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Resumo
Objectivos: A disfunção erétil (DE) apresenta-se como uma das complicações mais co-
muns da diabetes, sendo o stresse oxidativo uma característica relevante da DE diabé-
tica. Eventos deletérios induzidos pelo stresse oxidativo levam a relevantes alterações 

os efeitos nocivos de mecanismos oxidativos no tecido peniano com a progressão da 
diabetes. Desta forma, pretendeu-se avaliar a condição do stresse oxidativo a nível 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 

hidrogénio (H2O2) na urina e pelo rácio glutationa reduzida/oxidada (GSH/GSSG) no plas-
ma. Localmente, em tecido peniano, a condição de stresse oxidativo foi analisada atra-
vés da produção de H2O2 e avaliação da nitração proteica pela deteção de 3-nitrotirosina 

western blotting
se a sua localização celular no tecido cavernoso dos animais em estudo.
Resultados: 
dos níveis de H2O2 

da produção de H2O2 -

tecido cavernoso em animais com uma diabetes tardia e uma localização predominante 
deste marcador oxidativo na musculatura lisa cavernosa.
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Introdução

A disfunção erétil (DE) é uma das complicações mais co-
muns da diabetes, sendo uma patologia com grande preva-
lência a nível mundial e com um importante impacto nega-
tivo na qualidade de vida dos homens diabéticos e das suas 
parceiras1. Os diabéticos apresentam um risco, aproxima-
damente 3 vezes maior de desenvolver DE, comparativa-
mente a indivíduos não diabéticos (29% vs 9,6%). Nos doen-
tes diabéticos, a DE manifesta-se numa idade precoce, 
aumentando com a duração da diabetes2,3. Os fatores subja-
centes à DE associada à diabetes são multifatoriais, envol-
vendo particularmente neuropatia e disfunção das células 
endoteliais (CE), devido a desarranjos metabólicos induzi-
dos pela condição de hiperglicemia4. Encontra-se reportado 
que a concentração elevada de glicose crónica está associa-
da à geração de espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitro-
génio (ERN)5. Estas desregulações podem causar uma dimi-

nuição na biodisponibilidade do óxido nítrico (NO) endotelial 
e neuronal, levando à disfunção vascular e alterações nos 
mecanismos de vasorelaxamento no corpo cavernoso (CC) 
diabético6,7. A geração excessiva de ERO está também asso-
ciada a uma diminuição dos mecanismos compensatórios 
antioxidantes, resultando num desequilíbrio entre agentes 
pró- e anti-oxidantes culminando numa condição reconheci-
da por stresse oxidativo8. Este desequilíbrio leva a altera-
ções cruciais de alvos celulares vulneráveis ao dano oxida-
tivo, nomeadamente proteínas, lípidos e ADN9,10. Estas 
lesões oxidativas nas biomoléculas podem culminar na de-
generação cavernosa da função e estrutura celular8. Várias 
evidências apontam para uma irrefutável ligação entre o 

diabética, particularmente na redução da biodisponibilida-
de do NO e consequente disfunção endotelial. No entanto, 

maior relevância na promoção de alterações celulares no 

Conclusões: Os resultados indicam um efeito nocivo sistémico e cavernoso induzido pelo 
stresse oxidativo, proeminente num estadio avançado da diabetes. Sugere-se que o au-

promover desregulações estruturais/funcionais nos mecanismos celulares/moleculares, 
contribuindo para o desenvolvimento e progressão da DE associada à diabetes.
© 2015 Associação Portuguesa de Urologia. Publicado por Elsevier España, S.L.U. Este 
é um artigo Open Access sob a licença de CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/
licenses/by-nc-nd/4.0/).

Erectile dysfunction and diabetes – evaluation of molecular alterations induced by 
oxidative stress

Abstract
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 (H2O2

reduced/oxidized glutathione (GSH/GSSG) ratio. Penile oxidative status was assessed by 
H2O2 production and by the evaluation of protein nitration through the detection of 

immunohistochemistry allowed to identify its cavernosal cellular location.
Results: Systemic evaluation revealed 2O2 levels in both 

animals with late stage diabetes. In cavernosal tissue, H2O2

increased at 8-weeks diabetes. Regarding 3-NT cavernosal formation, data revealed a 

