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RESUMO 

 

 

Cunha, JP. Expressão do microRNA-27b, eNOS e iNOS nos corpos cavernosos de 

ratos submetidos ao alcoolismo e diabetes mellitus. 45 p. Dissertação de Mestrado – 
Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, 2016. 
 
A Disfunção Erétil (DE) é um problema de elevada prevalência e mostra-se 
relacionada com o envelhecimento, diabetes, etilismo, obesidade, dislipidemia, 
tabagismo e outras doenças que se demonstram relacionadas com disfunção 
endotelial. O Óxido Nítrico (NO), produto da ação da Óxido Nítrico Sintetase (NOS), 
foi comprovado ser o mais importante vasodilatador de musculatura lisa associado à 
ereção. Os microRNAs (miRNA) são moléculas recentemente descobertas, que 
supõe-se atuar como reguladoras de aproximadamente um terço dos genes 
humanos. O miRNA-27b está relacionado à função endotelial e angiogênese. O 
presente trabalho tem por objetivo estudar a expressão da NOS endotelial (eNOS) e 
indutível iNOS), além do miRNA-27b nos corpos cavernosos e sangue periférico de 
ratos saudáveis, diabéticos, alcoolizados e com as duas patologias. Foram criados 4 
grupos de 12 ratos Winstar: grupo controle(saudáveis) (C), grupo com alcoolismo 
(A), grupo diabético (D) e grupo com as duas patologias (A+D). Em cada grupo, 6 
animais foram estudados pors imunohistoquimica para eNOS e iNOS e 6 animais 
tiveram a expressão gênica da eNOS, iNOS e miRNA-27b avaliados por qT-PCR 
nos corpos cavernosos e sangue periférico. Os resultados demonstraram diminuição 
da expressão do miRNA-27b nos grupos A, D  e A+D tanto na amostra tecidual 
quanto do sangue periférico. A imunohistoquimica mostrou maior expressão de 
eNOS no grupo D+A e de iNOS nos grupos A e A+D.  
 
Palavras chaves: Alcoolismo, Diabetes, corpus cavernosum, microRNA, eNOS, 
iNOS, Disfunção erétil. 

  



ABSTRACT 

 

 

Cunha, JP. Expression of microRNA-27B, eNOS and iNOSin the corpus 

cavernosumof rats submitted to alcoholism and to diabetes mellitus. 45 p. 
Dissertação de Mestrado – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade 
de São Paulo, 2016. 
 
Erectile Dysfunction (ED) is a high prevalence problem and appears to be related to 
aging, diabetes, alcoholism, obesity, dyslipidemia, smoking and other diseases that 
show related to endothelial dysfunction. Nitric oxide (NO), a product of Nitric Oxide 
Synthase (NOS), was shown to be the most important vasodilator of smooth muscles 
associated with the erection. Micro-RNAs (miRNA) are recently discovered 
molecules which are supposed to act as regulators of approximately one third of 
human genes. The miRNA-27b is related to endothelial function and angiogenesis. 
This work aims to study the expression of endothelial and inducible NOS in addition 
to the miRNA-27b in the corpus cavernosum and peripheral blood of healthy rats, 
diabetic, alcoholic and with both pathologies. Were created four groups of 12 rats 
Winstar: control group (healthy) (C), a group with alcoholism (A), diabetic group (D) 
and group with both disorders (A + D). In each group 6 animals were studied for 
eNOS and iNOS immunohistochemistry and 6 animals the gene expression of eNOS, 
iNOS and miRNA-27b evaluated by qT-PCR in the corpus cavernosum and 
peripheral blood. The results showed increase expression of miRNA-27b in Group A, 
D and A+D in both the tissue sample and peripheral blood. Immunohistochemistry 
showed a increase of  eNOS expression in group A+D and iNOS high expression in 
groups A and A+D. 
 
Keywords: Alcoholism, Diabetes, Corpus cavernosoum, MicroRNA, eNOS, iNOS, 
Erectile disfunction. 
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1 INTRODUÇÃO   

 

 

A função erétil desempenha há milhões de anos um papel fundamental no 

processo evolutivo. Isto se torna mais evidente quando observamos que o intercurso 

de alguns mamiferos pode durar frações de segundo. 

Problemas de ereção, como uma doença, são registrados desde 2000 a.C em 

papiros egípcios, sendo posteriormente investigados por Hipócrates, Aristóteles e 

Leonardo da Vinci1. Nos últimos 25 anos houve uma revolução no tratamento da 

Disfunção Erétil (DE), quando pode-se entender o papel do óxido nítrico (NO) na 

fisiologia da ereção e empregou-se os inibidores da fosfodiesterase 5 (PDE5) no 

tratamento da DE2. 

A DE ganha notoriedade quando falamos em epidemiologia e saúde pública. 

Estima-se que a prevalência global seja de aproximadamente 20% da população 

masculina3. Em 1995 foi estimado haver 152 milhões de homens com DE no mundo 

e projetou-se 322 milhões com esta doença para 20254. A prevalência eleva-se com 

a idade e comorbidades como diabetes do tipo II, obesidade, doênças 

cardiovasculares, hipertensão arterial, dislipidemia, depressão e hiperplasia 

prostática benígna (HPB)5-7. A premissa de que DE e comorbidades associadas 

compartilham mecanismos fisiopatológicos como disfunção endotelial, obstrução 

arterial e inflamação sistêmica, é apoiada por vários autores8-11. 

