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RESUMO 

          O consumo crônico de etanol leva a alterações significativas das funções 

cardíacas e circulatórias, figurando como um importante fator de risco no 

desenvolvimento de doenças cardiovasculares. Nossos resultados mostram 

que o relaxamento mediado pela adrenomedulina (AM) é dependente do 

endotélio e que o tratamento com etanol (solução 20%) por 6 semanas reduziu 

a resposta de relaxamento do referido peptídeo. O tratamento com etanol não 

induziu alteração na resposta de relaxamento mediada pelo CGRP, acetilcolina 

e nitroprussiato de sódio. O tratamento com etanol por 6 semanas não alterou 

os níveis basais de nitrato e nitrito em aorta de ratos. Também não houve 

alterações nas concentrações vasculares de metaloproteinase-2 (MMP-2). 

O relaxamento induzido pela AM em aorta de rato envolve a produção 

de NO, ativação da enzima guanilato ciclase e abertura de canais para potássio 

(K+). No entanto, o tratamento com etanol não altera o funcionamento dessas 

vias. O CGRP8-37, antagonista do receptor do CGRP, não inibiu a resposta de 

relaxamento induzida pela AM em anéis de aorta do grupo controle e etanol. 

Por outro lado, o AM22-52, antagonista do receptor de AM, inibiu a resposta de 

relaxamento induzida pela AM em anéis de aorta do grupo controle. Entretanto, 

em anéis de aorta do grupo etanol o AM22-52 não foi capaz de inibir a resposta 

da AM. Evidenciou-se que o tratamento com etanol aumenta os níveis de 

RNAm para a pré-pró AM e da RAMP 1 mas não interfere na expressão de 

outros componentes do sistema AM (RAMP 2, RAMP 3 e CLRL) e da enzima 

eNOS. 

Em síntese, os resultados evidenciam que o consumo crônico de etanol 

reduz a resposta de relaxamento induzida pela AM em aorta de ratos e 
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aumenta os níveis de RNAm da pré-pró-AM. Portanto, os resultados obtidos 

confirmam a hipótese do projeto inicial de que o consumo crônico de etanol 

afeta o sistema AM vascular. 
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ABSTRACT 

Chronic ethanol consumption is associated with cardiovascular 

dysfunctions independent of other known risk factors. Our findings show that 

AM-induced relaxation in isolated rat aortic rings is endothelium-dependent. The 

treatment with ethanol (solution of 20%) for 6 weeks reduced the relaxation 

induced by AM. On the other hand, CGRP, acetylcholine and sodium 

nitroprusside-induced relaxation was not altered by the treatment with ethanol. 

No difference on the basal nitrate and nitrite generation was found after 

treatment with ethanol. Similarly, chronic ethanol consumption did not alter 

aortic metalloproteinase-2 (MMP-2) levels. 

The relaxation induced by AM involves the activation of the NO-cGMP 

pathway and the opening of K+ channels. These mechanisms were not altered 

by the treatment with ethanol. CGRP8-37 (antagonist of the CGRP receptor) did 

not affect the relaxation induced by AM in aortic rings from either control or 

ethanol-treated rats. On the other hand, AM22-52 (antagonist of the AM receptor) 

reduced AM-induced relaxation in isolated rat aortic rings from control rats. 

However, AM22-52 did not affect AM-induced relaxation in aortic rings from 

ethanol-treated rats. 

Chronic ethanol consumption increased mRNA levels for pre-pro-AM and 

RAMP 1 in the rat aorta but did not alter other components of the AM system 

(RAMP 2, RAMP 3 or CRLR). Similarly, no alterations on mRNA levels for 

eNOS were detected after ethanol consumption. 

In summary, the present findings demonstrate that ethanol consumption 

reduces AM-induced relaxation in rat aortic rings and increases the mRNA 

levels for pre-pro-AM and RAMP 1. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. INTRODUÇÃO 
 

 
 
  
 



1 
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1. INTRODUÇÃO 

As doenças cardiovasculares matam anualmente 17 milhões de pessoas em 

todo o mundo (WHO, 2005). Elas estão entre as principais causas de morte 

nos Estados Unidos, Europa e grande parte da Ásia (Ross, 1999) Essa 

realidade atinge também países em desenvolvimento como Brasil, Venezuela e 

Colômbia, onde as doenças cardiovasculares são responsáveis por 20 a 30% 

do total de óbitos (Hernandez-Hernandez et al., 1998). A hipertensão, 

aterosclerose, hipercolesterolemia, diabetes e o tabagismo são considerados 

importantes agentes que levam a alterações das funções cardiovasculares. 

Muitos estudos mostram que o consumo crônico de etanol também acarreta 

alterações significativas das funções cardíaca e circulatória figurando como um 

importante fator de risco no desenvolvimento de doenças cardiovasculares 

(Chan & Sutter, 1983; Ibsen et al., 1985; Pinardi et al., 1992; Marmot, 2001; 

Reynolds et al., 2003; Puddey & Beilin, 2006). As sérias e extensas 

conseqüências do alcoolismo na saúde do indivíduo e da comunidade vêm 

sendo a causa direta do aumento da morbidade e da mortalidade. O aumento 

marcante do consumo de bebidas alcoólicas em nosso país abrange uma 

parcela significativa da população (15 a 20%) (De Lima, 1997). 

O consumo crônico de etanol afeta vários aspectos da função 

cardiovascular. Em seres humanos, ele tem sido associado ao aumento da 

pressão arterial. Nesse sentido, Criqui et al. (1981) descreveram aumento da 

pressão arterial sistólica e diastólica em homens e mulheres que consomem 

etanol regularmente. Ibsen et al. (1985) observaram aumento da pressão 

sangüínea em indivíduos que consomem álcool freqüentemente. Mais 



2 

____________________________________________________________Introdução 

recentemente, a relação entre o consumo crônico de etanol e hipertensão foi 

novamente estabelecida por Puddey & Beilin, (2006).  

Modelos experimentais mostraram que animais que consomem etanol 

também apresentam aumento da pressão arterial. Ratos tratados com solução 

de etanol 20% durante 4 semanas apresentaram aumento da pressão sistólica. 

(Chan & Sutter, 1983; Chan et al., 1985; Strickland & Wooles, 1988). Tirapelli et 

al. (2007) também observaram aumento da pressão arterial média após a 

segunda e sexta semana de tratamento com etanol 20%. 

Prévios relatos sugerem que o aumento da reatividade vascular para agentes 

vasoconstritores (Pinardi et al., 1992) ou diminuição no efeito de agentes 

vasorelaxantes (Kahonen et al., 1999) contribuem para o aumento da pressão 

arterial associada ao consumo crônico de etanol. Nesse sentido, Pinardi et al. 

(1992) observaram um aumento da resposta contrátil à fenilefrina em aorta de 

ratos tratados com solução de etanol 20% durante 18 dias. Aumento da 

resposta de contração induzida pela fenilefrina também foi descrita em aorta de 

ratos tratados com etanol por 2 e 6 semanas (Tirapelli et al., 2006a). Também 

houve aumento na resposta a noradrenalina em aortas de ratos submetidos ao 

tratamento crônico com etanol (Ladipo et al., 2002). Aumento na resposta à 

noradrenalina também foi observado em artérias mesentéricas de ratos 

tratados com solução de etanol 36% durante 18 semanas (Hatton et al., 1992). 

O tratamento com etanol 20% durante 2, 6 e 10 semanas aumentou a resposta 

de contração da endotelina-1 em carótidas de rato (Tirapelli et al., 2006b). 

Com relação ao efeito de relaxamento Husain et al. (2008) mostraram 

redução na resposta da acetilcolina em aorta de ratos tratados com etanol 20% 

durante 12 semanas. Resultados semelhantes foram encontrados por Abou-
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Agag et al. (2005) com ratos tratados com solução de etanol 18% durante 8 

semanas. O relaxamento da acetilcolina foi reduzido pelo tratamento com 

etanol em leito mesentérico de rato (Tirapelli et al., 2007). O tratamento com 

etanol também reduziu o efeito de relaxamento da endotelina-1 e IRL1620, um 

agonista seletivo dos receptores ETB em carótidas de rato (Tirapelli et al., 

2006b). 

 No entanto, resultados contraditórios foram observados em relação ao 

processo de relaxamento vascular após tratamento com etanol. Em animais 

tratados com etanol observou-se aumento da resposta de relaxamento induzida 

pela acetilcolina em aorta de rato (Hatake, et al., 1994). Sahna et al. (2000) não 

observaram alteração na resposta de relaxamento induzida pela acetilcolina em 

aorta de ratos submetidos à administração diária de uma solução de etanol 

7,2% por 24 semanas. Resultados semelhantes foram encontrados por Tirapelli 

et al. (2008a) com uma solução de 20% durante 4 semanas. A grande 

variabilidade de resposta observada nos diferentes estudos com músculo liso 

vascular pode estar relacionadas à dose e/ou duração do tratamento com 

etanol, ou ainda aos diferentes protocolos experimentais utilizados (Sahna et 

al.,2000, Strickland & Wooles, 1988). 

Com relação ao nitroprussiato de sódio (NPS), estudos da literatura têm 

mostrado que o tratamento com etanol, independente do tempo e da 

concentração não altera a ação desse agente vasorelaxante (Abou-Agag et al., 

2005; Kleinhenz  et al., 2008; Tirapelli et al., 2008a)  

Relatos da literatura sugerem que o consumo crônico de etanol modifica 

as funções vasculares em decorrência de alteração do funcionamento do 

endotélio vascular que é reconhecido como uma importante unidade funcional 
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envolvida na regulação do tônus vascular. Entre os diferentes fatores de 

relaxamento e contração produzidos pelo endotélio (Mombouli & Vanhoutte, 

1999) está a adrenomedulina (AM), que é um potente peptídeo vasodilatador. 

