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RESUMO 
 

LEITE, LN. Consequências do consumo crônico de etanol sobre a reatividade e 
expressão dos componentes do sistema endotelinérgico em corpo cavernoso de rato. 
Dissertação (Mestrado) - Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São 
Paulo, Ribeirão Preto, 2013. 
 
A endotelina-1 (ET-1) é um peptídeo vasoconstritor que exerce um papel importante no 
controle do tônus do corpo cavernoso.  No entanto, tem sido demonstrado que esse peptídeo 
também está envolvido na disfunção erétil (DE) associada ao diabetes mellitus e hipertensão. O 
consumo de etanol aumenta os níveis plasmáticos de ET-1 e a resposta contrátil a esse peptídeo 
em tecidos vasculares. Os objetivos deste trabalho foram o de estudar as consequências 
funcionais e celulares do consumo crônico de etanol sobre o sistema endotelinérgico no corpo 
cavernoso e identificar os mediadores envolvidos nessa resposta. Ratos Wistar foram divididos 
em dois grupos, os quais receberam água (controle) ou solução de etanol a 20% (vol./vol.) por 
seis semanas. Nossos resultados mostram que em tiras de tecido cavernoso, não houve alteração 
da resposta de relaxamento induzida pela adrenomedulina e nitroprussiato de sódio após 
tratamento com etanol. Com relação à acetilcolina, o consumo crônico de etanol reduziu o 
relaxamento induzido pelo referido agonista. Além disso, observou-se redução dos níveis 
plasmáticos e teciduais de nitrato no grupo etanol. Em conjunto, esses resultados sugerem que o 
tratamento crônico com etanol reduz a síntese/liberação do NO tecidual sem prejuízo em sua via 
de sinalização. O tratamento com etanol aumentou os níveis plasmáticos de ET-1 e a resposta 
contrátil induzida por esse peptídeo em corpo cavernoso de ratos. A contração induzida pela 
fenilefrina ou KCl 120 mmol/L não foi afetada pelo tratamento com etanol, sugerindo que os 
efeitos do tratamento sobre a reatividade do corpo cavernoso não são inespecíficos. O 
antagonista dos receptores ETB, o BQ788, não alterou a resposta de contração induzida pela ET-
1 em corpo cavernoso de animais do grupo controle ou etanol. Não houve alteração da resposta 
de relaxamento induzida pelo IRL1620, um agonista seletivo dos receptores ETB. O tratamento 
com etanol não alterou os níveis de RNAm assim como a expressão protéica dos receptores 
ETB. Esses resultados mostram que o aumento da contração induzida pela ET-1 após tratamento 
com etanol não está relacionado à redução do relaxamento mediado pelos receptores ETB. Em 
nosso estudo o BQ123, antagonista seletivo dos receptores ETA, deslocou a curva cumulativa 
para ET-1 para direita em músculo cavernoso de ratos do grupo controle com consequente 
redução do valor de pD2. O mesmo não foi observado no tecido de animais do grupo etanol, 
indicando que a resposta mediada pelos receptores ETA está favorecida após o tratamento. O 
consumo de etanol não afetou os níveis de RNAm dos componentes do sistema endotelinérgico 
(ET-1, ECE-1, receptores ETA e ETB) e das isoformas da enzima óxido nítrico sintase (NOS) 
(eNOS, nNOS e iNOS), porém aumentou a expressão protéica do receptor ETA, da ET-1 e da 
iNOS no músculo cavernoso. O tratamento com etanol induziu aumento do estresse oxidativo 
sistêmico assim como dos níveis de ânions superóxido (•O2

-) no corpo cavernoso. As espécies 
reativas de oxigênio (ERO), os metabólitos derivados da NOS e da ciclooxigenase (COX) 
modulam negativamente a contração induzida por ET-1 e mostraram-se importantes no 
aumento da contração à ET-1 observada no corpo cavernoso de animais tratados com etanol. O 
Y27632, um inibidor da Rho-cinase, reduziu a resposta contrátil da ET-1 em corpo cavernoso 
de animais de ambos os grupos. Portanto, os resultados mostram que o tratamento com etanol 
aumenta a resposta contrátil da ET-1 por mecanismos que envolvem o aumento da expressão 
dos receptores ETA e das ERO e a via da Rho-cinase. 
 