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 

deregulations in cellular/molecular systems, contributing to the development of diabetic-
associated ED.
© 2015 Associação Portuguesa de Urologia.Published by Elsevier España, 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/).
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CC, que poderão por sua vez contribuir para o desenvolvi-
mento e progressão da DE diabética. Até ao momento, a 
maioria dos estudos de investigação básica que avaliam as 
EROs em tecido peniano diabético focam-se particularmen-
te na produção do ião superóxido (O2

–) e na sua relevância 
na DE diabética7. No entanto, nunca foi avaliada no CC dia-
bético uma outra importante ERO, o peróxido de hidrogénio 
(H2O2). Esta molécula é um potente agente oxidante, que se 
difunde facilmente através das membranas e do citosol, po-
tencialmente causando danos oxidativos na maioria dos 
componentes celulares11 -
dativas em proteínas, como a nitração, podem contribuir 
para a alteração da homeostasia celular e tecidular. A nitra-

que ocorre a introdução preferencial de grupos nitrito 
(-NO2) em certos aminoácidos, incluindo as tirosinas. De 
facto, a nitração de resíduos de tirosina, resultando em 

translacional oxidativa, levando a alterações cruciais na 
estrutura e função das proteínas12. Alguns estudos reporta-
ram o aumento sistémico e tecidular dos níveis de 3-NT na 
diabetes13,14. No entanto, a formação de 3-NT nunca foi ava-
liada no contexto da progressão da DE diabética. O objetivo 
deste estudo prende-se com a caracterização da condição 
redox sistémica e peniana numa fase inicial e tardia da dia-

oxidativas que ocorrem com a progressão da diabetes e que 
podem contribuir para a degeneração de mecanismos mole-
culares e celulares, essenciais à homeostasia tecidular e à 
função erétil.

Material e métodos

Animal modelo

As experiências e manipulação animal foram conduzidas de 
acordo com as diretrizes éticas da Direção Geral de Alimen-
tação e Veterinária (DGAV) portuguesa na diretiva de 24 de 
Novembro de 1986 (86/609/EEC), com a recomendação 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 ração e a água. 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 injeção 
intraperitoneal de 50 mg/Kg de streptozotocina (STZ; Sig-
ma-Aldrich, Sintra, Portugal), dissolvida em tampão citrato 
0,1 M a pH 4,5 e o grupo controlo foi injetado com veículo. 

glicemia (Accu-Check, Roche Diagnostics, Mannheim, Ale-
manha), sendo considerados diabéticos os animais que 
apresentavam níveis de glicose sanguínea superiores a 250 
mg/dL. De forma a avaliar alterações de stresse oxidativo 
numa fase inicial e avançada 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). Após as 2 e 8 semanas de duração de diabetes, re-

-
ram-se os animais aos quais se retirou o sangue e se remo-
veram os pénis. O tecido peniano foi pesado e utilizado 
para medição da libertação de H2O2. O restante tecido foi 
armazenado a –80 °C para posterior extração de proteína ou 

2O2

A medição da produção de H2O2 na urina efetuou-se com o 
kit Amplex® Red Hydrogen Peroxide Assay, segundo o proto-
colo fornecido pelo fabricante. As amostras de urina foram 
diluídas com a solução tampão de reação do referido kit 
(1:50 para os animais diabéticos e 1:10 para os animais con-

-
cência num leitor de multiplacas (Spectramax Gemini XS, 
Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Os valores de pro-
dução de H2O2 foram representados em nmol de H2O2 por mg 
de creatinina. O mesmo protocolo foi utilizado para a aná-
lise da libertação de H2O2 em tecido peniano, após a incu-
bação de fragmentos de tecido cavernoso num banho com 
tampão Krebes-Hepes (NaCl 118,0 mM, KCl 4,5 mM, CaCl2 
2,5 mM, MgCl2 1,20 mM, K2HPO4 1,2 mM, NaHCO3 25,0 mM, 
Na-HEPES 25,0, Glucose 5,0 mM; pH 7,4), durante 90 minu-
tos a 37 °C. Os valores de H2O2 nas amostras de CC foram 
expressos em pmol por mg de tecido.