Esse peptídeo foi inicialmente isolado de células de feocrocitoma humano 

(Kitamura et al., 1993). Alguns anos depois foi mostrado que sua expressão foi 

afetada pela ingestão de etanol (Wang et al., 1999; Tomikawa et al.,1999).  

AM é constituída de uma cadeia de 52 resíduos de aminoácidos 

(Kitamura et al., 1993). Ela é formada a partir da pré-pró-adrenomedulina (pré-

pró-AM) que quando clivada forma a (iADM) que é a forma imatura do 

peptídeo. Em seguida (iADM) sofre uma reação de amidação transformando-se 

em (mADM) que corresponde à forma madura do peptídeo (Kitamura et al., 

1998). Ela está entre os peptídeos da família da calcitonina que inclui, além da 

AM, a calcitonina, amilina, peptídeo relacionado ao gene da calcitonina 

(αCGRP) e βCGRP. A AM é produzida por vários tecidos como pulmão, 

coração, rim, estômago e intestino (Asada et al., 1999). Além desses tecidos, 

as células endoteliais (Sugo et al.,1994) e do músculo liso vascular (Sugo et al., 

1995) também produzem e secretam AM. O receptor semelhante ao receptor 

de calcitonina (CRLR) é o receptor tanto para AM quanto para o CGRP. O que 

confere especificidade ao receptor são as proteínas modificadoras da atividade 

do receptor (RAMPS) (Mclatchie et al., 1998). Quando ligado a RAMP 1, o 

CRLR forma o receptor  do CGRP, quando ligado ao RAMP 2 forma o receptor 

1 da AM (AM1) e quando ligado ao RAMP 3 forma o receptor 2 da AM (AM2) 

(Poyner et al., 2002). No entanto, relatos da literatura apontam resultados 

contraditórios quanto ao receptor envolvido no relaxamento vascular induzido 

pela AM, sendo a resposta ao peptídeo dependente do leito vascular e espécie 
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estudada. Por exemplo, na artéria da retina de bovinos o relaxamento induzido 

pela AM é inibido por AM22-52 e CGRP8-37, antagonistas dos receptores para a 

AM e CGRP, respectivamente (Boussery et al., 2005). Por outro lado, o 

relaxamento induzido pela AM foi inibido pelo CGRP8-37 mas não pelo AM22-52 

na artéria ciliar de suínos (Dettmann et al., 2003), artéria coronária de humanos 

(Hasbak et al., 2003) e aorta de camundongos (Ashton et al., 2000). 

Os dois receptores para a AM foram descritos tanto no endotélio como 

no músculo liso vascular (Fukai et al., 2003). No entanto, os mecanismos 

celulares envolvidos na resposta de relaxamento induzida pela AM são 

diversificados e variam de acordo com o leito vascular. Observou-se 

inicialmente que o efeito vasodilatador da AM era mediado pelo óxido nítrico 

(NO) produzido pelas células endoteliais (Hirata et al., 1995). Resultados 

semelhantes foram observados na artéria renal de cachorros (Miura et al., 

1995), leito vascular do trem posterior de ratos (Feng et al., 1994) e na artéria 

da retina de bovinos (Boussery et al., 2005) onde o efeito vasodilatador da AM 

é dependente do endotélio e mediado pelo NO. No entanto, observou-se em 

coronária de humanos (Terata et al., 2000) e na artéria ciliar de suínos 

(Dettmann et al., 2003), que além do NO, os canais para K+ também participam 

da vasodilatação induzida pela AM. Por outro lado, Ishizaka et al. (1994) e 

Okamura et al. (1997) sugeriram que a vasodilatação mediada pela AM é um 

processo independente do endotélio e que envolve a participação do 

monofosfato de adenosina (AMPc) e proteína quinase A no músculo liso 

vascular. 

 O efeito vasodilatador da AM foi também descrito na aorta de ratos. 

Nesse tecido, Yoshimoto et al. (1998) observaram que o relaxamento induzido 
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pela AM é dependente do endotélio e mediado pelo NO. Esse estudo mostrou 

ainda que a AM induz aumento do influxo de Ca2+ nas células endoteliais dessa 

artéria. Li et al. (2003) verificaram posteriormente que o relaxamento induzido 

pela AM na aorta de ratos envolve a ativação da enzima NO sintase (NOS) 

que, de acordo com o estudo de Nishimatsu et al. (2001), é ativada pela fosfato 

de inositol 3-quinase (PI3K) Akt dependente. Portanto, na aorta de ratos, o 

relaxamento induzido pela AM está relacionado a produção de NO endotelial. 

A AM exerce ação direta sobre as funções cardiovasculares. Esse 

peptídeo induz relaxamento vascular (Dettmann et al., 2003; Boussery et al., 

2005) e hipotensão quando infundida em ratos (Ishiyama et al., 1993). No 

entanto, além dos efeitos fisiológicos de controle da função cardiovascular, ela 

tem ação cardioprotetora. Nesse sentido, Miyashita et al. (2003) mostraram que 

a AM é capaz de  causar regeneração vascular por promover a migração e 

proliferação de células endoteliais. Outra ação vascular protetora da AM está 

relacionada à sua capacidade em reduzir a geração de espécies reativas de 

oxigênio (Yoshimoto et al., 2004). Outro tema que vem sendo alvo de pesquisa 

é o aumento nos níveis de AM em doenças cardiovasculares. Nesse sentido, 

Richards et al. (1996) mostraram aumento nos níveis de AM na hipertensão e 

choque séptico.Também foram registrados níveis elevados de AM em 

situações de estresse oxidativo (Chun et al., 2000) e hipóxia (Nakayama et al., 

1999). 

Recentemente foram descritas interações entre o sistema AM e o 

consumo de etanol. A injeção central de AM reduziu a lesão gástrica produzida 

pelo etanol em até 72%, sugerindo um papel protetor desse peptídeo (Kaneko 

et al., 1998). Verificou-se ainda nesse estudo que o efeito protetor da AM 



7 

____________________________________________________________Introdução 

envolve a participação de prostaglandinas e do NO. Wang et al. (1999) 

verificaram que o tratamento de ratos com etanol induz aumento da expressão 

da AM e de seus receptores na mucosa gástrica de ratos. Nesse tecido, 

observou-se um aumento de até 2,5 e 2,7 vezes nos níveis de RNAm para a 

AM e seus receptores, respectivamente. No entanto, não há dados na literatura 

descrevendo o efeito do consumo crônico de etanol sobre o sistema AM 

vascular ou ainda se esse peptídeo desempenha papel protetor nas alterações 

da reatividade vascular induzidas pelo consumo crônico de etanol. 

Além dos efeitos anteriormente descritos, o consumo crônico de etanol 

também promove modificações morfológicas no sistema vascular que estão 

associadas à degeneração das fibras de elastina. Partridge et al. (1999) 

mostraram que na túnica média da artéria aorta de ratos ocorre degradação 

das fibras de elastina, estando esse processo associado ao aumento da 

atividade enzimática da metaloproteinase-2 (MMP-2). As MMPs pertencem a 

uma família de enzimas que inclui mais de 20 membros com estrutura 

semelhante, mas com diferença na especificidade por substrato e origem 

celular. Uma característica comum dessas enzimas é sua habilidade para 

degradar componentes da matrix extracelular, sendo essa ação importante em 

condições fisiológicas e patofisiológicas (Brinckerhoff & Matrisian, 2002) Dentre 

essas enzimas as principais no processo de remodelagem vascular são as 

MMP-2 e MMP-9 (Bendeck et al., 1994; Godin et al., 2000). O aumento da 

atividade das referidas enzimas no vaso é capaz de causar excessiva 

degradação de componentes da matriz extracelular, proliferação e migração de 

células do músculo liso vascular e invasão de monócitos influenciando na 

formação da camada intima. (Nagase & Woessner, 1999; Newby, 2006). Essas 
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alterações provocadas pelas MMPs no vaso podem levar ao aparecimento de 

doenças cardiovasculares como, por exemplo, a hipertensão (Castro et al., 

2009). É importante notar que além da degradação da matriz extracelular a 

MMP-2 é capaz de degradar a AM em fragmentos que tem uma ação 

vasorelaxante menor que a AM e um fragmento com ação vasoconstritora 

(Martínez et al., 2004). 

Com base nos estudos acima mencionados, a hipótese do presente 

estudo é a de que o consumo crônico de etanol promova diminuição na 

resposta de relaxamento da adrenomedulina e aumente a sua expressão. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Estudar as conseqüências do consumo crônico de etanol sobre o 

sistema AM vascular pela avaliação da reatividade vascular da artéria aorta à 

AM; verificar os mecanismos envolvidos na resposta vascular induzida por esse 

peptídeo. 

2.2 Objetivos Específicos 

1) Comparar o efeito de vasorelaxamento da AM a outros agentes 

vasorelaxantes. 

2) Avaliar o efeito do tratamento com etanol sobre as concentrações basais de 

nitrato e nitrito.  

3) Avaliar o efeito do tratamento com etanol sobre as concentrações vasculares 

de MMP-2. 