Palavras chaves: Etanol, Corpo cavernoso, Endotelina-1, Reatividade. 



 

ABSTRACT 
 

LEITE, LN. Consequences of chronic ethanol consumption on the reactivity and 
expression of components of the endothelinergic system in the rat corpus cavernosum. 
Thesis (Masters) - School of Medicine of Ribeirão Preto, University of São Paulo, Ribeirão 
Preto, 2013. 
 
Endothelin-1 (ET-1) is a vasoconstrictor peptide that plays an important role in controlling the 
tone of the cavernosal smooth muscle (CSM). ET-1 is also involved in erectile dysfunction 
(ED) associated with diabetes mellitus and hypertension. Ethanol consumption increases 
plasma levels of ET-1 and the contractile response to this peptide in vascular tissues. This 
study aimed to investigate the cellular and functional consequences of chronic ethanol 
consumption on the endothelinergic system in CSM as well as the mediators involved in this 
response. Male Wistar rats were treated with ethanol 20% (vol./vol.) for 6 weeks. Reactivity 
experiments were performed on isolated CSM. Our findings show that adrenomedullin and 
sodium nitroprusside-induced relaxation was not altered after treatment with ethanol. On the 
other hand, acetylcholine-induced relaxation was reduced in CSM from ethanol-treated rats. 
Moreover, chronic ethanol consumption reduced plasma and CSM nitrate levels. 
These observations suggest that chronic ethanol consumption reduces NO synthesis/release 
but does not alter NO signaling pathway. Ethanol consumption increases plasma levels of ET-
1 and the contractile response to this peptide in isolated CSM. Chronic ethanol consumption 
did not alter the contraction induced by phenylephrine or KCl 120mmol/L in isolated CSM 
strips. These observations suggest that the effects of chronic ethanol consumption on the CSM 
reactivity are nonspecific. BQ788, a selective ETB receptor antagonist, did not alter ET-1-
induced contraction in CSM from both control and ethanol-treated rats. The relaxation 
induced by IRL1620, a selective ETB receptors agonist, was not affected by ethanol 
consumption. mRNA levels and protein expression for ETB receptor were not affected by 
ethanol consumption. We concluded that CSM hyper-reactivity to ET-1 is not related to 
reduction of ETB receptor-mediated relaxation. BQ123, a selective ETA receptor antagonist, 
shifted the concentration-response curve for ET-1 to the right in CSM from control rats. 
However, this response was not observed in CSM from ethanol group, indicating that the 
response mediated by the ETA receptor is favored after ethanol treatment. It was found that 
chronic ethanol consumption did not alter mRNA levels for the components of the 
endothelinergic system (ET-1, ECE-1, ETA and ETB receptors) and the isoforms of nitric 
oxide synthase (NOS) (eNOS, nNOS and iNOS), but increased protein expression for ETA 
receptor, ET-1 and iNOS. Ethanol induced systemic and cavernosal oxidative stress. Reactive 
oxygen species (ROS), metabolites derived from cyclooxygenase (COX) and NOS, modulate 
negatively ET-1-induced contraction and appear to be important mediators of ethanol-induced 
ET-1 hyper-reactivity in the isolated CSM. Y27632, a Rho-kinase inhibitor, reduced ET-1-
induced contraction in CSM from both control and ethanol-treated rats. Our results show that 
chronic ethanol consumption increases ET-1 induced contraction in isolated CSM and that 
this response is mediated by the Rho-kinase pathway and an increase in ROS generation and 
ETA receptor expression. 
 