O pênis é mantido em seu estado flácido com um baixo fluxo sanguíneo. As 

arteríolas e sinusóides mantêm-se contraidas em estado de repouso e isto da-se 

basicamente por três mecanismos: atividade miogênica intrínseca12; 

neuroestimulação adrenérgica; fatores derivados do endotélio (angiotensina II, 

PGF2α e endotelinas)13-15. Após o estímulo sexual, para ocorrer a ereção, são 

necessários basicamente três eventos: relaxamento dos sinusóides, dilatação 

arterial e compressão venosa16. Em uma descrição cronológica de eventos, 

inicialmente temos um estímulo sexual com liberação de neurotransmissores nos 

terminais dos nervos cavernosos com ação direta sobre a musculatura lisa arterial e 

dos sinusóides e de maneira secundária, estimulando o endotélio a liberar fatores de 

relaxamento de musculatura lisa. Sucede-se a esse evento, um rápido influxo de 

sangue com expanção dos sinusóides terminando por comprimir o plexo das veias 

subtunicas e perforantes, causando represamento do sangue no corpo cavernoso. 
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Nesta ocasião o pênis apresenta-se com uma pressão de aproximadamente 

100mmHg, esta pressão pode elevar-se pelo reflexo bulbocavernoso (pela contração 

do musculo isquiocavernoso), com progressivo bombeamento de sangue para 

dentro dos corpos cavernosos e consequente aumento de sua pressão, podendo 

chegar a varias centenas de mmHg. Nesta situação, o fluxo sanguineo dentro do 

corpo cavernoso é praticamente zero (Figura 1). 

 

 

Figura 1: Anatomia e fisiologia da ereção peniana 17. 

 

Para resumir os eventos hemodinâmicos  que envolvem a ereção e a 

detumescência, sete fases têm sido observadas em experimentos animais onde 

pode-se relacionar o fluxo sanguíneo com a pressão intracavernosa. Estes eventos 

estão sobrepostos na Fig. 2, onde estão expostos as fases da ereção em ordem 

cronológica. 
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Figura 2: Fluxo sanguíneo correlacionado com pressão intracavernosa: 1-fase latente; 2- 
tumescência; 3-ereção completa; 4- aumento da rigidez pela contração do isqueocavernoso; 
5- detumescência inicial; 6- detumescência lenta; 7- detumescência rápida16. 

 

A importância do relaxamento da musculatura lisa destes vasos tem sido 

demonstrada em estudos animais e humanos, além disso , tem sido bem 

caracterizada em modelos experimentais uma ação vasodilatadora direta sobre a 

musculatura lisa cavernosa e uma ação endotélio dependente17,18. A acetilcolina 

atua diretamente sobre a musculatura lisa cavernosa inibindo neuronios 

adrenérgicos pré-sinápticos19,20 e sobre as céluas endoteliais estimulando a 

liberação de NO. Hoje é amplamente aceito que a liberação de NO no tecido 

cavernoso é o mais importante evento desencadeador da ereção, ele surge como 

neurotransmissor de neurônios não adrenérgicos e não colinérgicos (NANC) e como 

vasodilatador derivado do endotélio, atuando de forma a aumentar os níveis 

intracelulares de GMPc na musculaturalisa vascular cavernosa18,21-26. É consenso 

que o NO derivado das terminações nervosas nitrérgicas (produzidas pela óxido 

nítrico sintetase neuronal – nNOS), é responsavel pela rápida e inicial vasodilatação, 

enquanto o NO derivado do endotélio (produzido pela óxido nitrico sintetase 
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endotelial – eNOS), contribui pela manutenção da ereção26.  Desempenhando papel 

secundário, fatores derivados do endotélio que atuam como relaxadores de 

musculatura lisa, tais como: monóxido de carbono, prostaciclina (PGI2) e endotelina 

(atuando estimulando receptores ETB)28,29. 

O NO é formado a partir do aminoácido precursor, L-arginina, pela ação 

enzimática da sintase de óxido nítrico (NOS), que existe como três isoformas principais: 

nNOS, eNOS e NOS induzível (iNOS). As três isoformas já foram detectadas no pênis, 

contudo, nNOS e eNOS são as principais isoformas expressas constitutivamente no 

tecido cavernoso em condições fisiológicas30-32. Após liberação, o NO difunde-se 

localmente para as células do músculo liso adjacentes do corpo cavernoso e liga-se à 

guanilatociclase solúvel (sGC), que catalisa a conversão do trifosfato de guanosina (GTP) 

a 3’,5’-monofosfato cíclico de guanosina (cGMP). Este nucleotídeo cíclico, por sua vez, 

ativa a proteína quinase G, também conhecida como proteína quinase I dependente de 

cGMP (cGKI), a qual diminui a concentração de cálcio (Ca2+) citosólico. O decaimento da 

concentração citosólica de Ca2+ induz o relaxamento das células de músculo liso 

vascular e do corpo cavernoso, levando à dilatação dos vasos arteriais, aumento do fluxo 

sanguíneo nos sinusóides do corpo cavernoso, e consequente ereção peniana33,34. 

A produção de NO pelas NOS, da-se com a oxidação do nitrogênio do 

grupamento guanidina da L-Arg, formando NO e L-citrulina em duas etapas, com 

formação do intermediário N-hidroxi-L-rginina. Quanto aos mecanismos de ação, as NOS 

são divididas em duas famílias: (1) NOS constitutivas (isoformas neuronal e endotelial), 

reguladas pelo complexo CA2+/calmodulina (CaM) e responsáveis pela produção de 

pequenas quantidades de NO por curtos períodos de tempo (segundos a minutos), o qual 

desempenha funções regulátorias na neuro transmissão e no sistema cardiovascular; e 

(2) NOS induzível, enzima essencialmente Ca2+-independente, responsável pela 

produção de NO por longos períodos (horas a dias) após sua expressão35. 