4) Avaliar o efeito do tratamento com etanol sobre a expressão dos 

componentes do sistema AM. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Grupos experimentais 

Ratos Wistar adultos, pesando entre 250-300 gramas (g) foram divididos 

em dois grupos: 1. Controle: animais receberam água “ad libitum” ; 2. Etanol: 

animais receberam diariamente solução de etanol 20% (v/v) em água. Os 

animais do grupo etanol passaram por um breve período de adaptação 

gradativa do consumo de etanol (esquema abaixo). Essa adaptação consistiu 

no fornecimento de etanol em concentrações crescentes semanais de 5, 10 e 

20%, tendo início a fase experimental após a terceira semana de adaptação 

(Tirapelli et al., 2006ab; Resstel et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

Foram realizadas mensurações semanais do peso dos animais, 

consumo de ração e de líquido dos dois grupos experimentais. Ao término da 

6a semana do início do tratamento, animais dos dois grupos foram sacrificados 

e tiveram a aorta retirada para estudos de reatividade vascular e biologia 

molecular. Todos os procedimentos realizados neste trabalho estão de acordo 

com as normas do Comitê de Ética no Uso de Animais do Campus de Ribeirão 

Preto – USP (Protocolo nº 07.1.942.53.5). 
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3.2 Medida dos níveis de etanol no sangue  

 O sangue foi coletado da veia cava inferior de animais anestesiados com 

Cetamina/Xilazina (83/17 mg/kg via i.p), utilizando-se seringas heparinizadas. 

As amostras foram acondicionadas em tubos contendo o conservador fluoreto 

de sódio (1 mg/mL de sangue). Em seguida as amostras foram transferidas 

para frascos contendo cloreto de sódio (1 mg/mL de sangue) e água (1 mL/mL 

de sangue). Os frascos foram então devidamente lacrados e colocados no 

Head Space HSS4A (Shimadzu, Japão). Em seguida, as amostras foram 

injetadas no cromatógrafo GC17A (Shimadzu, Japão). Uma curva padrão de 

calibração foi realizada previamente onde diferentes concentrações conhecidas 

de etanol (0,02 – 20 mg/mL) foram adicionadas ao sangue de animais controle. 

Os resultados foram expressos em mg de etanol / mL de sangue (Tirapelli et 

al., 2006a). 

 

3.3 Estudo funcional da reatividade em artérias isoladas 

Os animais foram sacrificados e segmentos da aorta foram expostos e 

os nervos adjacentes e tecido conjuntivo removido. Para o estudo da 

reatividade vascular foram utilizados anéis (5 mm) de aorta torácica. Após a 

retirada e isolamento das artérias, dois ganchos de metal foram inseridos no 

lúmen das artérias para produzir tensão. Um dos ganchos foi conectado a um 

suporte fixo ajustável e o outro a um transdutor isométrico de força, visando 

detectar modificações do tônus muscular. As modificações de tônus vascular 

foram registradas através de sistema de aquisição de sinais Power Lab 

(ADInstruments, Austrália) e processadas pelo software Chart Pro versão 5.0. 
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O sistema foi montado em câmara para órgão isolado contendo 5 mL de 

solução de Krebs cuja composição foi (em mmol/L): NaCl  118; KCl  4,7; 

KH2PO4  1,2; MgSO4  1,2; NaHCO3 15; glicose 5,5; CaCl2  2,5; pH 7,4. Os anéis 

foram mantidos a uma temperatura constante de 37C e gaseificados com 

mistura carbogênica (95% O2 e 5% CO2). As preparações de aorta (1,5 g de 

tensão) permaneceram em repouso durante 60 minutos para estabilização. Em 

seguida, as artérias foram estimuladas repetidamente com fenilefrina (Sigma 

Aldrich) (10-7mol/L) até a reprodução da amplitude da resposta contrátil. O 

endotélio vascular foi preservado ou removido mecanicamente de acordo com 

o protocolo experimental. A integridade do endotélio foi testada pelo 

relaxamento produzido pela acetilcolina (Sigma Aldrich) (10-6mol/L) sobre 

contração mantida estimulada com fenilefrina (10-7mol/L). O endotélio foi 

considerado íntegro quando o relaxamento provocado pela acetilcolina foi 

maior que 80%. Para os estudos sem endotélio as artérias que apresentaram 

algum grau de relaxamento foram descartadas. 

3.3.1 Protocolos experimentais dos estudos de reatividade vascular 

Curvas concentração-resposta para a AM (10-12-10-7 mol/L, Sigma 

Aldrich), CGRP (10-12-10-7 mol/L, Sigma Aldrich), acetilcolina (10-10-10-5 mol/L, 

Sigma Aldrich) ou nitroprussiato de sódio (NPS, 10-10-10-7 mol/L, Sigma Aldrich) 

foram obtidas em anéis de aorta, pré-contraídos com fenilefrina (10-7mol/L), de 

animais do grupo controle ou etanol. As curvas para AM e CGRP foram obtidas 

em preparações com ou sem endotélio. As curvas para acetilcolina e NPS 

foram obtidas em anéis de aorta com e sem endotélio, respectivamente. A 

concentração de 10-7 mol/L da fenilefrina foi escolhida para induzir pré-

contração, pois a amplitude da resposta contrátil produzida por esse agente 
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vasoativo não apresenta diferença entre os grupos controle e etanol em anéis 

com endotélio (0,75 ± 0,09 g n=6; 0,77 ± 0,06 n=6, respectivamente) ou sem 

endotélio (0,95 ± 0.06 g, n=4; 1,12 ± 0,15 g, n=4, respectivamente). A resposta 

induzida pelos agentes vasodilatadores foi expressa como porcentagem de 

relaxamento relativa à pré- contração com fenilefrina. 

A partir dos registros de relaxamento induzido pelos agonistas utilizados, 

foram plotadas curvas concentração-resposta. A partir dessas curvas, foram 

determinados os valores de pD2 que consiste no logaritmo negativo da 

concentração molar do agonista que promove 50% do efeito máximo (EC50), 

bem como os respectivos efeitos máximos (Emax). As EC50 foram calculadas 

por regressão não-linear, utilizando-se o programa Prism (GraphPad 

Software Corporation, EUA). 

3.3.2 Protocolos experimentais para o estudo dos mecanismos 

envolvidos no efeito do tratamento com etanol sobre a reatividade da 

artéria aorta à AM 

Nesse estudo foram utilizados anéis de aorta com endotélio, de animais 

dos dois grupos experimentais após 6 semanas de tratamento. Nos estudos 

dos mecanismos envolvidos no efeito do tratamento com etanol sobre a 

reatividade à AM, utilizou-se o peptídeo na concentração de (10-8 mol/L). Essa 

concentração foi utilizada tendo como base a curva concentração-efeito para a 

AM na aorta e dados da literatura (Gout et al.,1999,). A administração pontual 

de AM foi realizada em preparações com endotélio, após incubação por 30 

minutos com: AM22-52, (antagonista dos receptores da AM, 3x10-8 e 10-7 mol/L, 

Sigma Aldrich), CGRP8-37 (antagonista dos receptores CGRP, 10-7 e 3x10-7 

mol/L, Sigma Aldrich), L-NAME (inibidor não seletivo da sintase do óxido nítrico 
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(NOS), 10-4 mol/L, Sigma Aldrich), 7-nitroinidazol (inibidor seletivo da sintase do 

óxido nítrico neuronal (nNOS), 10-4 mol/L, Sigma Aldrich), 1400W (inibidor 

seletivo da sintase do óxido nítrico induzida iNOS, 10-6 mol/L, Sigma Aldrich), 

indometacina (inibidor não seletivo das ciclooxigenases, 10-5 mol/L, Sigma 

Aldrich), ODQ (inibidor seletivo da guanilato ciclase solúvel, 10-6 mol/L, Sigma 

Aldrich), tetraetilamônio (TEA, inibidor não seletivo dos canais para K+, 10-3 

mol/L, Sigma Aldrich). 

 

3.4 Reação em cadeia da polimerase em tempo real (RQ-PCR) 

3.4.1 Extração do tecido: 

Anéis de aorta dos animais dos grupos controle e etanol foram 

rapidamente isolados em uma placa de petri autoclavada contendo salina 

estéril. Transferiram-se os tecidos para eppendorfs estéreis de 1,5 mL que 

foram prontamente congelados em nitrogênio líquido. 

3.4.2 Extração do RNA: 

Para a extração do RNA, foram adicionados 250µl de PBS + 750 µl de 

TRIZOL às amostras de aorta, as quais foram lisadas em homogeneizador do 

tipo Polytron por aproximadamente 3 minutos. Em seguida, procedeu-se a 

extração do RNA total pelo método de Trizol (Invitrogen), conforme orientações 

do fabricante. 

3.4.3 Síntese de cDNA: 

 A construção do DNA complementar (cDNA) foi realizada por transcrição 

reversa através da enzima Superscript ІІ.O cDNA obtido foi então submetido à 

amplificação por Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real (RQ-

PCR). 
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3.4.4 Análise dos padrões de expressão gênica: 

 Foi utilizado o sistema disponível comercialmente TaqMan Assay-on-

demand, composto por oligonucleotídeos e sondas (Applied Biosystems) para a 

análise quantitativa da expressão dos genes selecionados: pré-pró-

adrenomedulina (Rn 00562327), receptor para adrenomedulina CRLR (receptor 

semelhante ao receptor da calcitonina) (Rn 00562334), RAMP1(proteína que 

modifica a atividade do receptor) (Rn 01427056), RAMP2 (Rn 00824652), 

RAMP3 (Rn 00571815), eNOS (Rn 02132634). 

 A transcrição reversa foi realizada utilizando 1µg de RNA total para cada 

amostra em 20µL de reação total, com a adição de oligo (dT)20 (Invitrogen, 

catálogo número 18418-020) e transcriptase reversa Superscript ІІ (Invitrogen, 

catálogo número 18064-022) de acordo com as instruções do fabricante. O 

cDNA obtido foi diluído em 1:10 e 2,5µL foi utilizado para cada 15µL da reação 

de PCR em tempo real usando TaqMan Máster Mix (Applied Biosystems).   