Keywords: Ethanol, Corpus cavernosum, Endothelin-1, Reactivity. 
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O interior de cada corpo cavernoso é constituído por pequenas cavidades vasculares, 

designadas sinusóides, lacunas ou espaços cavernosos, que são delimitados por endotélio, o 

que permite considerar o pênis um órgão essencialmente vascular. Os espaços sinusóides são 

sustentados por uma rede de trabéculas formadas por tecido muscular liso e conjuntivo, com 

fibras elásticas e de colágeno, onde existem numerosas arteríolas e terminações nervosas 

(Lue, 2003). A vasculatura do tecido erétil difere de vários leitos vasculares por ser composta 

de arteríolas e espaços sinusoidais preenchidos por sangue, onde ambos são delineados por 

células de músculo liso vascular e endotelial (Burnett, 1995; Andersson; Stief, 1997; 

Andersson, 2001). 

A ereção peniana é determinada por mudanças de pressão nos sinusóides do tecido 

cavernoso. Durante o estímulo sexual, a liberação de óxido nítrico (NO) [predominantemente 

pela ativação da enzima óxido nítrico sintase neuronal (nNOS) em nervos não adrenérgico 

não colinérgicos (NANC) e células endoteliais locais] estimula o relaxamento das células do 

músculo liso dos vasos e do corpo cavernoso (Burnett, 1995; Andersson; Stief, 1997; 

Andersson, 2001). A dilatação das arteríolas resulta em aumento do fluxo sanguíneo 

(impulsionado pela força da pressão arterial) para os sinusóides. Simultaneamente, ocorre 

relaxamento da musculatura lisa trabecular levando à dilatação dos espaços sinusoidais. O 

relaxamento do músculo liso vascular das artérias que irrigam o corpo cavernoso, juntamente 

com o relaxamento das células do músculo liso que delineiam os sinusóides, permite a estes 

expandir e acomodar o aumento do influxo sanguíneo. Ao expandirem-se contra a túnica 

albugínea, os sinusóides comprimem as veias responsáveis pelo efluxo sanguíneo e assim 

reduzem a drenagem venosa cavernosa (mecanismo veno-oclusivo) e aumentam a pressão 

intracavernosa. A resultante do aumento do influxo devido à dilatação arteriolar e à redução 

do efluxo resultante da veno-oclusão é a base da ereção peniana (Fregonesi et al., 1999). 

O NO é o principal estimulador da vasodilatação do corpo cavernoso e da ereção 

peniana (Rajfer et al., 1992; Burnett, 1995). O NO é formado, a partir do aminoácido L-

arginina, pela ação enzimática da óxido nítrico sintase (NOS), que existe como três principais 

isoformas: nNOS, NOS induzível (iNOS) e NOS endotelial (eNOS). As três isoformas estão 

presentes no pênis, contudo, nNOS e eNOS são as principais isoformas expressas 

constitutivamente no tecido cavernoso (Rajfer et al., 1992; Burnett, 1995).  

Na ausência de estímulo sexual, a constrição da vasculatura e do tecido cavernoso 

mantém o pênis no estado flácido (não ereto). A contração do tecido cavernoso é 

principalmente determinada em resposta à noradrenalina, liberada de terminais nervosos 

simpáticos. Essa contração estreita o lúmen arteriolar e as cavidades sinusóides restringindo o 
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fluxo sanguíneo para manter uma baixa pressão intracavernosa e, consequentemente, o pênis 

no estado flácido (Burnett, 1995; Andersson; Stief, 1997; Andersson, 2001). 

Além da noradrenalina, a endotelina-1 (ET-1), um peptídeo composto por 21 resíduos 

de aminoácidos, também tem participação importante no processo de contração do tecido 

cavernoso (Mills et al, 2001c). As células do músculo liso do tecido cavernoso não somente 

respondem, mas também sintetizam a ET-1 (Granchi et al., 2002). A síntese da ET-1 ocorre a 

partir da pré-pró-ET-1 que é clivada por endopeptidases em big ET-1, um peptídeo formado 

por 38 resíduos de aminoácidos que é posteriormente clivado pela enzima conversora de 

endotelina (ECE) em ET-1 (D’Orleans-Juste et al., 2002). A expressão de ambos os 

receptores do sistema endotelinérgico, ETA e ETB, tem sido demonstrada em tecido cavernoso 

de humanos (Granchi et al., 2002) e de diversas espécies animais como coelho (Holmquist et 

al., 1992), rato (Bell et al., 1995; Daí et al., 2000) e bovinos (Parkkisenniemi; Klinge, 1996).  

