método es-
treptavidina-biotina-peroxidase'. Os tecidos foram incuba-
dos durante a noite com o anticorpo primario policlonal de
coelho anti-3-NT (1:50; Cat.#AB5411, Upstate, Millipore,
Temecula, CA, USA) e de seguida, com o respetivo anticorpo
secundario biotinilado (diluicao de 1:150; Santa Cruz Biote-
chnology, Santa Cruz, CA, EUA). Por fim adicionou-se o com-
plexo avidina-biotina (VECTASTAIN® Elite ABC Kit, Vector
Laboratories, Burlingame, CA, EUA). Os controlos negativos
foram obtidos através da omissao do anticorpo primario. A
reacao antigénio-anticorpo foi revelada utilizando o cromo-
génio 3,3-diaminobenzidina (DAB; Substrate Kit, Abcam) e
os tecidos contrastados com hematoxilina. A observacao das
reacoes foi efetuada no microscdpio de luz Olympus AH3-R-
FCA (Olympus Imaging, Hamburg, Alemanha) e as imagens
foram capturadas utilizando a camara fotografica digital
Olympus C35AD-4 (Olympus Imaging, Hamburg, Alemanha).

Analise estatistica

A avaliacdo estatistica foi realizada pelo software Gra-
phPad Prism (GraphPad Software version 5.0, San Diego,
CA, USA). Os dados foram expressos como média + desvio
padrao. Alteracoes significativas entre grupos para a produ-
céo de H,0, eracio GSH/GSSG, foram calculadas pelo Stu-
dent’s t-test. Para o western blotting, a analise estatistica
foi efetuada com o One-way Analysis of Variance (ANOVA),

Tabela 1
betes inicial e estabelecida e, respetivos controlos

seguida pelo teste de Bonferroni, considerando um valor
p < 0,05 estatisticamente significativo.

Resultados

Avaliacao sistémica do stresse oxidativo
em animais diabéticos e nao diabéticos

Para analisar se numa condicao de diabetes inicial e estabe-
lecida, ocorrem alteragdes no estado redox sistémico, pro-
cedeu-se a quantificacao na urina dos niveis de producao de
H,0, dos animais em estudo. Os resultados revelaram um
aumento significativo de H,0, nas amostras de urina de ani-
mais com 2 e 8 semanas, comparativamente com os respe-
tivos controlos emparelhados pela idade. Os valores obtidos
foram de 100 + 12,22% nos controlos de 2 semanas versus
251,11 + 14,80% nos diabéticos de 2 semanas (p < 0,0001) e
de 100 + 40,66% no grupo controlo de 8 semanas versus
272,72 + 53,42% nos diabéticos de 8 semanas (p < 0,05)
(tabela 1). Relativamente ao racio plasmatico de glutationa
reduzida/oxidada, nao se verificaram alteracoes significati-
vas na fase inicial da diabetes (100 + 7,83% nos controlos
versus 96,74 + 2,70% nos diabéticos) (tabela 1). Contudo, as
8 semanas de diabetes observou-se um decréscimo signifi-
cativo de GSH/GSSG, em comparacao com os respetivos
controlos, com valores de 46,20 + 14,40% e de 100 = 11,40%
(p < 0,05), respetivamente (tabela 1). Estes resultados re-
velam um aumento dos niveis sistémicos de H,0, e uma di-
minuicdo do racio GSH/GSSG, com a progressao da diabe-
tes, indicando um desequilibrio na condicao redox sistémica
a favor da promocao de danos oxidativos. Analisaram-se
seguidamente a nivel local, em tecido cavernoso diabético,
se marcadores oxidativos especificos estariam também au-
mentados com o desenvolvimento da doenca.

+
+

Medicao da producao local de H,0, em tecido
peniano

Niveis de H,0, foram avaliados em fragmentos de tecido
peniano com 2 e 8 semanas de diabetes e respetivos contro-
los. Os resultados revelaram um aumento nao significativo
na producao de H,0, numa fase inicial da diabetes, em que
os controlos apresentavam valores de 0,79 + 0,21 pmol/mg

Avaliacao sistémica dos niveis de H,0, libertados na urina e do racio GSH/GSSH no plasma dos animais com uma dia-

Cc2 D2 c8 D8
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
H,0, na urina/creatinina 100 + 12,22 251,11 + 14,80* 100 + 40,66 272,72 + 53,42**
(% relativa ao controlo)
Racio GSH/GSSH 100 + 7,83 96,74 + 2,70 100 + 11,40 46,20 + 14,40**

(% relativa ao controlo)

C2: grupo controlo para as 2 semanas de diabetes; D2: grupo diabético de 2 semanas; C8: grupo controlo para as 8 semanas de diabetes;

D8: grupo diabético de 8 semanas.
Dados expressos como valores médios + SE.