 Todas as reações foram realizadas em duplicata e analisadas no 

aparelho 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems), e as 

condições do PCR foram: 1 ciclo de 10 minutos á 95°C, seguido por 40 ciclos à 

94°C de 15 segundos e por 1 minuto à 60°C.Os dados foram constantemente 

coletados durante o PCR e analisados em ABI-7500 SDS (software package). 

O desvio padrão máximo entre as duplicatas foi de 10%. O RNA total absorvido 

foi normalizado baseado no valor de Ct para o gene GAPDH (Rn 01775763). A 

variação de expressão para as amostras foi calculada pelo método de 2-ΔΔCt, 

sendo que a média do delta Ct de um grupo de 6 amostras de ratos controle 

foram utilizadas como calibrador. 
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3.5 Zimografia em gel 

3.5.1 Dosagem de proteína pelo método de Bradford 

 Previamente à zimografia, foi necessário determinar a quantidade de 

proteína presente em cada amostra. Isto porque as variações protéicas podem 

interferir nos resultados finais da zimografia. Para isto, foi utilizado o método de 

Bradford, que consiste em um método colorimétrico e quantitativo. 

 Inicialmente, as amostras de aorta foram trituradas, homogeneizadas em 

tampão de extração de proteínas (CaCl2 10 mmol/L, Tris 20 mmol/L pH 7.4, 

Fenantrolina 1mmol/L , fenilmetanosulfonilfluoreto (PMSF) 1mmol/L, N-

etilmaleimida (NEM) 1 mmol/L) e incubados por 16 horas na geladeira. Para 

cada 0,08g de tecido foram acrescentados 150 µL deste tampão. Após este 

período, os extratos foram centrifugados por 15 minutos, e os sobrenadantes 

retirados para determinação protéica. 

 Para construção da curva padrão foi utilizado o BSA nas seguintes 

concentrações, em mg/mL: 0,085; 0,175; 0,35; 0,70 e 1,4. Todas elas foram 

preparadas, em água destilada, a partir de uma solução inicial de 8 mg/mL. 

 O reagente de Bradford foi utilizado para determinar as concentrações 

de proteína de cada amostra analisada. Ao se ligar as proteínas do tecido, ele 

adquire uma coloração azul que pode ser quantificada por um 

espectrofotômetro de luz visível (595 nm). A intensidade da cor varia de acordo 

com a quantidade de proteína no tecido. Para cada 5 µL da amostra e da curva 

padrão foi acrescentado 250 µL deste reagente. Pelos valores obtidos após a 

leitura, em µg/µL, foi possível normalizar a quantidade de proteínas, que foi 

posteriormente aplicada nos géis de zimografia. 
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3.5.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% 

 As amostras previamente preparadas (SDS 2%, Tris-HCl 125 mmol/L, 

glicerol 10% e azul de bromofenol 0.001%) foram aplicadas em géis de 

poliacrilamida 12% e separadas por eletroforese, conforme a técnica de SDS-

PAGE. 

 Após este processo, os géis foram submetidos a dois banhos de Triton 

X-100 a 2%, para remover o SDS, e colocados em solução Tris-CaCl2 50 

mmol/L, por 16 horas, a 37ºC. Posteriormente, foram fixados e corados em 

solução Coommassie Blue 0,05% por 4 horas. Para visualização das bandas 

referentes a pro-MMP e a MMP ativa, os géis foram descorados com metanol a 

30% e ácido acético 10%. Observa-se a formação de bandas claras contra o 

fundo azul escuro do Coommassie (devido à degradação da gelatina 

incorporada ao gel). 

 Para cada gel foi utilizado um padrão interno (soro fetal bovino 2%), 

representado na figura como Std. Por ele, foi possível normalizar as 

quantidades de proteínas obtidas entre os géis, podendo compará-los entre si. 

A quantificação das bandas da MMP-2 foi feita usando o sistema Kodak 

Eletrophoresis Documentation and Analylis System-EDAS 290 (Kodak, 

Rochester, NY). A forma latente e ativa da MMP-2 foi identificada por meio dos 

seus pesos moleculares 72 e 64, respectivamente. 

 

3.6 Determinação indireta de NO tecidual através de dosagem de nitrato e 

nitrito 

Anéis de aorta dos animais dos grupos controle e etanol foram 

rapidamente isolados em uma placa de petri autoclavada contendo salina 
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estéril. Transferiu-se o tecido para eppendorfs estéreis de 1,5 mL que foram 

prontamente congelados em nitrogênio líquido. 

 Alíquotas de 100 µL de amostras de tecido foram desproteinizadas por 

precipitação utilizando 200 µL etanol absoluto mantido á 4ºC, seguido de 

agitação e permaneceram por 30 minutos em freezer (-20ºC), e em seguida, 

foram submetidas à centrifugação (4.000 g, 10 min, 25ºC) para posterior 

dosagem. 

 Para a medida do NO tecidual, foi utilizada a técnica de 

quimioluminescência NO/ozônio utilizando-se o analisador Sievers® Nitric 

Oxide Analyzer 280 (GE Analytical Instruments, Boulder, CO. USA). 

 Das amostras desproteinizadas, utilizou-se o volume de 5,0 L, que foi 

injetado na câmara de reação do analisador que continha o agente redutor 

(0,8% de cloreto de vanádio em 1N de HCl à 95ºC) quando a intenção era 

converter o nitrato em NO, e quando a intenção era converter nitrito a NO o 

agente redutor era (1% de Nal em ácido acético) As conversões eram feitas em 

quantidades equimolares. O NO é sugado para a câmara de 

quimioluminescência do analisador, que por sua vez, reage com o ozônio (O3), 

formando dióxido de nitrogênio (NO2
-). O NO2

- apresenta-se numa forma 

instável e tem a capacidade de emitir fótons que se chocam contra uma 

superfície foto-sensível de uma célula fotomultiplicadora. O fóton emitido pela 

reação é detectado e convertido em sinal elétrico. A corrente de elétrons é 

captada, amplificada e processada por um transdutor analógico-digital, dando 

origem a um traçado gráfico, que corresponde à concentração de nitrato ou 

nitrito na amostra. A curva padrão para a dosagem de nitrato foi preparada com 

nitrato de sódio nas concentrações 5, 10, 15, 25, 50 e 100 µmol/Le para o 
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nitrito usou-se nitrito de sódio nas mesmas concentrações referidas para o 

nitrato. 

 

3.7 Diluição das drogas 

A Indometacina foi dissolvida em tampão Tris. ODQ e 7-NI foram 

dissolvidos em dimetil sulfóxido (DMSO). Os demais compostos foram 

dissolvidos em água destilada. A quantidade de solvente no meio de incubação 

foi menor que 0,1%. Testes prévios em nosso laboratório empregando somente 

os solventes mostraram que nessa concentração eles não tiveram efeito sobre 

as respostas dos agonistas em estudo. 

 

3.8 Análise estatística 

 Análise de variância (ANOVA) de uma via, seguida pelo pós-teste de 

Bonferroni e o teste t de Student foram realizados para detectar possíveis 

diferenças entre os valores em estudo como indicado nas tabelas e/ou figuras. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. RESULTADOS 
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4. RESULTADOS 

4.1 Efeito do tratamento crônico com etanol sobre o peso corporal, 

consumo de líquido e ração dos animais. 

Foram realizadas mensurações semanais do peso dos animais, 

consumo de ração e líquido dos dois grupos experimentais. Os pesos dos 

animais do grupo controle e etanol antes do início do tratamento eram de 

276,75 ± 3 g (n=48) e 281,02 ± 4 g (n=48), respectivamente. Com relação ao 

ganho de peso semanal, os animais do grupo etanol apresentam redução 

significativa, em relação ao grupo controle, a partir da 3ª semana de 

adaptação. Essa redução no ganho de peso dos animais do grupo etanol 

persistiu até o final do tratamento (Figura 1).  
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Figura 1: Média do peso dos animais durante o período de tratamento. O peso 

dos animais (gramas) foi medido semanalmente. Os pontos representam a média + 

EPM do peso corporal dos animais. Foram utilizados 48 animais. * diferença 

significativa (p<0,05) em relação ao grupo controle (Test t de Student). 
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O consumo de líquido do grupo etanol foi sempre menor do que o do 

grupo controle, mostrando-se estatisticamente diferente durante todo o período 

de tratamento (Figura 2). 
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Figura 2: Média do consumo líquido dos animais durante o período de 

tratamento. O consumo líquido de cada grupo (água, e solução de etanol 20%) foi 

medido semanalmente e uma estimativa do consumo individual foi realizada dividindo-

se o consumo total pelo número de animais em cada caixa (4). Os pontos representam 

a média + EPM da estimativa do consumo líquido. Foram utilizados 48 animais. * 

diferença significativa (p<0,05) em relação ao grupo controle (Test t de Student). 

 

 

O consumo de ração do grupo etanol, quando comparado ao grupo 

controle, se mostra menor a partir da 1ª semana de adaptação e persiste até o 

fim do tratamento (Figura 3). 
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Figura 3: Média do consumo de ração dos animais durante o período de 

tratamento. O consumo de ração (gramas) foi medido semanalmente e uma 

estimativa do consumo individual foi realizada dividindo-se o consumo total pelo 

número de animais em cada caixa (4). Os pontos representam a média + EPM da 

estimativa do consumo de ração. Foram utilizados 48 animais. * diferença significativa 

(p<0,05) em relação ao grupo controle (Test t de Student). 

 

4.2 Medida dos níveis de etanol no sangue 

A quantidade de etanol detectada no sangue dos animais tratados por 6 

semanas foi de 1,87 ± 0,15 mg/mL (n=11). Etanol não foi detectado no sangue 

de animais do grupo controle. 

 

4.3 Efeito do tratamento crônico com etanol sobre a reatividade de anéis 

de aorta à AM. 