A ET-1 induz a vasoconstrição do tecido cavernoso in vivo predominantemente por 

meio da ativação de receptores ETA (Daí et al., 2000). No pênis, os efeitos biológicos da ET-1 

envolvem a formação de trifosfato de inositol (IP3), aumento da concentração intracelular de 

Ca2+ e ativação da via de sinalização da RhoA/Rho-cinase (Mills et al., 2001b). A RhoA é 

uma pequena proteína G que é ativada pela ligação ao GTP e que pertence a uma família de 

genes homólogos da Ras (Rho), membro A (RhoA). A ativação da RhoA estimula efetores 

tais como a Rho-cinase ou ROCK. A Rho-cinase ativada induz a fosforilação da subunidade 

regulatória da fosfatase da cadeia leve da miosina (MLCP) e inibe a atividade desta, tendo 

como efeito final a inibição da defosforilação da cadeia leve da miosina (MLC20) favorecendo 

a contração do músculo liso e consequente flacidez do corpo cavernoso (Leite et al., 2007). 

Além disso, a ativação da via RhoA/Rho-cinase pela ET-1, via receptores ETA, induz redução 

da expressão da eNOS em corpo cavernoso (Carneiro et al., 2008b). 

Ao contrário dos receptores ETA, a ativação dos receptores ETB no músculo cavernoso 

induz vasodilatação via liberação de NO (Ari et al., 1996). O NO pode influenciar a resposta 

erétil por ativação direta da via de relaxamento do músculo liso ou pela atenuação da ação 

vasoconstritora da ET-1 (Mills et al., 2001a). Em ratos, a injeção intrapeniana de ET-1 induz 

um efeito bifásico dose-dependente. Doses mais baixas induzem um efeito vasodilatador, 

enquanto doses mais altas, um efeito vasoconstritor, sendo que os efeitos deste peptídeo são 

dependentes da quantidade e do local onde são liberados (Ari et al., 1996). 

Além dos efeitos fisiológicos descritos, tem sido demonstrado que a ET-1 está 

envolvida na fisiopatologia da DE. As respostas contráteis para a ET-1 estão aumentadas no 

corpo cavernoso em modelo de diabetes mellitus tipo I (Chang et al., 2003). Esse aumento 
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está associado à maior expressão de receptores ETA e ativação da via de sinalização da Rho-

cinase que leva não somente ao aumento da atividade contrátil da ET-1, mas também diminui 

a atividade da maquinaria molecular responsável pelo relaxamento do tecido cavernoso no 

diabetes. A ET-1 também contribui para a DE em modelos de hipertensão (Carneiro et al., 

2008b). Os mecanismos desencadeados pela ET-1, neste caso, são o aumento da atividade de 

vias de sinalização das quinases reguladas por sinal extracelular (ERK 1/2 – extracellular 

signal-regulated kinases 1 and 2), Rho-cinase e redução da expressão da eNOS. 

Componentes da via metabólica do ácido araquidônico estão presentes no pênis. As 

células musculares lisas do corpo cavernoso de humanos sintetizam e metabolizam vários 

prostanóides localmente (Andersson; Wagner, 1995). Tomboxana (TX) A2 e prostaglandina 

(PG) F2α foram evidenciadas como possíveis moduladores da contração do corpo cavernoso, 

enquanto PGE1 e PGE2 modulam o relaxamento desse tecido (Andersson, 2001). 

Como mencionado anteriormente, o alcoolismo é considerado um importante fator de 

risco no desenvolvimento da DE (Feldman et al., 1994). O alcoolismo é uma doença crônica, 

caracterizada pela dependência de etanol. Seu uso indevido é um dos principais fatores que 

contribui para a diminuição da saúde mundial sendo responsável por 3,8% das mortes. 