*p < 0,0001 animais diabéticos comparados com os controlos emparelhados pela idade.
** p < 0,05 animais diabéticos comparados com os respectivos controlos.
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e os diabéticos de 1,03 + 0,26 pmol/mg (fig. 1). Um incre-
mento de H,0, foi também observado as 8 semanas de dia-
betes (1,31 + 0,07 pmol/mg), sendo estatisticamente signi-
ficativo (p < 0,05) quando comparado com o grupo controlo
(0,83 + 0,07 pmol/mg) (fig. 1). Corroborando os resultados
obtidos a nivel sistémico, estes resultados sugerem um au-
mento de stresse oxidativo no pénis diabético numa fase
mais tardia da patologia. De modo a verificar se a acumula-
cao excessiva de pro-oxidantes leva a danos oxidativos em
proteinas cavernosas, avaliamos seguidamente uma rele-
vante alteracao oxidativa, a nitracao proteica.

Avaliacao do conteudo peniano de 3-NT
numa fase inicial e tardia da diabetes

De forma a investigar possiveis danos de stresse oxidativo
em proteinas do tecido cavernoso diabético, procedeu-se a
detecao de um estavel marcador de lesao oxidativa protei-
ca, a 3-NT. Para tal, quantificou-se a expressao de 3-NT por
western blotting e avaliou-se o perfil tecidular desta alte-
racdo proteica por imunohistoquimica, em CC diabético e
nao diabético. Por western blotting foram identificadas va-
rias bandas de diversos pesos moleculares para a formacao
de produtos de nitracao de tirosina. A banda representada
na figura 2A refere-se a proteinas de baixo peso molecular
cujas alteracoes observadas foram as mais relevantes. Rela-
tivamente as 2 semanas de diabetes, a expressao de 3-NT
nao se encontra alterada significativamente, quando se
comparam os animais diabéticos com os respetivos contro-
los. O aumento estatisticamente significativo (p < 0,01) da
expressao da 3-NT é observado no CC dos diabéticos de 8
semanas (3,40 + 0,33), comparativamente com o grupo con-
trolo (2,28 + 0,09). O mesmo se verifica quando se compara
o grupo diabético de 2 com o de 8 semanas, verificando-se
um incremento significativo de 3-NT numa diabetes estabe-
lecida relativamente a uma fase inicial da patologia (2,23 +
0,15 e 3,40 + 0,33, respetivamente; p < 0,05) (fig. 2A).
Quanto ao perfil celular de 3-NT, as imagens de imunohisto-
quimica revelaram que os residuos de nitracdo se encon-
tram predominantemente em células musculares lisas
(CMLs), sendo também visualizados no endotélio e nos fi-
broblastos trabeculares de CC diabético, com um evidente
aumento de expressao na fase tardia da patologia (fig. 2B).
Estes resultados reforcam a ideia de que modificacoes oxi-
dativas em proteinas cavernosas ocorrem particularmente
numa diabetes estabelecida, podendo promover desregula-
¢Oes estruturais/funcionais em mecanismos moleculares/
celulares essenciais para uma funcao erétil normal.

Discussao

Os diabéticos apresentam um risco trés vezes maior de de-
senvolver DE em relacédo a individuos nao diabéticos®". Sa-
be-se que a condicao de hiperglicemia é responsavel por in-
duzir muitos dos efeitos patofisiologicos caracteristicos da
diabetes, nomeadamente produtos finais de glicacao avan-
cada (AGEs), ERO e ERN, levando a deficiéncias na sintese e
biodisponibilidade de NO. Estas desregulacoes moleculares
podem afetar a estrutura celular do CC, induzindo por sua
vez alteracdes deletérias nos mecanismos de vasorelaxa-

- Controlos
[ Diabsticos

*

T

0.5+

H,0, no tecido peniano
(pmol/mg tecido)

0.0~

2 semanas 8 semanas

Figura1 Medicdo local da producao de H,0, no tecido peniano
dos ratos diabéticos de 2 e 8 semanas e respetivos controlos
emparelhados pela idade. Os resultados revelaram que a liber-
tacao de H,0, no tecido peniano de 2 semanas de diabetes nao
se alterou, quando comparado com os controlos; e demonstra-
ram um aumento significativo para os niveis de H,0, penino na
fase estabelecida da diabetes relativamente aos respetivos
controlos. Dados expressos como valores médios = SE. * p <
0,05.