 Foram realizadas curvas concentração-resposta para AM com a 

concentração variando de 10-12 a 10-7 mol/L. O relaxamento induzido pela AM 

nos anéis de aorta foi dependente do endotélio tanto em animais do grupo 

controle como etanol (Figura 4; Tabela 1). Em anéis de aorta com endotélio, o 



23 

___________________________________________________________Resultados 

tratamento com etanol reduziu significativamente os valores de Emax 

(porcentagem de relaxamento) para a AM. Não foram encontradas diferenças 

nos valores de pD2 para a AM, entre os grupos, em anéis com endotélio, 

(Tabela 1).  
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Figura 4: Efeito do tratamento crônico com etanol por 6 semanas na resposta de 

relaxamento induzida pela AM em anéis de aorta torácica de rato. Curvas 

concentração-resposta para AM foram obtidas em anéis de aorta com endotélio (E+) e 

sem endotélio (E-) de animais tratados com água (controle) ou solução de etanol 20% 

(etanol). Os pontos representam a média + EPM do relaxamento em resposta a uma 

dada concentração de AM. * Diferença significativa em relação ao grupo controle com 

endotélio. # Diferença significativa em relação ao grupo etanol com endotélio. (ANOVA 

/ pós teste de Bonferroni, p<0,05). 
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Tabela 1: Valores de Emax (porcentagem de relaxamento) e pD2 calculados a 

partir de curvas concentração-resposta para a AM determinadas em 

preparações isoladas de aorta torácica com e sem endotélio. 

Controle 

Tempo de 
Tratamento 
(semanas) 

Com Endotélio Sem Endotélio 

Emax pD2 Emax pD2 

6 43,40 ± 2,27 
(4) 

 

9,68 ± 0,28 5,78 ± 0,39ab 
(4) 

_ 

Etanol 

Tempo de 
Tratamento 
(semanas) 

Com Endotélio Sem Endotélio 

Emax pD2 Emax pD2 

6 29,39 ± 3,43a 
(7) 

 

9,32 ± 0,29 5,15 ± 0,75ab 
(4) 

_ 

Os valores são expressos como a média  EPM. Algarismos entre parênteses indicam 

o número de preparações. a Diferença significativa em relação ao grupo controle com 

endotélio  b Diferença significativa em relação ao grupo etanol com endotélio (ANOVA / 

pós-teste de Bonferroni, p<0,05).  

 

4.4 Efeito do tratamento crônico com etanol sobre a reatividade de anéis 

de aorta ao CGRP 

Foram realizadas curvas concentração-resposta para o CGRP com a 

concentração variando de 10-12 a 10-7 mol/L. O relaxamento induzido pelo 

CGRP nos anéis de aorta foi dependente do endotélio, tanto em animais do 

grupo controle como etanol (Figura 5). O tratamento com etanol não alterou os 

valores de Emax (porcentagem de relaxamento) do CGRP quando comparado 

ao grupo controle (Tabela 2). Não foram encontradas diferenças nos valores de 

pD2, para o CGRP, entre os grupos, em anéis com endotélio (Tabela 2). 
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Figura 5: Efeito do tratamento crônico com etanol por 6 semanas na resposta de 

relaxamento induzida pelo CGRP em anéis de aorta torácica de rato. Curvas 

concentração-resposta para o CGRP foram obtidas em anéis de aorta com endotélio 

(E+) e sem endotélio (E-) de animais tratados com água (controle) ou solução de 

etanol 20% (etanol). Os pontos representam a média + EPM do relaxamento em 

resposta a uma dada concentração de CGRP. * Diferença significativa em relação ao 

grupo controle com endotélio. # Diferença significativa em relação ao grupo etanol com 

endotélio. (ANOVA / pós teste de Bonferroni, p<0,05). 
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Tabela 2: Valores de Emax (porcentagem de relaxamento) e pD2 calculados a 

partir de curvas concentração-resposta para o CGRP determinadas em 

preparações isoladas de aorta torácica com e sem endotélio. 

Os valores são expressos como a média  EPM. Algarismos entre parênteses indicam 

o número de preparações. a Diferença significativa em relação aos anéis com 

endotélio. (ANOVA / pós-teste de Bonferroni, p<0,05). 

 

4.5 Efeito do tratamento crônico com etanol sobre a reatividade de anéis 

de aorta à acetilcolina. 

A acetilcolina induziu relaxamento em aortas torácicas com endotélio 

(Figura 6). O tratamento com etanol por 6 semanas não alterou o Emax 

(porcentagem de relaxamento) nem os valores de pD2 para a acetilcolina 

(Tabela 3). 

 

 

 

 

 

Controle 

Tempo de 
Tratamento 
(semanas) 

Com Endotélio Sem Endotélio 

Emax pD2 Emax pD2 

6 36,46 ± 2,53 
(6) 

 

9,63 ± 0,29 5,82 ± 0,29a 
(4) 

_ 

Etanol 

Tempo de 
Tratamento 
(semanas) 

Com Endotélio Sem Endotélio 

Emax pD2 Emax pD2 

6 40,15 ± 5,49 
(6) 

 

9,38 ± 0,21 5,80 ± 1,29a 
(4) 

_ 
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Figura 6: Efeito do tratamento crônico com etanol por 6 semanas na resposta de 

relaxamento induzida pela acetilcolina em anéis de aorta torácica de rato com 

endotélio. Curvas concentração-resposta para acetilcolina foram obtidas em anéis de 

aorta de animais tratados com água (controle), solução de etanol 20% (etanol). Os 

pontos representam a média + EPM do relaxamento em resposta a uma dada 

concentração de acetilcolina. 

 

Tabela 3: Valores de Emax (porcentagem de relaxamento) e pD2 calculados a 

partir de curvas concentração-resposta para acetilcolina, determinadas em 

preparações isoladas de aorta torácica com endotélio. 

Os valores são expressos como a média  EPM. Algarismos entre parênteses indicam 

o número de preparações.  

 

Tempo de 
Tratamento 
(semanas) 

Controle Etanol 

Emax pD2 Emax pD2 

6 95,73 ± 2,72  

(5) 

 

7,0 ± 0,14 98,87 ± 3,49  

(5) 

7,11 ± 0,12 
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4.6 Efeito do tratamento crônico com etanol sobre o relaxamento induzido 

pelo nitroprussiato de sódio (NPS) em anéis de aorta sem endotélio.  

 O NPS induziu relaxamento em aortas torácicas sem endotélio (Figura 

7). O tratamento com etanol não alterou os valores de Emax e pD2 (Tabela 4) 
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Figura 7: Efeito do tratamento crônico com etanol por 6 semanas sobre a 

resposta de relaxamento induzida pelo NPS em anéis de aorta de rato sem 

endotélio.  Curvas concentração-resposta para o NPS foram obtidas em anéis de 

aorta de animais tratados com água (controle) ou solução de etanol 20% (etanol). Os 

pontos representam a média + EPM do relaxamento em resposta a uma dada 

concentração do NPS. 
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Tabela 4: Valores de Emax (porcentagem de relaxamento) e pD2 calculados a 

partir de curvas concentração-resposta para o NPS determinadas em anéis de 

aorta sem endotélio. 

Os valores são expressos como a média  EPM. Algarismos entre parênteses indicam 

o número de preparações. 

 

4.7 Efeito do tratamento crônico com etanol sobre as concentrações de 

nitrato e nitrito em aorta de rato 

 Não houve diferença nas concentrações de nitrato e nitrito entre o grupo 

etanol (n= 4) e o grupo controle (n= 5) (Figura 8) Apesar de o tratamento com 

etanol reduzir os níveis de nitrato e nitrito nas aortas essa redução não se 

mostrou estatisticamente diferente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tempo de 
Tratamento 
(semanas) 

Controle Etanol 

Emax pD2 Emax pD2 

6 107,87 ± 4,77 
(8) 

 

8,19 ± 0,08 107,55 ± 4,83 
(7) 

8,29 ± 0,03 
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Figura 8: Efeito do tratamento crônico com etanol por 6 semanas sobre as 

concentrações de nitrato (A) e nitrito (B) em aorta de rato. Realizou-se a dosagem 

de nitrato e nitrito em aorta com endotélio de animais tratados com água (controle) ou 

solução de etanol 20% (etanol). Os valores representam a média + EPM de 4-5 anéis 

de aorta. 
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4.8 Efeito do tratamento crônico com etanol sobre as concentrações de 

MMP-2 em aortas de ratos 

 Para avaliar os efeitos do tratamento com etanol sobre as concentrações 

vasculares da MMP-2 foi utilizado o método convencional de zimografia em gel. 

A figura (9 A) mostra um gel representativo dos extratos de aorta dos dois 

grupos experimentais. As bandas da pro-MMP-2 e da MMP-2 ativa foram 

representadas pelos seus respectivos pesos moleculares 72 e 64 KDa. 

 Foi observado que o tratamento com etanol não alterou as 

concentrações vasculares, tanto da pro-MMP2 quanto da MMP-2 ativa em 

relação ao grupo controle (Figura 9). 
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Figura 9: Efeito do tratamento crônico com etanol por 6 semanas sobre as 

concentrações vasculares da pro-MMP-2 e da MMP-2 ativa representadas na 

forma de gel (A) e na forma de gráfico (B) em aorta de rato. Realizou-se o método 

da zimografia em gel em aorta com endotélio de animais tratados com água (controle) 

ou solução de etanol 20% (etanol). Os valores representam a média + EPM de 5 

aortas. 
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4.9 Mecanismos envolvidos no efeito de etanol sobre a resposta de 

relaxamento induzida pela AM em aorta de ratos 

 Após as curvas concentração-resposta para AM demonstrarem que seu 

efeito de relaxamento é dependente do endotélio vascular e que o tratamento 

com etanol provocou uma diminuição do seu efeito, os experimentos para 

estudar se o etanol estaria alterando a cascata de sinalização do referido 

peptídeo foram realizados apenas em aortas com endotélio, sendo que para 

isso foi escolhido um ponto da referida curva (10-8 mol/L) para o estudo. 