Segundo dados de 2004 da Organização Mundial da Saúde (OMS), aproximadamente 2 

bilhões de pessoas em todo o mundo consomem etanol, sendo o Brasil o quarto maior 

consumidor de álcool das Américas (OMS, 2011). Levantamento realizado em 2007 pelo 

SENAD (Secretaria Nacional Antidrogas) investigou os padrões de consumo de álcool na 

população brasileira. O estudo foi realizado em 143 municípios do país e detectou que 52% 

dos brasileiros acima de 18 anos faz uso de bebida alcoólica pelo menos uma vez ao ano. Do 

conjunto dos homens adultos, 11% bebem diariamente e 28% de 1 a 4 vezes por semana 

(SENAD, 2007).  

Foi demonstrado que indivíduos que consomem etanol cronicamente apresentam altos 

índices de DE cuja prevalência pode chegar a 75% (Fahrner, 1987). Além disso, homens que 

consomem etanol cronicamente também apresentam alta prevalência de disfunções sexuais, 

sendo as mais frequentes a dificuldade de ereção, ejaculação retardada e redução da 

frequência sexual (O’Farrell et al., 1997). Dentre essas, destaca-se a dificuldade de ereção 

como o problema mais comum associado ao consumo crônico de etanol (O’Farrell, 1990). 

Wetterling et al. (1999) demonstraram, em estudo com 322 sujeitos, que a prevalência de DE 

é de 6,5% em indivíduos que consomem grande quantidade de etanol frequentemente. Essa 

proporção é reduzida para 1,9% em indivíduos que consomem etanol ocasionalmente, 

mostrando que o padrão de consumo de etanol influencia na prevalência da DE. 
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O consumo crônico de etanol acarreta alterações significativas da função circulatória, 

figurando como um importante fator de risco no desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares (Sun; Mayhan, 2001; Husain et al., 2005, 2007; Tirapelli et al., 2008a). O 

etanol tem sido descrito como um importante indutor de disfunção endotelial que leva a 

alteração da reatividade vascular em aorta (Tirapelli et al., 2006a), carótida (Tirapelli et al., 

2006b), leito mesentérico (Tirapelli et al., 2008a) e  circulação peniana (Lizarte et al., 2009). 

Uma vez que a DE é um processo majoritariamente vasculogênico e intimamente relacionado 

a doenças cardiovasculares (Watts et al., 2007), o consumo crônico de etanol é atualmente 

considerado um fator de risco  no desenvolvimento da DE.  

Alguns estudos experimentais foram realizados com o objetivo de avaliar os 

mecanismos envolvidos nas alterações da função erétil associadas ao consumo crônico de 

etanol. Nesse sentido, Saito et al. (1994) mostraram que o tratamento de coelhos com solução 

de etanol 5% (v/v) por seis semanas resultou em aumento da contração induzida pela 

fenilefrina e KCl, mostrando que o consumo crônico de etanol altera a reatividade do corpo 

cavernoso a diferentes agentes vasoconstritores. Kim et al. (2000) sugeriram que os efeitos do 

etanol sobre a reatividade do corpo cavernoso estariam relacionados ao acetaldeído, um 

metabólito do etanol. Os autores mostraram que a incubação de músculo cavernoso de 

coelhos com diferentes concentrações de acetaldeído leva a redução do relaxamento induzido 

pela acetilcolina e estímulo elétrico, sugerindo que o acetaldeído contribui na DE associada ao 

etanol uma vez que reduz a biodisponibilidade do NO. 

Mais recentemente, Aydinoglu et al. (2008) observaram que após tratamento de 

camundongos com etanol por 7 e 14 dias houve redução da resposta de relaxamento do corpo 

cavernoso à acetilcolina. No entanto, não houve alteração no relaxamento induzido pelo 

nitroprussiato de sódio ou estímulo elétrico. Análise histológica do tecido mostrou que o 

tratamento com etanol induziu lesão endotelial. Esses resultados sugerem que as alterações de 

reatividade do corpo cavernoso associadas ao consumo de etanol envolvem a redução do NO 

endotelial, que é decorrente da lesão endotelial.  