Ainda que os mecanismos responsáveis pela redução de liberação de NO na 

circulação peniana de pacientes com aterosclerose não tenham sido esclarecidos, 

os mesmos já foram investigados em outros vasos sanguíneos. Em artérias de 

animais com aterosclerose, há aumento da formação de O2 devido à redução de 

atividade de enzimas antioxidantes, como a SOD. A reação de O2 com NO para 

formar ONOO- pode reduzir a disponibilidade de NO, que levaria à vasoconstrição e 

consequentemente flacidez35,37. O ONOO relaxa a musculatura lisa através da 

formação de GMPc, porém é cerca de 1000 vezes menos potente que o NO 
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Entretanto, o ONOO-  também se degrada formando óxidos de nitrogênio e radical 

hidroxila altamente tóxicos para as células endoteliais38. 

Estudos recentes sugerem que a atividade de eNOS pode também ser regulada 

pelo endotélio mitogen, o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF). VEGF induz 

a fosforilização da ser-1177 em eNOS, dependendo da atividade de PI3-kinase e de 

Akt, no tecido cavernoso dos ratos e em células endoteliais penianas humanas 

isoladas. Interessantemente, vários estudos têm encontrado a expressão de VEGF 

aumentada em resposta ao estiramento mecânico, introduzindo a idéia que VEGF pôde 

mediar o fluxo de cisilhamento ou estiramento, induzindo a ativação de eNOS após o 

aumento inicial do fluxo sanguíneo provocado pela vadodilatação inicial dependente de 

neurônios NANC. Entretanto, um papel fisiológico para VEGF endógeno na ereção 

deve ainda ser melhor esclarecido. Os receptores VEGF-2 e algumas moléculas de 

adesão tem sido associados ao stress de cisilhamento nas células endoteliais 

vasculares. Foi relatada uma diminuição noreceptor de VEGF e da expressão da 

proteína de Akt em um modelo animal de diabetes tipo II, sugerindo a participação 

desta via nesta doença associada à disfunção erétil39. 

Diversos estudos demonstraram que inibidores da NOS têm a capacidade de 

bloquear o relaxamento do músculo liso do corpo cavernoso provocado por 

estimulação elétrica em várias espécies, como coelho40, cão41,42, cavalo43, macaco44, 

rato45, camundongo46 e humanos47,48. 

Inibidores de NOS também bloqueiam as respostas eretogênicas in vivo 

decorrentes da estimulação do nervo cavernoso no coelho49, no camundongo, no 

gato50, no rato51,52, estimulação da medula sacral no rato53 e estimulação do nervo 

pélvico no cão54. 

Estudos demonstram que após a estimulação elétrica do corpo cavernoso, 

foram observados níveis teciduais aumentados de nitrito e citrulina em coelho55 e em 

humanos foram detectados níveis aumentados de nitritos e nitratos48. Na vigência de 

inibição da NOS ou bloqueio da condução axonal, observou-se o bloqueio na 

geração destes metabólitos do NO. Adicionalmente, o NO, bem como doadores de 

NO, relaxam preparações de tecidos eréteis de humanos e coelhos55,56 e causa 

tumescência em cães75, gatos57, macacos58 e humanos59. A estimulação direta do 

endotélio pela acetilcolina representa um mecanismo alternativo para a liberação de 

NO no pênis24. Substância Pebradicina também podem relaxar o tecido cavernoso 

por estimular a formação e liberação de NO do endotélio50,59. 
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Inibidores de guanilatociclase solúvel (GCs) regulam os relaxamentos de corpos 

cavernoso induzidos por estimulação elétrica bem como aqueles evocados por agentes 

que atuam de maneira dependente (acetilcolina) ou independente do endotélio (NO 

autêntico e doadores de NO), confirmando o envolvimento da via GMPc nos 

relaxamentos de corpo cavernoso mediados pelo NO em várias espécies22,40,42,43,45,46,49. 

A ativação da GCs pelo NO causa uma elevação nos níveis de GMPc, o qual 

é clivado a partir do GTP60,61. São propostos vários mecanismos para explicar a 

atividade relaxante resultante de um aumento nos níveis de GMPc induzido pelo 

NO61,62. Este inclue: (1) inibição da geração de inositol-1,4,5-trifostato; (2) 

aumentodo seqüestro da Ca2+citossólico; (3) desfosforilação da cadeia leve da 

miosina; (4) inibição do influxo de Ca2+; (5) ativação de proteínas quinases; (6) 

estimulação da Ca2+-ATPase de membrana e (7) abertura de canais de K+.  

Várias são as causas que podem levar a ED. Na classificação da Internatinal 

Society of Impotence Research, as causas estão divididas em orgânicas e 

psicogênicas. As orgânicas subdivididas em vasculogênicas (arteriais, venosas ou 

mistas), neurogênicas, anatômicas ou endócrinas. As psicogênicas são divididas em 

generalizadas e situacionais. Na prática clínica, observa-se as causas se sobrepondo e 

associadas com o uso de drogas e medicações, bem como agravadas por 

comorbidades. As drogas mais relacionadas à ED são antiipertensivos (diuréticos 

tiazídicos e β-bloqueadores não seletivos); psicotrópicos (neurolépticos, antidepressivos 

e ansiolíticos); antiandrogênicos (antagonistas de receptores androgênicos, análogos 

do LHRH e inibidores da 5-α redutase); opióides; antirretrovirais; drogas recreacionais 

onde deve-se destacar o tabaco e o alcool em grandes quantidades.  Como citado 

anteriomente, algumas doênças estão associadas à ED e atuam simultaneamente em 

divesos fatores envolvidos com a ED como é o caso da Síndrome Metabólica, onde se 

associam hipertensão arterial sistêmica, dislipidemia, obesidade e diabetes63. 