 O primeiro passo do estudo foi verificar se com a administração pontual 

de AM o tratamento com etanol também iria provocar uma diminuição na 

resposta como ocorreu quando curvas dose-resposta foram realizadas. Os 

resultados mostraram que quando a AM foi administrada de forma pontual 

também ocorreu redução da resposta de relaxamento induzida por este 

peptídeo no grupo tratado com etanol (Figura 10). 
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Figura 10: Efeito do tratamento crônico com etanol por 6 semanas na resposta 

de relaxamento induzida pela AM em anéis de aorta com endotélio. Realizou-se a 

administração pontual de AM em anéis de aorta de animais tratados com água 

(controle) ou solução de etanol 20% (etanol). As barras representam a média + EPM 

de n= 7- 9. * Diferença significativa em relação ao grupo controle (p<0,05, Teste t de 

Student). 

 

4.9.1 Participação das sintases do NO e da guanilato ciclase na 

diminuição da resposta de relaxamento da AM em anéis de aorta após 

tratamento com etanol. 

Com a finalidade de verificar se o tratamento com etanol influencia a 

produção de NO endotelial induzido pela AM, foi realizada a administração 

pontual do referido peptídeo em anéis de aorta com endotélio na presença de 

L-NAME, um inibidor não seletivo da sintase do óxido nítrico (NOS), 7-

nitroinidazol, inibidor seletivo da sintase do óxido nítrico neuronal (nNOS), 

1400W inibidor seletivo da sintase do óxido nítrico induzida (iNOS), e ODQ 

inibidor seletivo da guanilato ciclase solúvel, que é ativada pelo NO. Houve 

diminuição na resposta de relaxamento induzida pela AM nos anéis de aorta 

dos grupos controle e etanol na presença de L-NAME e ODQ quando 

comparada à resposta obtida na ausência dos inibidores. Com relação ao 7-
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nitroinidazol e ao 1400W não houve alteração na resposta da AM em nenhum 

dos dois grupos estudados quando comparados aos experimentos realizados 

na ausência dos referidos inibidores. (Figura 11). 
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Figura11: Efeito do L-NAME, 1400W, 7-nitroinidazol e ODQ sobre a resposta de 

relaxamento induzida pela AM em anéis de aorta com endotélio. Realizou-se a 

administração pontual de AM após incubação dos anéis por 30 minutos com L-NAME 

(10-4 mol/L), 1400W (10-6 mol/L), 7-nitroindazol (10-4 mol/L) e ODQ (10-6 mol/L). As 

barras representam a média + EPM de n= 5 - 8. * Diferença significativa em relação ao 

grupo controle. # Diferença significativa em relação ao grupo etanol (ANOVA / pós 

teste de Bonferroni, p<0,05). 
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4.9.2 Participação da ciclooxigenase na diminuição da resposta de 

relaxamento da AM em anéis de aorta após tratamento com etanol 

A indometacina, um inibidor não seletivo da enzima ciclooxigenase, não 

alterou o relaxamento produzido pela AM tanto no grupo controle como no 

grupo etanol (Figura 12). 
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Figura12: Efeito da indometacina sobre a resposta de relaxamento induzida pela 

AM em anéis de aorta com endotélio. Realizou-se a administração pontual de AM 

após incubação dos anéis por 30 minutos com indometacina (10-5 mol/L). As barras 

representam a média + EPM de n= 5 - 6. * Diferença significativa em relação ao 

respectivo grupo controle (ANOVA / pós teste de Bonferroni, p<0,05). 
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4.9.3 Participação dos canais para potássio (K+) na diminuição da 

resposta de relaxamento da AM em anéis de aorta após tratamento com 

etanol. 

O tetraetilamônio (TEA), um inibidor não seletivo dos canais para K+, 

promoveu redução do relaxamento induzido pela AM tanto no grupo controle 

como no grupo etanol (Figura 13). 
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Figura 13: Efeito do TEA sobre a resposta de relaxamento induzida pela AM em 

anéis de aorta com endotélio. Realizou-se a administração pontual de AM após 

incubação dos anéis por 30 minutos com TEA (10-3 mol/L). As barras representam a 

média + EPM de n= 6 - 7. * Diferença significativa em relação ao grupo controle. # 

Diferença significativa em relação ao grupo etanol (ANOVA / pós teste de Bonferroni, 

p<0,05). 
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4.9.4 Efeito do antagonista para receptores de AM (AM22-52) sobre a 

resposta desencadeada pela AM. 

O efeito do AM22-52 sobre a resposta de relaxamento induzida pela AM 

foi avaliado nos anéis de aorta com endotélio dos animais dos dois grupos 

experimentais. Para tanto, analisou-se o efeito de diferentes concentrações 

desse antagonista (3x10-8 mol/L e 10-7 mol/L) sobre resposta desencadeada 

pela AM.  Observou-se que no grupo controle o AM22-52 reduziu a resposta 

de relaxamento da AM de maneira dependente da concentração. No entanto, é 

importante notar, que essa redução não foi observada no grupo etanol (Figura 

14). 
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Figura 14: Avaliação do efeito do antagonista AM22-52 na resposta de relaxamento 

induzida pela AM em anéis de aorta com endotélio. Realizou-se a administração 

pontual de AM após incubação com o AM22-52 por 30 minutos nas concentrações de 

3x10-8 e 10-7 mol/L. As barras representam a média + EPM de n= 5 - 7. * Diferença 

significativa em relação ao grupo controle. # Diferença significativa em relação ao 

grupo etanol. (ANOVA / pós teste de Bonferroni, p<0,05). 

 

 

 

 



40 

___________________________________________________________Resultados 

4.9.5 Efeito do antagonista para receptores de CGRP (CGRP8-37) sobre a 

resposta desencadeada pela AM. 

O efeito do CGRP8-37 sobre a resposta de relaxamento induzida pela AM 

foi avaliado nos anéis de aorta com endotélio dos animais dos dois grupos 

experimentais. Para tanto, analisou-se o efeito de diferentes concentrações 

desse antagonista (10-7 e 3x10-7 mol/L) sobre resposta desencadeada pela AM. 

 Observou-se que tanto no grupo controle como no grupo etanol o 

CGRP8-37 não interferiu na resposta de relaxamento da AM independentemente 

da concentração (Figura 15). 
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Figura 15: Avaliação do efeito do antagonista CGRP8-37 na resposta de 

relaxamento induzida pela AM em anéis de aorta com endotélio. Realizou-se a 

administração pontual de AM após incubação com o CGRP8-37 por 30 minutos nas 

concentrações de 10-7 e 3x10-7 mol/L. As barras representam a média + EPM de n= 5 - 

6. * Diferença significativa em relação ao grupo controle. (ANOVA / pós teste de 

Bonferroni, p<0,05). 
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4.10 Efeito do tratamento crônico com etanol sobre os níveis de RNAm da 

pré-pró-AM. 

 Houve aumento nos níveis de RNAm da pré-pró-AM em anéis de aorta 

com endotélio do grupo etanol em relação ao grupo controle (Figura 16). 
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Figura 16: Efeito do tratamento crônico com etanol sobre os níveis de RNAm 

para a pré-pró-AM em anéis de aorta com endotélio. O gráfico mostra os valores de 

2ΔΔCt para a pré-pró-AM em aorta de ratos do grupo controle e etanol. Os valores 

foram normalizados pelo produto correspondente da reação de RQ-PCR para GAPDH. 

As barras representam a média + EPM de n=7 para ambos os grupos. *Diferença 

significativa em relação ao grupo controle (p<0,05, Teste t de Student). 
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4.11 Efeito do tratamento crônico com etanol sobre os níveis de RNAm do 

CRLR (receptor semelhante ao receptor de calcitonina) e RAMPs 

(proteínas modificadoras da atividade do receptor). 

Não houve diferença nos níveis de RNAm para o CRLR (receptor da 

AM) entre o grupo etanol (n= 7) e o grupo controle (n= 8). No entanto, 

observou-se aumento nos níveis de RNAm para a RAMP1 nas artérias de 

animais provenientes do grupo etanol (n= 7) em relação ao grupo controle (n= 

7) (Figura 17). Com relação às RAMPs 2 e 3 não houve diferença nos níveis de 

RNAm entre o grupo etanol (n=7 e n=6, respectivamente) e o grupo controle 

(n=8 e n=7, respectivamente) (Figura 17). 
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Figura 17: Efeito do tratamento crônico com etanol sobre os níveis de RNAm 

para o CRLR e das RAMPs 1, 2 e 3 em anéis de aorta com endotélio. Os gráficos 

mostram os valores de 2ΔΔCt  para o CRLR e as RAMPs em aorta de ratos do grupo 

controle e etanol. Os valores foram normalizados pelo produto correspondente da 

reação de RQ-PCR para GAPDH. As barras representam a média + EPM de n= 6 - 8. 

*Diferença significativa em relação ao grupo controle (p<0,05, Teste t de Student). 
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4.12 Efeito do tratamento crônico com etanol sobre os níveis de RNAm da 

eNOS. 

Não houve diferença nos níveis de RNAm para a eNOS entre o grupo 

etanol (n= 7) e o grupo controle (n= 7) (Figura 18). 
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Figura 18: Efeito do tratamento crônico com etanol sobre os níveis de RNAm da 

eNOS em anéis de aorta com endotélio. O gráfico mostra os valores de 2ΔΔCt  para a 

eNOS em aorta de ratos do grupo controle e etanol. Os valores foram normalizados 

pelo produto correspondente da reação de RQ-PCR para GAPDH. As barras 

representam a média + EPM de n= 7 para ambos os grupos. 
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5. RESUMO DOS RESULTADOS 

Efeitos da AM 

1) Nossos resultados mostram que o relaxamento mediado pela 

adrenomedulina (AM) em aorta de rato é dependente do endotélio. 