Determinação do rácio glutationa reduzida/oxidada

O rácio glutationa reduzida/oxidada (GSH/GSSG) nas amos-
tras de sangue dos animais em estudo foi avaliado por cro-

(HPLC; Hight Performance Liquid Chromatography; Immun-
diagnostik, Benshein KIt, Germany) usando o sistema Shi-
madzu LC (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan), equipado 

XL. A separação foi 
efetuada numa coluna Luna (C18, tamanho da partícula 
5 μm, 4,60 × 150 mm, Phenomenex, Torrance, California, 
USA), à temperatura ambiente (20 ± 1 °C). O volume injeta-
do foi de 20 μL e, para controlo e processamento de dados 
utilizou-se o LCsolution software version 2.1 (Shimadzu 

foram as recomendadas pelo manual do referido kit. A in-

comprimentos de onda de excitação/emissão: 385/515 nm, 
–1 e 

Avaliação da expressão de 3-NT  
por western blotting

-
nas segundo o protocolo previamente descrito15. 8 mg de 
proteína total de tecido cavernoso foram separadas através 
de uma eletroforese num gel de 10% de poliacrilamida-do-
decil sulfato de sódio. Após a transferência das proteínas 
para uma membrana de nitrocelulose, procedeu-se à incu-
bação 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 secundário conjugado com peroxidase 
(1:2000; Santa Cruz Biotechnology, CA, USA). A deteção de 
3-NT foi efetuada por quimioluminiscência com um kit de 
ECL (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK). A mem-
brana foi incubada com uma solução de NaOH 0.1M de for-
ma a remover as ligações anticorpo-antigénio e novamente 
incubada com o anticorpo de coelho actina na humana 
(1:3000; Abcam, Cambridge, UK), tal como descrito ante-

-
cadas por densitometria (Vision Works LS Software; UVP Inc, 
Upland, CA, USA) e os resultados expressos como intensida-
de média relativa e normalizados por comparação com a 
β-actina.

Deteção de 3-NT por imunohistoquímica

foi avaliado por imunohistoquímica, usando o método es-
treptavidina-biotina-peroxidase16. Os tecidos foram incuba-
dos durante a noite com o anticorpo primário policlonal de 
coelho anti-3-NT (1:50; Cat.#AB5411, Upstate, Millipore, 
Temecula, CA, USA) e de seguida, com o respetivo anticorpo 
secundário biotinilado (diluição de 1:150; Santa Cruz Biote-

-
plexo avidina-biotina (VECTASTAIN® Elite ABC Kit, Vector 
Laboratories, Burlingame, CA, EUA). Os controlos negativos 
foram obtidos através da omissão do anticorpo primário. A 
reação antigénio-anticorpo foi revelada utilizando o cromo-
génio 3,3-diaminobenzidina (DAB; Substrate Kit, Abcam) e 
os tecidos contrastados com hematoxilina. A observação das 
reações foi efetuada no microscópio de luz Olympus AH3-R-

 Alemanha) e as imagens 

Olympus C35AD-4 (Olympus Imaging, Hamburg, Alemanha).

Análise estatística

A avaliação estatística foi realizada pelo software Gra-
phPad Prism (GraphPad Software version 5.0, San Diego, 
CA, USA). Os dados foram expressos como média ± desvio 

-
ção de H2O2 e rácio GSH/GSSG, foram calculadas pelo Stu-
dent’s t-test. Para o western blotting, a análise estatística 
foi efetuada com o One-way Analysis of Variance (ANOVA), 

seguida pelo teste de Bonferroni, considerando um valor 

Resultados

Avaliação sistémica do stresse oxidativo 
em animais diabéticos e não diabéticos

Para analisar se numa condição de diabetes inicial e estabe-
lecida, ocorrem alterações no estado redox sistémico, pro-

H2O2 dos animais em estudo. Os resultados revelaram um 

2O2 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 rácio plasmático de glutationa 

-
vas na fase inicial da diabetes (100 ± 7,83% nos controlos 
versus 96,74 ± 2,70% nos diabéticos) (tabela 1). Contudo, às 

-
cativo de GSH/GSSG, em comparação 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 níveis sistémicos de H2O2 e uma di-
minuição do rácio GSH/GSSG, com a progressão da diabe-
tes, indicando um desequilíbrio na condição redox sistémica 
a favor da promoção de danos oxidativos. Analisaram-se 
seguidamente a nível local, em tecido cavernoso diabético, 

-
mentados com o desenvolvimento da doença.