O DM uma doênça metabólica de etiologia múltipla bastante comum, caracteriza-

se pelo aumento dos níveis glicêmicos sanguíneos. Estima-se que 2% da população 

global seja acometida. A prevalência de ED na população diabética é de 

aproximadamente duas três vezes maior (28% vs. 9,6%)64. São bem conhecidos os 

efeitos desta síndrome sobre o sistema vascular. O DM do tipo II, mais prevalente, pode 

aumentar de 2 a 4 vezes o risco de doênças cardiovasculares e complicações 

microvasculares65-67. A presênça de ED está associada com um risco de até 14 vezes 

maior da presênça de doênça coronariana silenciosa, maiores complicações 
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cardiovasculares e morbidade68. Os diabéticos apresentam maior incidência de ED, 

provavelmente pelas alterações vasculares e neurológicas decorrentes da doença, no 

entanto esta disfunção pode ocorrer mesmo com indices glicêmicos normais. 

Alterações patológicas nas artérias cavernosas69, alterações ultraestruturais na 

musculatura lisa cavernosa70 e diminuição do relaxamento endotélio dependente da 

musculatura lisa cavernosa17, foram observados em amostras de tecido cavernoso de 

pacientes diabéticos. Os mecanismos que levam à ED têm sido avaliados por estudos, 

onde alguns sugerem que o óxido nítrico e o estresse oxidativo desempenham 

importante papel31. Também foi observado uma diminuição da resposta de relaxamento 

do tecido cavernoso em ratos diabéticos pela diminuição do NO derivado do 

endotélio(32). O relatório da comissão do Second International Consultation of Sexual 

Medicine, resumiu diversas alterações relacionadas à ED em estudos com animais 

diabéticos e humanos. Alteração endotelial, dimuinuição da nNOS e eNOS, estresse 

oxidativo, diminuição da elastina, diminuição do fator de crescimento endotelial 

vascular, hipercontratilidade do tecido cavernoso e alteração do colágeno cavernoso 

levando a alteração do mecanismo veno oclusivo71. 

O alcoolismo também tem sido associado com a ED, sendo este, em muitos 

locais um problema de saúde pública72-74. Diversos são os mecanismos descritos 

entre os quais as alterações neurológicas75, endocrinológicas76, psicológicas77 e 

supostas alterações vasculares78, onde observou-se associação com a alteração 

das endotelinas79,80. O alcoolismo em baixas doses pode melhorar a função erétil 

pelo efeito vasodilatador e aumento do libido, pelo bloequeio da ansiedade, porem 

em altas doses, leva a diminuição da libido e ED81,82. A redução dos níveis de 

testosterona83 e aumento da descarga simpática poderia explicar tais achados84. 

Outros achados sugerem uma diminuição da resposta de relaxamento do corpo 

cavernoso em ratos com alcoolismo crônico pela diminuição da resposta endotelial 

ao estimulo colinérgico85
. Um estudo com coelhos submetido ao alcoolismo por 6 

semanas uma resposta elevada em relação ao controle para contração e 

relaxamento à atividade elétrica e a várias substâncias exceto o nitroprussiato de 

sódio, sugerindo alteração na função neurovascular86.  Um outro estudo em ratos 

mostrou lesão endotelial e diminuição da resposta endotélio dependente, quando a 

exposição ao alcool foi por 14 dias, mas não para 7 dias88. 

Em busca de esclarecer eventos moleculares associados à DE estudos atuais 

tem analisado o papel dos microRNAs (miRNA). Os microRNAs foram recentemente 
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reconhecidos como uma classe de moléculas curtas de RNA (em torno de 22 

nucleotídeos), não codificadoras de proteínas, altamente conservadas (entre 

espécies distantes), cuja função parece ser a regulação da expressão gênica em 

seu nível pós trancricional. Eles podem atuar diminuindo a síntese proteica 

impedindo a tradução do RNA mensageiro (mRNA) ou promovendo a degradação 

do mRNA, dessa forma diminuindo a expressão de determinado gene89.  A Figura 1 

mostra esquematicamente a ação do miRNA. 

 

 

Figura 3: Via da biogênese do microRNA89. 
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Existem mais de 7000s miRNAs descritos para as mais diversas espécies de 

vertebrados, invertebrados e plantas. A trancrição de um determinado miRNA, depende 

da localização de seu gene correspondente, que poderá estar em região não 

codificadora de um intron ou em uma região codificadorade um exon90. Uma vez 

expresso, é chamado de pri-microRNA e pode conter mais de mil bases. Sua 

maturação é mediada por endonucleases RNase III: DICER e DROSHA91. Inicialmente 

o pri-miRNA apresenta uma estrutura hairpin que é clivada por Drosha ainda no núcleo 

gerando uma molécula precursora o pré-miRNA, este é transportado até o citoplasma 

onde é processado pela Dicer, transformando-o em uma molécula fita dupla com 

aproximadamente 22 nucleotídeos. Após esta etapa, agora maduro, é incorporado ao 

RNA-induced silencing complex (RISC), e apenas uma das fitas permanece no 

complexo para controlar a expressão dos genes-alvos92. 