mento’”. De facto, surgem cada vez mais evidéncias que re-
forcam o papel central do stresse oxidativo na etiologia da
DE diabética®'®'®", No entanto, os estudos de investigacao
basica centraram-se particularmente na avaliacao da produ-
cao de ERO e no efeito da administracao de antioxidantes
numa fase especifica de desenvolvimento da diabetes”* 101819,
Deste modo, o presente trabalho caracterizou a condicao
redox sistémica e peniana em animais diabéticos, num esta-
dio inicial (2 semanas) e avancado (8 semanas) da patologia.
Para tal, quantificou-se sistemicamente a producao de H,0,
na urina e analisou-se um importante mecanismo celular de
defesa antioxidante, com a medicao do racio GSH/GSSG no
plasma. Os resultados revelaram um aumento significativo
dos niveis de H,0,em ambos os grupos de animais diabéticos
de 2 e 8 semanas. O H,0, é caracterizado por ser uma poten-
te molécula pré-oxidante difusora, relativamente estavel
em solucdo aquosa o que permite a sua medicao de forma
facil e direta. Esta molécula tem uma natureza dupla no
ambiente celular, a baixas concentracoes tem um papel fi-
sioldgico na sinalizacao celular e a altas concentragdes induz
stresse oxidativo e contribui para o dano oxidativo das célu-
las. O H,0, atua particularmente de forma indireta, servindo
de fonte para a producao de outros radicais de oxigénio que
lesam ADN, lipidos e proteinas''. De facto, foi reportado que
a medicéo de H,0, urinario pode ser um valioso biomarcador
na detecao do aumento sistémico do stresse oxidativo asso-
ciado a condicoes patoldgicas, incluindo a diabetes®. Em
concordancia com os resultados do presente estudo, foi an-
teriormente demonstrado um aumento dos niveis de H,0,
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Figura 2 Quantificacdo da expressao da 3-NT por western blotting (A) e avaliacdo do seu padrao de expressao por imunohistoqui-
mica (B) no tecido peniano dos grupos de animais diabéticos e ndo diabéticos. Os resultados obtidos revelaram um aumento signi-
ficativo dos niveis de lesao oxidativa nas proteinas do tecido peniano dos animais numa fase estabelecida da diabetes em compa-
racdo com o respetivo grupo controlo e com o grupo de animais de 2 semanas de diabetes. Quantificacdo por densitometria e
intensidade média relativa por comparacao com a intensidade da expressao da proteina B-actina. Dados expressos em intensidade
média relativa + SE. * p < 0,05; #p < 0,01. O perfil de expressdo da 3-NT, avaliado por imunohistoquimica, demonstrou um padrao
de expressao para 3-NT perivascular na musculatura lisa e trabelucar. C2: grupo controlo para as 2 semanas de diabetes; D2: grupo
diabético de 2 semanas; C8: grupo controlo para as 8 semanas de diabetes; D8: grupo diabético de 8 semanas. LV: Limen Vascular;
TC: Trabéculas Cavernosas. Setas (marcacao positiva para a 3-nitrotirosina). Escala: 100 pym.

urinario em ratos diabéticos induzidos com STZ as 4 e as 8
semanas apods inducao da patologia?'. Desta forma, sabe-se
que a diabetes induz alteracdes patofisiologicas significati-
vas com a progressao da doenca, sendo expectavel um incre-
mento do stresse oxidativo numa fase tardia da diabetes.
Contudo, o aumento dos valores de H,0, urinario por nos ob-
servado as 2 semanas de diabetes, indica que a producao
desta ERO pode apresentar-se como um evento oxidativo
que ocorre numa fase inicial da diabetes. Seguidamente foi
analizado o racio GSH/GSSG plasmatico em ambas fases da
diabetes. Este é o produto de um sistema endogeno antioxi-
dante que consiste em enzimas com capacidade de controlar
os niveis de radicais livres, oxidando GSH a GSSG e de novo a
GSH?%, A GSH apresenta um papel central como antioxidante
e é o produto da acao da glutationa redutase sobre GSSG.
Por esse motivo, o racio entre GSH e GSSG no plasma apre-
senta-se como um importante indicador sistémico do estado
redox celular. Os resultados apresentados revelam uma re-
ducao significativa do racio GSH/GSSH no plasma dos animais
diabéticos de 8 semanas quando comparados com o grupo
normoglicémico, sugerindo um défice deste sistema antioxi-
dante e um aumento do stresse oxidativo sistémico com a