2) O relaxamento envolve a produção de NO, ativação da enzima guanilato 

ciclase e abertura de canais para potássio (K+).  

3) O relaxamento induzido pela AM foi inibido pelo AM22-52, antagonista do 

receptor de AM, mas não pelo CGRP8-37, antagonista do receptor do CGRP. 

Efeitos do Etanol sobre o Sistema AM 

1) O tratamento com etanol (solução 20%) por 6 semanas reduziu a resposta 

de relaxamento induzida pela AM em aorta de rato. 

2) O tratamento com etanol não afetou o relaxamento induzido pela 

acetilcolina, CGRP e nitroprussiato de sódio. 

3) Não houve alteração dos níveis de MMP-2 e de nitrito e nitrato basal após 

tratamento com etanol. 

4) No grupo etanol o AM22-52, antagonista do receptor de AM, não foi capaz de 

inibir a resposta da AM. 

5) O tratamento com etanol aumenta os níveis de RNAm para a pré-pró AM e 

do RAMP 1. 
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6. DISCUSSÃO 

O ganho de peso corporal do grupo etanol se mostrou menor em relação 

ao grupo controle a partir da terceira semana de adaptação e persistiu até o 

final do tratamento. Isso pode ter ocorrido devido aos efeitos prejudiciais do 

etanol sobre digestão e absorção de nutrientes essenciais (Lieber, 1991). O 

consumo de ração do grupo etanol foi menor que do grupo controle durante 

todo o período de tratamento provavelmente devido às calorias fornecidas pelo 

etanol que provoca uma sensação de saciedade nos animais (Aguiar et al., 

2004). A ingestão de líquido também foi menor no grupo etanol durante todo 

tratamento possivelmente devido ao gosto desagradável do etanol (Aguiar et 

al., 2004). 

Os resultados de reatividade vascular do presente estudo foram 

analisados utilizando-se dois parâmetros: o Emax (efeito máximo induzido pelo 

agonista) e o pD2 (-log EC50). Alterações nos valores de Emax e pD2 podem ser 

decorrentes de diferentes fatores, tais como alterações: na densidade dos 

receptores, na afinidade do agonista pelo receptor, no acesso da droga ao 

receptor (solubilidade do agonista, condições iônicas do líquido nutriente e pH), 

ou da musculatura lisa vascular e de mecanismos de transdução intra-celulares 

(Kenakin, 1997).  

Outro fator que influencia a análise dos efeitos promovidos pelos 

agonistas farmacológicos é a geração de substâncias por parte dos tecidos 

estudados. Muitas vezes essas substâncias geradas nos tecidos estabelecem 

interações sinérgicas ou antagônicas com os agonistas estudados, 

constituindo, assim, mecanismos locais moduladores das atividades 

vasomotoras dos agonistas farmacológicos. Com efeito, a atuação destes 
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mecanismos moduladores locais pode modificar o perfil da curva concentração-

resposta e, consequentemente, os parâmetros farmacológicos obtidos pela 

análise das curvas (Kenakin, 1997). Assim, alterações dos valores desses dois 

parâmetros farmacológicos nos fornecem indícios dos possíveis mecanismos, 

anteriormente citados, que poderiam estar envolvidos na alteração da 

reatividade vascular. 

Os valores de Emax e pD2 para a AM, em aorta de ratos, foram 

semelhantes aos previamente descritos na literatura (Yoshimoto et al., 1998; 

Cao et al., 2003). Além disso, nossos resultados confirmam estudos prévios 

onde foi observado que a AM induz relaxamento de maneira dependente do 

endotélio e da concentração (Yoshimoto et al., 1998; Cao et al., 2003). Como o 

tratamento com etanol afetou o relaxamento da AM com endotélio, 

experimentos com outros agonistas foram realizados para avaliar se o efeito do 

etanol era específico sobre a AM ou afetaria outros agonistas. 

O CGRP é um peptídeo que se liga ao mesmo receptor da AM sendo 

que as RAMPs são as responsáveis pela especificidade de ligação do CGRP 

ou da AM (McLatchie et al., 1998). Quanto ao efeito de relaxamento provocado 

pelo CGRP em aorta de ratos, os resultados da literatura mostram ser 

dependente do endotélio vascular (Yoshimoto et al., 1998; Wisskirchen et al., 

1999). Nossos resultados corroboram com os da literatura e mostram que o 

tratamento com etanol não modifica a resposta de relaxamento induzida pelo 

CGRP. Como o receptor da AM e do CGRP é o mesmo, sendo a especificidade 

de ligação determinada pelas RAMPs, pode ser então que o tratamento com 

etanol esteja alterando a ligação das RAMPs ao receptor o que justificaria 

alteração da resposta à AM mas não ao CGRP.  
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A resposta de relaxamento induzida pela acetilcolina em anéis de aorta 

não foi afetada pelo tratamento com etanol após o período de tratamento 

empregado nesse estudo. Esses resultados estão em acordo com os descritos 

por Sahna et al. (2000) e Tirapelli et al. (2008a) que também não observaram 

alteração na resposta de relaxamento induzida pela acetilcolina em aorta de 

ratos tratados com etanol. Por outro lado, foi descrito anteriormente que em 

animais tratados com etanol, ocorreu aumento da resposta de relaxamento 

induzida pela acetilcolina em aorta de ratos (Hatake et al., 1994). É importante 

notar que a grande variabilidade de respostas observada nos diferentes 

estudos com músculo liso vascular pode estar relacionada à dose e/ou duração 

do tratamento com etanol ou ainda aos diferentes protocolos experimentais 

utilizados (Sahna et al., 2000; Utkan et al., 2001). 

O NPS, um doador de NO, também não teve sua resposta alterada pelo 

tratamento. Essa observação está em acordo com resultados prévios da 

literatura (Tirapelli et al., 2008a) e sugere que o tratamento com etanol não 

afeta a via de sinalização do NO no músculo liso vascular. Portanto os 

resultados mostram que o tratamento com etanol induziu alterações específicas 

no sistema AM. 

Como mencionado anteriormente o NO é importante mediador da ação 

da AM. Portanto, alterações em suas concentrações poderiam ser a causa da 

diminuição na resposta da AM. Uma forma de mensurar alterações nas 

concentrações de NO é através da dosagem de nitrato e nitrito que são 

produtos do metabolismo do NO (Lauer et al., 2001). Nossos resultados 

mostram que não houve diferença significativa nas concentrações de nitrato e 

nitrito entre o grupo controle e etanol. Resultados semelhantes foram 
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encontrados por Lizarte et al. (2009) em músculo cavernoso de rato após 

tratamento com etanol 20% durante 4 semanas. No entanto é importante 

salientar que os níveis de nitrato e nitrito descritos aqui representam os níveis 

basais de NO e não o NO gerado em resposta a AM. 

A família das metaloproteinases MMP inclui mais de 20 membros que 

tem estrutura semelhante, mas difere na especificidade por substrato e origem 

celular. Uma característica comum dessas enzimas é sua habilidade para 

degradar componentes da matrix extracelular, sendo essa ação importante em 

condições fisiológicas e patofisiológicas (Brinckerhoff & Matrisian, 2002). 

Partridge et al. (1999) observaram que o consumo crônico de etanol ativa a 

MMP-2 e alguns anos depois Martínez et al. (2004) mostraram que esta enzima 

era capaz de degradar a AM em fragmentos que tinham uma ação 

vasorelaxante menor que a AM e um fragmento com ação vasoconstritora. 

Com base nesses estudos nós investigamos se o tratamento com etanol 

estaria alterando as concentrações de MMP-2 nas aortas o que poderia 

justificar a diminuição no relaxamento provocado pela AM no grupo etanol. Os 

dados mostraram não haver diferença nas concentrações vasculares de MMP-

2 entre o grupo etanol e seu respectivo controle. No entanto, é importante 

ressaltar que nossos resultados não descartam a participação da MMP-2 na 

diminuição da resposta da AM, uma vez que pode estar ocorrendo um aumento 

na atividade da MMP-2 sem alterar suas concentrações vasculares. 

Furchgott & Zawadzki (1980) mostraram a obrigatoriedade da 

participação das células endoteliais da aorta isolada de coelho no relaxamento 

induzido pela acetilcolina, evidenciando que este efeito era mediado por uma 

substância que foi denominada de fator de relaxamento derivado do endotélio. 
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Posteriormente Palmer et al., (1987) identificaram este fator como sendo o NO. 

Além do NO, o endotélio libera outras substâncias vasodilatadoras que 

participam do controle do tônus vascular como a prostaciclina e o fator 

hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF; endothelium derived 

hyperpolarizing factor) (Momboli & Vanhoutte, 1999). Portanto, o endotélio 

participa da regulação do tônus arterial, produzindo e liberando seletivamente 

seus mediadores em resposta a estímulos físicos ou humorais. 

Uma vez que a geração de substâncias por parte dos tecidos estudados 

influencia os efeitos promovidos pelos agonistas farmacológicos (Kenakin, 

1997), é possível sugerir que o tratamento com etanol promoveu alteração na 

liberação, síntese, disponibilidade ou ação dos fatores endoteliais envolvidos 

no relaxamento provocado pela AM o que levou a uma redução do relaxamento 

nos anéis de aorta de animais do grupo etanol. Portanto, os experimentos para 

estudar se o etanol estaria alterando a cascata de sinalização do referido 

peptídeo foram realizados apenas em aortas com endotélio, sendo que para 

isso foi escolhido, com base na literatura (Gout et al.,1999), a concentração de 

10-8 mol/L para o estudo. Os resultados encontrados com a concentração de 

10-8 mol/L foram semelhantes ao do referido trabalho sendo que também na 

administração pontual da AM o grupo etanol apresentou redução na resposta à 

AM corroborando os resultados encontrados na curva concentração-resposta. 