Tem sido observado a expressão de diferentes tipos de miRNAs associados à 

difentes tipos de tecidos e doenças. O miRNA-92b e miRNA-9 , por exemplo, têm sido 

usados na diferenciação de tumores cerebrais93. O miRNA-27b foi descrito associado 

ao endotélio vascular e angiogenese94. Vários miRNAs são encontrados com expressão 

elevada em células endoteliais por técnicas de PCR, dentre as quais a let-7f e miR-27b. 

Este mesmo estudo mostrou que o bloqueio destes miRNAs alvejando Dicer e Drosha 

nestas células afetou a proliferação angiogênica94. Foi ainda encontrado elevação do 

miRNA-27b no sangue periférico de pacientes com doença arterial periférica onde 

também havia elevação de substâncias relacionadas ao stress oxidativo95.  Ainda há 

muito a se estudar sobre as funções destes microRNAs em geral. Pretendemos neste 

estudo observar a expressão do miRNA-27b e sua relação com a eNOS e iNOS, cujas 

funções e mecanismos de ação já são mais estabelecidas e associadas a DE. 

 

 

1.1 Justificativa  

 

 

A disfunção erétil é uma doença prevalente que causa acentuado impacto na 

qualidade de vída do indivíduo. A principal causa desta doença é a alteração 

vascular que também relacionam-se com outras doenças e fatores: hipertensão 

arterial sistêmica, diabetes mellitus, tabagismo, dislipidemia,obesidade, 

sedentarismo e alcoolismo. Sendo o alcoolismo e o DM problemas endêmicos, e os 
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mecanismos fisiopatogênicos de sua relação com a DE ainda não completamente 

esclarecidos, torna-se necessário estudos para maior compreenção do tema abrindo 

possibilidades para novos recursos terapêuticos para a DE.  
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2 OBJETIVOS 

 

 

O presente estudo tem como objetivo avaliar a expressão gênica e protéica 

das isoformas iNOS e eNOS nos corpos cavernosos, assim como o microRNA-27b 

no tecido de corpos cavernosos e no sangue de ratos submetidos a modelo de 

alcoolismo e de diabetes. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS  

 

 

3.1 Animais  

 

 

Foram utilizados 48 ratos (Rattusnorvegicus) machos adultos, da linhagem 

Wistar, fornecidos pelo Biotério Central do Campus de Ribeirão Preto da 

Universidade de São Paulo. Os animais foram mantidos em gaiolas durante o 

período pré operatório, com livre acesso à ração balanceada e água, no Biotério do 

Laboratório de técnica Cirúrgica e Cirurgia Experimental do Departamento de 

Cirurgia e Anatomia da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto –USP. 

 

 

3.2 Grupos experimentais  

 

 

Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais: 

 

 

3.2.1 Grupo Controle (C) 

 

 

Foi constituído por 12 animais, dos quais 6 foram utilizados para o 

estudo imunohistoquímico e 6 para expressão gênica por qT-PCR. Todos os 

animais receberam diariamente água ad libitum. 

 

 

3.2.2 Grupo Alcoolizado (A) 

 

 

Foi constituído por 12 animais, dos quais 6 foram utilizados para o 

estudo imunohistoquímico e 6 para expressão gênica por qT-PCR. Todos os 



Material e Métodos  |  23 

animais receberam diariamente álcool etílico absoluto diluído a 20% em água pelo 

período de 3 semanas. 

 

 

3.2.3 Grupo Diabético (D) 

 

 

Foi constituído por 12 animais, dos quais 6 foram utilizados para o 

estudo imunohistoquímico e 6 para expressão gênica por qT-PCR.  

 

 

3.2.4 Grupo Diabético e Alcoolizado (D+A) 

 

 

Foi constituído por 12 animais, dos quais 6 foram utilizados para o 

estudo imunohistoquímico e 6 para expressão gênica por qT-PCR.  

Para os animais do grupo etanol (A, A+D), foi utilizado o modelo de 

“alcoolismo semivoluntário”, no qual o fornecimento da solução de etanol a 20% foi o 

único líquido disponível a estes animais. Assim, a preparação desse grupo 

experimental ficou condicionada a um breve período de adaptação gradativa ao 

consumo de etanol. Essa adaptação consistiu no fornecimento de etanol em 

concentrações crescentes semanais de 5, 10, 20%, tendo início a fase experimental 

após a terceira semana de tratamento88. 

Já para os animais do grupo diabético (D, A+D), foi utilizado o modelo de 

indução de diabetes pela administração intravenosa de aloxana, após jejum 

alimentar de 24 horas, com fornecimento de água ad libitum. Uma única injeção de 

50μL de solução contendo aloxana foi administrada na veia caudal dos animais. 

Depois deste procedimento, os animais foram alimentados normalmente e 

receberam solução de glicose 5% ad libitum por 4 horas. Decorrido este tempo, a 

solução de glicose foi substituída por água.  

Para finalizar, cada rato recebeu 100 µl de insulina (100 UI/ml) diluído 1:10 

em água destilada, por via subcutânea, 24 e 48 horas após a injeção de aloxana. Os 
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niveis de glicose sanguínea foram monitorados utilizando-se o aparelho Accu-

CheckBlood glucose monitor (Boehringer Mannheim Corporation, Germany). 