Em estudo recente de nosso grupo de pesquisa, foi mostrado que o tratamento com 

solução de etanol 20% (v/v) por quatro semanas induziu aumento da resposta de contração ao 

estímulo elétrico e redução do relaxamento induzido pela acetilcolina em corpo cavernoso de 

ratos (Lizarte et al., 2009). Observamos ainda que o tratamento com etanol induz redução dos 

níveis plasmáticos de testosterona, que tem sido sugerido como um importante mecanismo 

envolvido na DE associada ao etanol (Gluud et al., 1988). Esses resultados sugerem que o 

etanol induz disfunção endotelial com consequente alteração da reatividade do músculo 
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cavernoso, fato que pode contribuir na fisiopatologia da DE. Além do efeito direto que exerce 

sobre a função erétil, o consumo de etanol acentua os efeitos causados por outros fatores 

indutores da DE. Nesse sentido, mostramos recentemente que o consumo de etanol acentua a 

redução do relaxamento do corpo cavernoso à acetilcolina observada em animais diabéticos 

(Lizarte et al., 2010). Apesar do conhecimento de que o consumo de etanol altera a 

reatividade do corpo cavernoso, não há relatos descrevendo o efeito do consumo de etanol 

sobre a resposta do corpo cavernoso à ET-1. 

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 envolvida na regulação do tônus vascular. Entre os diferentes fatores de 

contração produzidos pelo endotélio está a ET-1, cuja liberação é afetada pela ingestão 

crônica de etanol. O primeiro estudo que relacionou consumo de etanol e o sistema 

endotelinérgico vascular mostrou que o etanol aumenta a liberação de ET-1 e ET-2 em cultura 

de células endoteliais da veia umbilical de humanos de maneira dependente da concentração 

(Tsuji et al., 1992). Posteriormente, Nanji et al. (1994) mostraram que o consumo de etanol 

por 1, 2 e 4 semanas aumenta os níveis plasmáticos de ET em ratos. Slomiany et al. (1999), 

mostraram que o consumo de etanol aumenta os níveis de ET-1 na mucosa bucal de ratos. 

Além de aumentar os níveis plasmáticos e teciduais de ET-1, o tratamento com etanol (20% 

v/v por 2, 6 ou 10 semanas) induz aumento da reatividade vascular à ET-1 em anéis de 

carótida (Tirapelli et al., 2006b). O aumento da resposta contrátil à ET-1 em carótida é 

consequência da redução da expressão de receptores ETB endoteliais responsáveis pela 

vasodilatação. O tratamento crônico com etanol aumenta a resposta pressora da ET-1 e a 

expressão de receptores ETA no coração e leito mesentérico de ratos (Tirapelli et al., 2008b). 

Por outro lado, houve redução da expressão de receptores ETB na aorta e no rim de animais 

tratados cronicamente com etanol. Esse conjunto de resultados sugere que o aumento da 

reatividade vascular à ET-1 e a alteração dos níveis de receptores ETA e ETB pode ser 

importante para a patogênese das complicações cardiovasculares associadas ao etanol. Além 

de afetar a resposta mediada pela ET-1, o tratamento com etanol é capaz de alterar a produção 

desse peptídeo em diferentes tecidos. Slomiany et al. (2000) mostraram que o consumo 

crônico de etanol leva ao aumento da atividade da ECE-1 na mucosa bucal de ratos com 

consequente aumento da produção de ET-1.  

Apesar dos estudos mostrarem que o consumo de etanol afeta a reatividade do corpo 

cavernoso, pouco se sabe sobre os mediadores associados aos efeitos induzidos pelo consumo 

crônico de etanol na função erétil. Como mencionado anteriormente, a ET-1 está associada à 
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fisiopatologia da DE em modelos de diabetes e hipertensão. Uma vez que o consumo de 

etanol aumenta a produção de ET-1, assim como sua resposta em diferentes vasos, esse 

peptídeo poderia ter papel importante na DE associada ao consumo de etanol.  