progressao da doenca. De facto, estes dados corroboram es-
tudos experimentais anteriores que demonstraram uma di-
minuicao do racio GSH/GSSG plasmatico num modelo expe-
rimental de diabetes?. De acordo com os resultados do nosso
trabalho, este sistema enzimatico antioxidante parece estar
alterado como consequéncia de uma diabetes prolongada,
exacerbando desta forma o stresse oxidativo sistémico. Apos
a caracterizagao da condicao redox sistémica, procedeu-se a
avaliacao local do stresse oxidativo cavernoso, através da
medicao da producao de H,0, e da formacao de 3-NT. Apesar
de dados previamente publicados revelarem um aumento
dos niveis de H,0, em tecidos diabéticos?#?, até ao momento
nunca se tinha procedido a sua avaliacdo no CC diabético
com a progressao da doenca. Assim sendo, os nossos resulta-
dos mostraram pela primeira vez um aumento tendencial da
libertacéo cavernosa de H,0, as 2 semanas de diabetes, sen-
do este incremento estatisticamente significativo apenas na
fase estabelecida da patologia. Uma vez que o H,0, é uma
molécula lipossoluvel, parece razoavel inferir que numa fase
inicial da diabetes ja sao observados incrementos significati-
vos desta ERO na urina, enquanto no pénis, esta alteracao
torna-se proeminente apenas num estadio avancado da
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doenca. Como mencionado previamente, a estrutura e fun-
cdo dos tecidos sao também afetados por danos oxidativos
proteicos induzidos por EROs™. De facto, proteinas modifica-
das por residuos de 3-NT sao suscetiveis a alteracoes na es-
trutura, funcao, atividade enzimatica e ativacao de vias de
sinalizacao'>?. Devido ao seu importante papel e ao facto da
modificacao proteica 3-NT nunca ter sido avaliada em tecido
peniano no contexto de progressao da diabetes, neste estu-
do, quantificou-se e caracterizou-se a expressao de 3-NT ca-
vernosa. Os dados obtidos revelaram um aumento significa-
tivo da expressao de 3-NT em proteinas de diferentes pesos
moleculares no tecido erétil diabético de 8 semanas quando
comparado com os respetivos controlos e com os animais
numa fase inicial da diabetes. Corroborando os nossos resul-
tados, estudos prévios por técnicas de imunohistoquimica
reportaram um incremento de 3-NT peniano, numa Unica
fase apos inducao da diabetes?’?. Adicionalmente, por imu-
nohistoquimica, os nossos resultados revelaram uma proemi-
nente expressao de 3-NT nas CMLs, nos fibroblastos trabecu-
lares e alguma marcacao a rodear os sinusoides do CC
diabético. Este padrao de expressao de 3-NT esta de acordo
com o descrito em estudos anteriores, indicando que a for-
macao de 3-NT pode afetar diversos componentes celulares,
promovendo degeneracao funcional dos tecidos. Consisten-
temente com os dados obtidos para H,0,, detetaram-se le-
soes oxidativas nas proteinas de forma proeminente numa
fase estabelecida da diabetes, possivelmente como conse-
quéncia de uma hiperglicemia sustentada e de modificacoes
moleculares induzidas pelo stresse oxidativo. Em resumo, os
nossos resultados mostram um aumento sistémico e peniano
da condicao oxidativa com a progressao diabetes. Destaca-
se ainda o incremento da libertagdo cavernosa de H,0, e
aumento de lesdes oxidativas nas proteinas penianas, modi-
ficacGes que poderao prejudicar a funcao molecular/celular
do tecido peniano e do processo de vasorelaxamento, contri-
buindo desta forma para a progressao da DE diabética.

Conclusoes

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram
que os efeitos prejudiciais do stresse oxidativo sao mais
proeminentes na fase avancada da diabetes. Registou-se
um desequilibrio sistémico dos mecanismos do stresse oxi-
dativo com um aumento da producado de H,0, e dano do
sistema antioxidante enddgeno GSH/GSSG. Localmente, no
tecido peniano diabético observou-se um aumento assinala-
vel de marcadores oxidativos, nomeadamente de H,0, e um
incremento de modificacoes proteicas através da formacao
de 3-NT, que poderao ser responsaveis por promover altera-
¢Oes estruturais/funcionais nos mecanismos celulares/mo-
leculares essenciais no processo erétil. Por conseguinte, o
aumento do stresse oxidativo cavernoso na progressao da
DE diabética reforca a importancia de terapéuticas antioxi-
dantes preventivas.
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