 

 

3.3 Reação em cadeia da polimerase transcriptase reversa (RTPCR)  

 

 

3.3.1 Extração do RNA  

 

 

Para a extração do RNA do tecido, foi adicionado 250 μL de PBS e 750μL de 

TRIZOL às amostras de corpos cavernosos, as quais foram lisadas em 

homogeneizador do tipo “Polytron” por aproximadamente 3 minutos. Em seguida, o 

RNA total foi extraído pelo método de TRIZOL (Invitrogen), conforme instruções do 

fabricante. Já para a extração do RNA do sangue, as amostras de sangue foram 

coletadas da aorta abdominal de animais anestesiados com tiopental sódico 

(Thiopental; 40 mg/kg i.p.), utilizando-se seringas heparinizadas. As amostras foram 

acondicionadas em tubos BD Vacutainer® com EDTA e centrifugadas 10’ por 3000 

rpm, sendo o plasma transferido para um tubo eppendorf de 2,0 ml.  Em seguida, o 

RNA total foi extraído com o RNeasy Mini Kit Qiagen ®, conforme as instruções do 

fabricante.    

 

 

3.3.2 Síntese de cDNA 

 

 

Para a síntese do cDNA (DNA complementar) do mRNA a transcrição reversa 

foi realizada utilizando o kit comercial (AppliedBiosystems) High Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit, de acordo com as instruções do fabricante. Para cada 

0,5µg de RNA, foi adicionado 2,5µl de RT Buffer; seguido de 1,0µl de dNTP’s; 2,5µl 

de RandomPrimers e 1,25µl da enzima MultiScribeTM, 0,6 µl de RNase out, 

completando com água DEPC o volume final de 20µl. Já para a síntese do cDNA do 

microRNA a transcrição reversa foi realizada também utilizando o kit comercial High 

CapacitycDNA Reverse Transcription (AppliedBiosystems), porém para cada 5ng de 
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RNA, é adicionado 0,75µl de RT Buffer; seguido de 0,075µl de dNTP’s; 1,5µl de 

Primers específicos (miRNAs ou controles endógenos) e 0,5µl da enzima 

MultiScribeTM, 0,094µl de RNase out (1.9U), completando com água DEPC o 

volume final de 7,5µl, sendo as amostras incubadas no termociclador por 30 min a 

16 º C, 30 min a 42 ºC,5 min a 85 º C e, em seguida, realizada a 4°C. 

 

 

3.3.3 Condições da reação de PCR em tempo real (qT-PCR)  

 

 

O método de PCR em tempo real foi utilizado para a confirmação da 

expressão dos microRNA-27b, relacionados ao mecanismo de disfunção erétil em 

ratos nos grupos de estudo. 

A partir do cDNA obtido das amostras, foi realizada a amplificação por 

Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) quantitativo em tempo real (RT-PCR), com 

a utilização da TaqMan Master Mix (AppliedBiosystems). Para a análise quantitativa 

da expressão gênica, foram utilizados os sistemas disponíveis comercialmente 

TaqManAssay, compostos por oligonucleotídeos e sondas (AppliedBiosystems). 

Considerando-se as diferenças causadas por quantidades distintas de cDNA 

utilizadas nas reações, os valores de CT determinados para as diferentes amostras, 

são normatizados. O CT determinado para uma amostra (para um determinado 

gene) é subtraído do CT determinado para um gene “housekeeping” (neste caso o 

βactina para o mRNA e RNU24, 48 para microRNAs) na mesma amostra, originando 

o chamado ∆CT. Os valores de ∆CT podem, para um mesmo gene, ser comparados 

de maneira diferente, obtendo-se uma quantificação relativa da expressão deste 

gene em diferentes amostras. A cada ciclo, o número de cópias em uma reação de 

PCR duplica. Assim, o número de ciclos que separa o ∆CT de uma amostra do ∆CT 

de outra amostra de referência (∆∆CT), reflete a diferença existente entre as 

amostras. Esta diferença, em termos de nível de expressão gênica relativa, é obtida 

de forma aproximada, aplicando a fórmula 2-∆∆CT. Todas as reações foram 

realizadas em duplicata e analisadas no aparelho 7500 SequenceDetection System 

(AppliedBiosystems).    
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3.4 Análise imunohistoquímica 

 

 

Neste estudo foram utilizados 24 animais, sendo as amostras dos corpos 

cavernosos, processadas de acordo com a rotina para a inclusão do tecido 

histológico do Laboratório de Histologia e de Biologia Molecular do Departamento de 

Cirurgia e Anatomia da FMRP – USP. 

Para a obtenção da expressão protéica para as isoformas de NOS (eNOS e 

iNOS), pela técnica de imunohistoquímica, foi utilizado  o método de quantificação 

“em cruzes” da imunorreatividade do tecido muscular liso dos corpos cavernosos 

marcados (imunorreativas). Os cortes foram avaliados quanto a porcentagem de 

células marcadas e graduadas de 0 (nenhuma marcação) até 4++++ (mais de 75% 

das células marcadas), sendo considerado 1+ quando a marcação ocorrer em até 

25% das células, 2++ quando a marcação envolver de 25 a 50% das células e 3+++ 

quando de 50 a 75% das células estiverem marcadas. A análise das lâminas foi 

realizada em um microscópio Zeiss®, em aumento de 400x. As imagens serão 

registradas por uma câmera (Axio Cam Hrc ®) acoplada ao microscópio, que serão 

arquivadas pelo programa Axiovision 4.6®. 