O dano vascular causado pelo etanol inclui alteração do estado de oxidação e 

consequente formação de espécies reativas de oxigênio (ERO) (Haorah et al., 2005). A 

ativação do receptor ETA leva à formação de ERO sendo que esse processo está associado a 

doenças cardiovasculares como a aterosclerose (Romero et al., 2009). As ERO oxidam 

biomoléculas como proteínas e DNA e iniciam o processo de lipoperoxidação que leva a 

disfunção endotelial (Mutlu-Teurkoglu et al., 2000). Além da disfunção vascular, as ERO têm 

sido descritas como importantes mediadores moleculares no processo de contração vascular 

induzido pelo etanol (Zheng et al., 1998; Li et al., 2001; Yogi et al., 2010). Além disso, as 

ERO desempenham importante função na alteração da reatividade do músculo cavernoso na 

DE em modelos experimentais de hiperhomocisteinemia e diabetes (Jones et al., 2005; 

Morano et al., 2007).  

Apesar do pouco conhecimento sobre a formação de ERO na circulação peniana após 

ingestão crônica do etanol, estudos empregando vasos mostram que o aumento do estresse 

oxidativo induzido pelo etanol aparece como um importante mecanismo da disfunção 

vascular. Nesse sentido, Sun e Mayhan (2001) observaram que o etanol induz estresse 

oxidativo e reduz o relaxamento de artérias cerebrais mediado pelo NO, sendo esse efeito 

revertido por antioxidantes. Husain et al., (2005) sugeriram que o consumo crônico de etanol 

induz hipertensão por um mecanismo de disfunção endotelial causada pelas ERO com 

consequente redução da produção de NO. Mais recentemente, esse mesmo grupo de 

pesquisadores mostrou que o consumo de etanol induz aumento da atividade da enzima 

NAD(P)H oxidase, aumento da resposta contrátil à fenilefrina e redução da resposta de 

relaxamento à acetilcolina em aorta de ratos (Husain et al., 2007). Esse conjunto de dados 

sugere que o passo inicial para a disfunção endotelial associada ao etanol envolve a formação 

de ERO, sendo esse processo mediado pela enzima NAD(P)H oxidase. Essa enzima é uma 

importante fonte de ânions superóxido (•O2
-) nas células endoteliais e do músculo liso 

vascular (Mohazzab et al., 1994; Griendling et al., 2000).  

A enzima NAD(P)H oxidase é constituída por 5 subunidades: p47phox, p67phox, 

p40phox, p22phox e a subunidade catalítica gp91phox. As subunidades p47phox, p67phox e 

p40phox estão localizadas no citoplasma enquanto as subunidades gp91phox e p22phox estão 

localizadas na membrana, onde elas ocorrem sob a forma de uma flavoproteína 

heterodimérica, o citocromo b558. A NAD(P)H oxidase encontra-se normalmente em seu 
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estado não ativado, mas após estimulação celular, a subunidade p47phox é fosforilada e as 

unidades citoplasmáticas formam um complexo que se transloca até a membrana. Tal 

complexo se associa ao citocromo b558 para formar a enzima ativa que tem por função 

transferir elétrons do substrato (NADPH ou NADH) para o O2, formando assim o •O2
- 

(Paravicini; Touyz, 2008). É interessante notar que a ET-1 é um importante ativador da 

NAD(P)H via receptores ETA com consequente aumento dos níveis de •O2
- nas células 

endoteliais (Romero et al., 2009).  