O principal fator derivado do endotélio responsável pela ação da AM é o 

NO (Nishimatsu et al., 2001). Doenças que induzem alterações no sistema 

cardiovascular influenciam o processo de relaxamento induzido pela AM. 

Nesse sentido, Takenouchi et al. (2008) mostraram que em ratos diabéticos o 

relaxamento da AM em anéis de aorta foi reduzido e que essa resposta ocorreu 
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devido a alterações no sistema de produção do NO. Portanto, a via do NO foi 

inicialmente estudada no presente trabalho. O inibidor não seletivo da enzima 

NOS, L-NAME, reduziu significativamente o relaxamento mediado pela AM em 

anéis de aorta do grupo controle. Estes resultados estão de acordo com os da 

literatura que mostraram que inibidores não seletivos da NOS reduzem a 

resposta de relaxamento induzida pela AM (Yoshimoto et al., 1998; Cao et al., 

2003). O L-NAME também reduziu a resposta de relaxamento induzida pela 

AM em anéis de aorta de animais do grupo etanol, sugerindo que o tratamento 

com etanol não alterou a produção/liberação do NO endotelial induzida pela 

AM. Também investigamos qual a isoforma da NOS era responsável pela 

produção do NO em resposta à AM. Para isso foram realizados experimentos 

com o 7-nitroinidazol (inibidor seletivo da nNOS) e 1400W (inibidor seletivo da 

iNOS). O 7-nitroinidazol não alterou a resposta de relaxamento da AM em 

anéis de aorta de animais do grupo controle ou etanol. Resultados semelhantes 

foram observados com o 1400W. Esses resultados sugerem que o NO 

responsável pelo relaxamento da AM é proveniente da eNOS. A formação de 

NO leva a um aumento dos níveis de GMPc  pela ativação da enzima guanilato 

ciclase (Fujitani et al., 1993). No presente estudo, o inibidor seletivo da enzima 

guanilato ciclase solúvel, ODQ (Garthwaite et al., 1995) reduziu o relaxamento 

induzido pela AM confirmando o envolvimento da via NO-GMPc no 

relaxamento mediado por este peptídeo. Além disso, observou-se, que o 

tratamento com etanol não provocou alterações na via de sinalização NO-

GMPc uma vez que o ODQ reduziu o relaxamento induzido pela AM em anéis 

de aorta de animais do grupo controle e etanol. 
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É importante notar que o relaxamento induzido pela AM não é 

exclusivamente mediado pelo NO. Observou-se em coronária de humanos 

(Terata et al., 2000) e na artéria ciliar de suínos (Dettmann et al., 2003), que 

além do NO, os canais para K+ também participam da vasodilatação induzida 

pela AM. Por outro lado, Ishizaka et al. (1994) e Okamura et al. (1997) 

sugeriram que a vasodilatação mediada pela AM é um processo independente 

do endotélio e que envolve a participação do AMPc e da proteína quinase A no 

músculo liso vascular. No entanto, é importante ressaltar que os resultados do 

presente estudo indicam uma redução da resposta de relaxamento induzida 

pela AM após tratamento com etanol. Com base nesses resultados, foram 

realizados experimentos para verificar se o relaxamento mediado pela AM 

envolveria a produção de substâncias vasodilatadoras provenientes da ação da 

enzima ciclooxigenase (Alfranca et al., 2006). A indometacina, um inibidor não 

seletivo da enzima ciclooxigenase, não alterou o relaxamento induzido pela AM 

em anéis de aorta do grupo controle. Resultados semelhantes foram 

observados por Yoshimoto et al., (1998). Como foi mostrado por Tirapelli et al. 

(2006a), o tratamento com etanol aumenta a contração induzida pela fenilefrina 

devido ao aumento na produção de substâncias vasoconstritoras provenientes 

da ação da enzima ciclooxigenase. Portanto, o aumento das referidas 

substâncias poderia ser considerado como a causa na diminuição do 

relaxamento à AM, pois poderiam estar contrapondo o efeito relaxante desse 

peptídeo. No entanto, isso não foi confirmado, pois os resultados mostraram 

não haver diferença no relaxamento da AM no grupo etanol na ausência e 

presença da indometacina. 
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Terata et al., (2000) estudando artéria ciliar de suínos mostraram o 

envolvimento dos canais para K+ na resposta de relaxamento mediada pela 

AM. O tetraetilamônio (TEA), um inibidor não seletivo dos canais para K+, 

reduziu a resposta de relaxamento induzida pela AM em anéis de aorta de 

animais do grupo controle e etanol, sugerindo que a abertura de canais para K+ 

participa do relaxamento induzida pela AM, mas não foi alterada pelo 

tratamento com etanol. 

 Relatos da literatura apontam resultados contraditórios quanto ao 

receptor envolvido no relaxamento vascular induzido pela AM, sendo a 

resposta ao peptídeo dependente do leito vascular e espécie estudada. Por 

exemplo, na artéria da retina de bovinos o relaxamento induzido pela AM é 

inibido pelo, AM22-52 e CGRP8-37, antagonistas dos receptores para a AM e 

CGRP, respectivamente (Boussery et al., 2005). Por outro lado, o relaxamento 

induzido pela AM foi inibido pelo CGRP8-37 mas não pelo AM22-52 na artéria ciliar 

de suínos (Dettmann et al., 2003), artéria coronária de humanos (Hasbak et al., 

2003) e aorta de camundongos (Ashton et al., 2000). 

Em aortas de ratos os resultados da literatura tem mostrado que a AM 

age apenas via seu próprio receptor pois sua resposta foi bloqueada pelo AM22-

52 mas não pelo CGRP8-37 (Yoshimoto et al., 1998., Cao et al., 2003). Nossos 

resultados mostraram que o CGRP8-37, inibidor do receptor do CGRP não 

alterou o relaxamento mediado pela AM, tanto no grupo controle como no 

grupo etanol. Por outro lado o AM22-52, inibidor do receptor de AM inibiu o 

relaxamento mediado pela AM, apenas no grupo controle não apresentando 

efeito de inibição no grupo etanol. Nossos dados corroboram os estudos de 

Yoshimoto et al. 1998 e Cao et al. 2003 onde o relaxamento induzido pela AM 
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em aorta de rato foi inibido pelo AM22-52. Além disso, observamos que o 

tratamento com etanol interferiu na ação do antagonista do receptor da AM. 

Essa alteração na ação do antagonista pode ser decorrente de diferentes 

fatores, tais como alterações: na afinidade do antagonista pelo receptor, no 

acesso da droga ao receptor (solubilidade do antagonista, condições iônicas do 

líquido nutriente e pH) e na densidade dos receptores (Kenakin, 1997). Esse 

último fator tem grande relevância em estudos que investigam os efeitos 

cardiovasculares do etanol, pois vários estudos da literatura mostram que o 

consumo crônico de etanol afeta a expressão de diferentes receptores (Tirapelli 

et al., 2006b; Tirapelli et al., 2008b) e enzimas (Tirapelli et al., 2008a, Tirapelli 

et al., 2008c, Lizarte et al., 2009) no sistema cardiovascular. Além disso, o 

consumo do etanol também altera os componentes do sistema AM vascular. 

Nesse sentido, Wang et al. (1999) e Tomikawa et al. (1999) mostraram que a 

expressão da AM e seu receptor no estômago é alterada pelo tratamento 

agudo com etanol. No presente estudo, avaliou-se a possibilidade de que o 

tratamento crônico com etanol alteraria a expressão da AM, do CRLR, das 

RAMPs (proteínas que modificam a atividade do receptor) e também da enzima 

eNOS na aorta. Os dados mostraram um aumento nos níves de RNAm da pré-

pró-AM e da RAMP1, cuja co-expressão com o CRLR origina o receptor para o 

CGRP (McLatchie et al., 1998). No entanto, não houve alteração nos níveis de 

RNAm para RAMP2 e RAMP3 que, quando co-expressas com o CRLR, 

originam o receptor para AM (McLatchie et al., 1998). A redução na resposta de 

relaxamento da AM em anéis de aorta com endotélio do grupo etanol pode ter 

ocorrido por uma diminuição na expressão de receptores ou das RAMPs. 

Apesar de os experimentos de RQ-PCR não mostraram isso, essa hipótese 
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não pode ser descartada, pois o etanol poderia estar afetando a expressão da 

proteína como foi observado em outros estudos (Tirapelli et al., 2008b, Tirapelli 

et al., 2006b). 

Estudos têm revelado aumento nos níveis circulantes de AM em 

doenças cardiovasculares tais como hipertensão e choque (Richards et al., 

1996; Wang et al., 1995). Tirapelli et al. (2007) mostraram que o tratamento 

com etanol provocou aumento na pressão arterial dos animais quando estes 

foram comparados ao seu respectivo grupo controle. Esse conjunto de dados 

levantam a hipótese que o aumento nos níveis de RNAm da pré-pró AM não 

seja um efeito direto do etanol mas sim conseqüência dos danos causados por 

ele no sistema cardiovascular. 
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7. CONCLUSÃO 

 Os resultados evidenciam que o consumo crônico de etanol reduz a 

resposta de relaxamento induzida pela AM em aorta de ratos e aumenta os 

níveis de RNAm da pré-pró-AM e da RAMP 1 Esses resultados confirmam a 

hipótese do projeto inicial de que o consumo crônico de etanol afeta o sistema 

AM vascular. 
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