 

 

3.5 Análise Estatística       

 

 

Para a técnica de qT-PCR, foram consideradas para análise as amostras em 

que a diferença entre as duplicatas não excediam meio ciclo. A partir do limiar foram 

fornecidos pelo software do aparelho 7500 Real-Time PCR System os valores de Ct 

para cada amostra testada. Os valores, cujas diferenças entre os diferentes grupos 

experimentais foram avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis e seguido de pós-teste 

de Dunn'sMultipleComparison Test. 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 PCR em tempo real 

 

 

4.1.1 Genes 

 

 

 

Gráfico 1: Representação da média dos valores (± erro padrão) da expressão do gene 

eNOS entre os grupos estudados. Não houve diferença significante para os grupos (p = 
0,0968, Kruskall Wallis test). 
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Gráfico 2: Representação da média dos valores (± erro padrão) da expressão do gene 
iNOS entre os grupos estudados. Não houve diferença significante entre os grupos (p = 
0,0629, Kruskall Wallis test). 
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4.1.2 microRNAs tecido 

 

 

 

Gráfico 3: Representação da média dos valores (± erro padrão) da expressão do 
microRNA-27b entre os grupos estudados. Houve diferença significante para o grupo 

controle em relação ao grupo Diabético+alcoolizado (p = 0,0123, Kruskall Wallis testp  
0,001, pos-testDunn`s). 

 

 

4.1.3 microRNAs sangue 
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Gráfico 4: Representação da média dos valores (± erro padrão) da expressão do 

microRNA-27b entre os grupos estudados. Houve diferença significante para o grupo 
controle em relação ao grupo Diabético+alcoolizado(p = 0,0339, Kruskall Wallis test, p<0.05, 
pos-testDunn’s). 
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4.1.4 Avaliação Imunohistoquímica 

 

 

A partir da avaliação global do padrão de marcação para a expressão da 

proteína eNOS nos corpos cavernosos por imunohistoquímica, em todos os grupos 

estudados, foi observada baixa expressão tecidual nos animais em todos os grupos, 

sendo pouco maior nos animais do grupo GD+A (marcação por cruzes: 1X) (Figuras 

4 e 5). 

 

 

Figura 4: Fotomicrografia da expressão global da proteína eNOS (setas) em corte 

transversal dos corpos cavernosos de rato do GD+A. Observar marcação difusa endotelial 
no tecido erétil. Espaço vascular ou cavernoso (EC).100x. 
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Figura 5: Detalhe da marcação positiva para a expressão de eNOS no tecido cavernoso de 

um animal do GD+A. Observar espaços vasculares ou cavernosos (EC) circundado pelas 
células endoteliais com forte marcação (setas). 400x. 

 

 

  



Resultados  |  31 

A expressão protéica de iNOS nos corpos cavernosos dos animais do grupo 

controle (GC) e diabético (GD) foi baixa, sendo maior nos animais do GD+A e 

principalmente nos animais do GA,  onde foi observada marcação positiva difusa no 

tecido erétil (marcação por cruzes: 2X) (Figura 6). 

 

 

Figura 6: Marcação positiva para a expressão difusa de iNOS no tecido cavernoso de um 

animal do GA (setas). 400x. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

A ereção peniana é um processo neurovascular complexo dependente do 

relaxamento da musculatura lisa dos corpos cavernosos e tem sido demonstrado 

que o NO, liberado dos nervos, é o maior agente relaxante em diversos 

mamíferos.12,71 

Como consequência do seu consumo, a ação do etanol no sistema nervoso 

central causa vários efeitos na atividade sexual masculina, assim como as 

polineuropatias alcoólicas82. 

Como descrito por Benson e Doileau96, o alcoolismo crônico é um fator de 

risco bem conhecido para a impotência. Tem sido demonstrado que o etanol afeta 

significativamente tanto a contração quanto o relaxamento da musculatura lisa dos 

corpos cavernosos de coelhos97 e ratos98. Estes estudos avaliaram o conteúdo de 

estruturas fundamentais dos corpos cavernosos por análise imunohistoquímica em 

ratos tratados com etanol a 30% por até 12 semanas. Eles observaram diferença 

estatisticamente significante na quantidade de fibras musculares lisas dos animais 

controle quando comparado ao grupo alcoolizado (p= 0.002), sendo menor neste 

último grupo.  

A disfunção erétil é uma complicação comum e causa importante da 

diminuição da qualidade de vida em homens com diabetes, afetando até 75% dos 

homens com esta doença. A fisiopatologia da disfunção erétil por diabetes é 

multifatorial e envolve alterações no sistema nervoso central, atividade da inervação 

periférica e a disfunção das células endoteliais71. 

Estudos com o objetivo de avaliar o papel dos microRNAs em modelos 

experimentais diabetes e disfunção erétil são escassos. Liu e colaboradores (2011) 

demonstraram que o microRNA-145 apresentou baixos níveis de expressão em 

modelo de diabetes associado a disfunção erétil. Nossos resultados também 

demonstraram uma baixa expressão do microRNA-27b no grupo de animais 

submetidos ao diabetes102. 

Lizarte et al.86,87 investigaram o efeito do diabetes mellitus e consumo crônico 

de etanol durante quatro semanas, no relaxamento mediado pelo óxido nítrico na 

musculatura lisa dos corpos cavernosos de ratos. Ao realizarem a análise de 

imunohistoquímica e da expressão gênica por PCR em tempo real, foi observado 
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alta expressão de eNOS e iNOS nas fibras musculares lisas dos ratos dos grupos 

etanol, diabéticos e diabéticos associado ao consumo crônico de etanol quando 

comparado aos animais do grupo controle. Estes estudos demonstraram uma 

diminuição na capacidade de relaxamento induzido pela acetilcolina, na musculatura 

dos corpos cavernosos dos animais, via mecanismo endotélio dependente; 

sugerindo, portanto, que o consumo crônico de etanol induz disfunção endotelial. 

Comparado aos achados descritos, resultados semelhantes foram demonstrados em 

nosso estudo na análise da expressão gênica de eNOS e iNOS dos animais dos 

grupos diabético e diabético alcoolizado, sendo observado também um aumento da 

expressão protéica de eNOS e principalmente de iNOS nos animais do grupo 

diabético alcoolizado.  