Medição da produção local de H2O2 em tecido 
peniano

Níveis de H2O2 foram avaliados em fragmentos de tecido 
peniano com 2 e 8 semanas de diabetes e respetivos contro-

na produção de H2O2 numa fase inicial da diabetes, em que 
os controlos apresentavam valores de 0,79 ± 0,21 pmol/mg 

Tabela 1 Avaliação sistémica dos níveis de H2O2 libertados na urina e do rácio GSH/GSSH no plasma dos animais com uma dia-
betes inicial e estabelecida e, respetivos controlos

C2 
(n = 10)

D2 
(n = 10)

C8 
(n = 10)

D8 
(n = 10)

H2O2 na urina/creatinina  
(% relativa ao controlo)

100 ± 12,22 251,11 ± 14,80* 100 ± 40,66 272,72 ± 53,42**

Rácio GSH/GSSH  
(% relativa ao controlo)

100 ± 7,83 96,74 ± 2,70 100 ± 11,40 46,20 ± 14,40**

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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-
mento de H2O2 foi também observado às 8 semanas de dia-
betes (1,31 ± 0,07 pmol/mg), sendo estatisticamente signi-

obtidos a nível sistémico, estes resultados sugerem um au-
mento de stresse oxidativo no pénis diabético numa fase 

-
ção excessiva de pró-oxidantes leva a danos oxidativos em 
proteínas cavernosas, avaliámos seguidamente uma rele-
vante alteração oxidativa, a nitração proteica.

Avaliação do conteúdo peniano de 3-NT  
numa fase inicial e tardia da diabetes

De forma a investigar possíveis danos de stresse oxidativo 
em proteínas do tecido cavernoso diabético, procedeu-se à 
deteção de um estável marcador de lesão oxidativa protei-

western blotting -
ração proteica por imunohistoquímica, em CC diabético e 
não diabético. Por western blotting -
rias bandas de diversos pesos moleculares para a formação 
de produtos de nitração de tirosina. A banda representada 

cujas alterações observadas foram as mais relevantes. Rela-
tivamente às 2 semanas de diabetes, a expressão de 3-NT 

comparam os animais diabéticos com os respetivos contro-

expressão da 3-NT é observado no CC dos diabéticos de 8 
semanas (3,40 ± 0,33), comparativamente com o grupo con-

-
lecida relativamente a uma fase inicial da patologia (2,23 ± 

-
química revelaram que os resíduos de nitração se encon-
tram predominantemente em células musculares lisas 

-
broblastos trabeculares de CC diabético, com um evidente 

-
dativas em proteínas cavernosas ocorrem particularmente 
numa diabetes estabelecida, podendo promover desregula-
ções estruturais/funcionais em mecanismos moleculares/
celulares essenciais para uma função erétil normal.

Discussão

Os diabéticos apresentam um risco três vezes maior de de-
senvolver DE em relação a indivíduos não diabéticos3,17. Sa-
be-se que a condição de hiperglicemia é responsável por in-

-

biodisponibilidade de NO. Estas desregulações moleculares 
podem afetar a estrutura celular do CC, induzindo por sua 
vez alterações deletérias nos mecanismos de vasorelaxa-

mento5-7. De facto, surgem cada vez mais evidências que re-
forçam o papel central do stresse oxidativo na etiologia da 
DE diabética9,10,18,19. No entanto, os estudos de investigação 
básica centraram-se particularmente na avaliação da produ-
ção de ERO e no efeito da administração de antioxidantes 

7,9,10,18,19. 
Deste modo, o presente trabalho caracterizou a condição 
redox sistémica e peniana em animais diabéticos, num esta-
dio inicial (2 semanas) e avançado (8 semanas) da patologia. 

2O2 
na urina e analisou-se um importante mecanismo celular de 
defesa antioxidante, com a medição do rácio GSH/GSSG no 

dos níveis de H2O2 em ambos os grupos de animais diabéticos 
de 2 e 8 semanas. O H2O2 é caracterizado por ser uma poten-
te molécula pró-oxidante difusora, relativamente estável 
em solução aquosa o que permite a sua medição de forma 
fácil e direta. Esta molécula tem uma natureza dupla no 