Nossos resultados demonstraram, pela técnica de PCR em tempo,   aumento 

da expressão gênica de eNOS e iNOS no grupo de animais diabéticos e também no 

grupo de animais diabéticos associado ao alcoolismo. Nos resultados da análise de 

expressão protéica de eNOS e iNOS por imunohistoquímica foi observada 

expressão de forma difusa no tecido cavernoso, tanto de eNOS quanto de iNOS, 

sendo que eNOS apresentou maior expressão no grupo Diabético-alcoolizado e 

iNOS apresentou aumento de expressão no grupo Diabético-alcoolizado e maior 

expressão ainda no grupo de animais submetidos ao alcoolismo isolado. 

Sathyan, Golden e Miranda99 demonstraram que altas doses (320mg/dl) de 

etanol suprime a expressão de miRNAs específicos durante a neurogênese cortical  

(miRNA-21, miRNA-335, miRNA-9 e miRNA 153). Dados utilizando a técnica de 

microarray indicaram que destes, o miRNA-21 e o miRNA-335 apresentaram níveis 

de expressão muito baixos, sendo que o o miRNA-21, regula mecanismos via 

receptor GABAA dependente. Estes miRNAs alterados sobre a ação do etanol, 

comportam-se como agonistas ou antagonistas regulando a sobrevivência e o 

crescimento do neuroepitélio99. A diminuição da expressão dos microRNAs miRNA-

21 e miRNA-335, explica porque o etanol conduz à proliferação ao invés da morte 

dos precurssores do córtex cerebral fetal pois os mesmos apresentam ação anti-

apoptótica. Estes resultados sugerem que a ação do etanol, impedindo o aumento 

da expressão do miRNA-21, foi suficiente para induzir a função anti-apoptótica deste 

microRNA, no modelo de alcoolismo crônico experimental. 

A maioria dos estudos sobre a ação dos microRNAs em modelos 

experimentais de alcoolismo crônico tem analisado o tecido nervoso. Portanto, 
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pouco se sabe sobre o papel dos microRNAs no tecido cavernoso. Em nosso estudo 

o microRNA-27b apresentou baixos níveis de expressão tanto no grupo submetido 

ao alcoolismo isolado quanto no grupo submetido ao alcoolismo associado ao 

diabetes. 

Estudos recentes demonstraram que classes específicas de miRNAs afetam a 

função das células endoteliais que estão envolvidas em muitos aspectos da biologia 

vascular, produzindo diferente fatores que atuam regulando a proliferação celular 

muscular lisa e o tônus vascular, dentre esses miRNAs tem sido relatado o miRNA-

27b com um papel significativo na angiogênese de células endoteliais100. Nossos 

resultados demonstraram baixa expressão gênica do miRNA-27b no sangue e no 

tecido cavernoso dos animais alcoolizados, diabéticos e diabéticos-alcoolizados, 

sendo menor quando comparada aos animais do grupo controle. Sabemos, contudo, 

que a supressão do miRNA-27b pelo etanol pode ser o responsável pela inibição da 

angiogenese das células endoteliais, sugerindo que a supressão da sua expressão 

inibe a formação de células endoteliais, promovendo assim um desequilibrio nos 

mecanismos regulatórios do óxido nítrico que são essenciais para a ocorrência da 

angiogênese. Portanto, o alcoolismo crônico desempenha um importante papel na 

patogênese da disfunção erétil.  

Nossos resultados demonstraram uma possível regulação das isoformas 

eNOS e iNOs pelo microRNA-27b, visto que os mesmos apresentaram níveis de 

expressão contrários, ou seja, a expressão gênica e proteica de eNOS e iNOS 

apresentaram aumento no grupos diabéticos e diabéticos associado ao álcool 

enquanto a expressão do microRNA-27b foi baixa nos referidos grupos.   

O diagnóstico precoce e o tratamento de doenças complexas como a 

disfunção erétil, o alcoolismo e o diabetes, podem se beneficiar dos estudos de 

miRNAs, designados para identificar marcadores moleculares específicos às 

doenças, que fornecem  uma impressão digital da condição ou para identificar 

potenciais alvos terapêuticos. Os rápidos avanços no campo da genômica oferecem 

novos diagnósticos e potenciais para triagem até mesmo para doenças como a 

disfunção erétil, o alcoolismo e diabetes. A importância da compreensão nas 

alterações de expressão dos miRNAs relacionados ao abuso de álcool e 

dependência, pode ser apreciada pelo impacto de vários estudos em outras 

doenças. Novos estudos tem levado a melhores estratégias terapêuticas e uma 

classificação molecular de doenças que prometem ser mais precisa e informativa101.  
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6 CONCLUSÕES 

 

 

Os resultados obtidos após análise dos corpos cavernosos de ratos controle, 

alcoólatra, diabético e diabético alcoólatra, nos permitiram concluir que: 

 

 Foi observada maior expressão gênica de eNOS e iNOS no tecido 

cavernoso diabético e diabético-alcoolizado; 

 Foi observada baixa expressão gênica tecidual e sérica do miR-27b 

nos grupos etanol, diabético e diabético-álcoolizado;  

 A expressão protéica de eNOS por imunohistoquímica foi observada 

de forma difusa no tecido cavernoso, sendo maior no grupo Diabético-alcoolizado;  

 A expressão protéica de iNOS por imunohistoquímica foi observada de 

forma difusa pelo tecido cavernoso, sendo maior nos animais dos grupos Álcool e 

Diabético-alcoolizado. 
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