-
siológico na sinalização celular e a altas concentrações induz 
stresse oxidativo e contribui para o dano oxidativo das célu-
las. O H2O2 atua particularmente de forma indireta, servindo 
de fonte para a produção de outros radicais de oxigénio que 
lesam ADN, lípidos e proteínas11. De facto, foi reportado que 
a medição de H2O2 urinário pode ser um valioso biomarcador 
na deteção do aumento sistémico do stresse oxidativo asso-
ciado a condições patológicas, incluindo a diabetes20. Em 
concordância com os resultados do presente estudo, foi an-
teriormente demonstrado um aumento dos níveis de H2O2 
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Figura 1 Medição local da produção de H2O2 no tecido peniano 
dos ratos diabéticos de 2 e 8 semanas e respetivos controlos 
emparelhados pela idade. Os resultados revelaram que a liber-
tação de H2O2 no tecido peniano de 2 semanas de diabetes não 
se alterou, quando comparado com os controlos; e demonstra-

2O2 penino na 
fase estabelecida da diabetes relativamente aos respetivos 
controlos. Dados expressos como valores médios ± SE. * p < 
0,05.
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progressão da doença. De facto, estes dados corroboram es-
tudos experimentais anteriores que demonstraram uma di-
minuição do rácio GSH/GSSG plasmático num modelo expe-
rimental de diabetes23. De acordo com os resultados do nosso 
trabalho, este sistema enzimático antioxidante parece estar 
alterado como consequência de uma diabetes prolongada, 
exacerbando desta forma o stresse oxidativo sistémico. Após 
a caracterização da condição redox sistémica, procedeu-se à 
avaliação local do stresse oxidativo cavernoso, através da 
medição da produção de H2O2 e da formação de 3-NT. Apesar 
de dados previamente publicados revelarem um aumento 
dos níveis de H2O2 em tecidos diabéticos24,25, até ao momento 
nunca se tinha procedido à sua avaliação no CC diabético 
com a progressão da doença. Assim sendo, os nossos resulta-
dos mostraram pela primeira vez um aumento tendencial da 
libertação cavernosa de H2O2 às 2 semanas de diabetes, sen-

fase estabelecida da patologia. Uma vez que o H2O2 é uma 
molécula lipossolúvel, parece razoável inferir que numa fase 

-
vos desta ERO na urina, enquanto no pénis, esta alteração 
torna-se proeminente apenas num estadio avançado da 

urinário em ratos diabéticos induzidos com STZ às 4 e às 8 
semanas após indução da patologia21. Desta forma, sabe-se 

-
vas com a progressão da doença, sendo expectável um incre-
mento do stresse oxidativo numa fase tardia da diabetes. 
Contudo, o aumento dos valores de H2O2 urinário por nós ob-
servado às 2 semanas de diabetes, indica que a produção 
desta ERO pode apresentar-se como um evento oxidativo 
que ocorre numa fase inicial da diabetes. Seguidamente foi 
analizado o rácio GSH/GSSG plasmático em ambas fases da 
diabetes. Este é o produto de um sistema endógeno antioxi-
dante que consiste em enzimas com capacidade de controlar 
os níveis de radicais livres, oxidando GSH a GSSG e de novo a 
GSH22. A GSH apresenta um papel central como antioxidante 
e é o produto da ação da glutationa redutase sobre GSSG. 
Por esse motivo, o rácio entre GSH e GSSG no plasma apre-
senta-se como um importante indicador sistémico do estado 
redox celular. Os resultados apresentados revelam uma re-

diabéticos de 8 semanas quando comparados com o grupo 
-

dante e um aumento do stresse oxidativo sistémico com a 

Figura 2 western blotting (A) e avaliação do seu padrão de expressão por imunohistoquí-
mica (B) no tecido peniano dos grupos de animais diabéticos e não diabéticos. Os resultados obtidos revelaram um aumento signi-

-

intensidade média relativa por comparação com a intensidade da expressão da proteína β-actina. Dados expressos em intensidade 

de expressão 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: Lúmen Vascular; 
TC: Trabéculas Cavernosas. Setas (marcação positiva para a 3-nitrotirosina). Escala: 100 μm.

C2A

B

3-NT

37 KDa

28 KDa

β-actina

Rácio 2.35�0.22 2.23�0.15# 2.28�0.09 3.40�0.33*

D2 C8 D8
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Responsabilidades éticas

Proteção de pessoas e animais. Os autores declaram que 
para esta investigação não se realizaram experiências em 
seres humanos e/ou animais. 

Os autores declaram que não 
aparecem dados de pacientes neste artigo. 

Direito à privacidade e consentimento escrito. Os autores 
declaram ter recebido consentimento escrito dos pacientes 
e/ ou sujeitos mencionados no artigo. O autor para corres-
pondência deve estar na posse deste documento.
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