Apesar de alguns estudos descreverem que o consumo crônico de etanol acarreta 

aumento da pressão arterial, alterações das respostas vasculares a agentes vasoativos e 

liberação de substâncias que controlam as funções vasculares, não há relatos sobre o efeito da 

ingestão crônica de etanol sobre o sistema endotelinérgico no músculo cavernoso. Portanto, 

torna-se pertinente o estudo das consequências funcionais e celulares do consumo crônico de 

etanol sobre o sistema endotelinérgico no corpo cavernoso bem como dos mediadores 

envolvidos nessa resposta, uma vez que esse peptídeo desempenha importante função no 

processo de ereção. Com base nos dados da literatura, a hipótese do presente estudo é a de que 

o consumo crônico de etanol estimule o sistema endotelinérgico peniano que por sua vez 

induzirá a produção de ERO (via NAD(P)H oxidase) e ativação das vias de sinalização da 

RhoA/Rho-cinase. Esse processo levaria a alterações da reatividade do músculo cavernoso e 

da biodisponibilidade do NO. 
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2 OBJETIVOS 
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Estudar as consequências do consumo crônico de etanol sobre o sistema 

endotelinérgico pela avaliação da reatividade do corpo cavernoso à ET-1, bem como os 

mecanismos envolvidos na modulação da resposta induzida por esse peptídeo.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
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3.1 Animais 

 

 

Foram utilizados ratos Wistar adultos, com idade média entre 40 e 50 dias (200-250 

g), provenientes do Biotério Central do Campus de Ribeirão Preto, Universidade de São 

Paulo. Todos os protocolos descritos foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) do Campus de Ribeirão Preto – USP (Protocolo 10.1.1084.53.6).  

 

 

3.2 Grupos experimentais 

 

 

Os animais foram divididos em dois grupos:  

1) Grupo controle: recebeu água “ad libitum”;  

2) Grupo experimental tratado com etanol (etanol): recebeu diariamente uma solução 

de etanol a 20% em água (vol./vol.). 

Os animais do Grupo Etanol foram condicionados a um breve período de adaptação 

gradativa do consumo de etanol, para adaptação dos mesmos ao modelo experimental. Tal 

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 tratamento (Tirapelli et al., 

2006a,b). Ao término da 6a semana do início do experimento, animais dos dois grupos foram 

mortos para realização dos experimentos funcionais e bioquímicos. Foram realizadas 

mensurações do peso inicial e final dos animais dos dois grupos experimentais. 

 

 

3.3 Medida dos níveis de etanol no sangue 

 

 

O sangue foi coletado da aorta abdominal de animais anestesiados com 

cetamina/xilasina (80/10mg/Kg), 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 
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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 g de 

etanol / L de sangue.  

Objetivo: Verificar os níveis sanguíneos de etanol após 6 semanas de tratamento. 

 

 

3.4 Medida dos níveis de ET-1 no plasma 

 

 

O sangue dos animais anestesiados com isoflurano foi coletado da aorta abdominal 

utilizando-se seringas heparinizadas. Em seguida, o sangue foi centrifugado a 4.000g por 15 

minutos e o plasma coletado e armazenado a -80oC. O ensaio para determinação da ET-1 

plasmática foi realizado pela técnica de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) 

seguindo-se as instruções do fabricante do kit utilizado (EDN1, USCN-LIFE™, China). 

Objetivo: Avaliar se ocorre alteração da produção de ET-1 após tratamento com 

etanol. 

 

 

3.5 Estudo funcional da reatividade do corpo cavernoso in vitro 

 

 

Os animais foram anestesiados com isoflurano e posteriormente sacrificados por 

exsanguinação seguida de rompimento do diafragma. O pênis foi isolado do animal, no nível 

da sua fixação ao osso ísquio, removeu-se a veia dorsal peniana, uretra e tecido esponjoso. 

Duas preparações de tira de corpo cavernoso de 1 cm foram obtidas de cada pênis. Em 

seguida, as tiras do tecido cavernoso foram montadas em sistema de banho de órgão isolado 

contendo solução de Krebs cuja composição é (mmol/L): NaCl 130; KCl  4,7; KH2PO4  1,2; 

MgSO4.7H2O  1,2; NaHCO3  15; Glicose 5,5; CaCl2.2H2O  1,6; pH 7,4. Uma das 

extremidades do tecido foi conectada a um suporte fixo e ajustável e a outra a um transdutor 

isométrico de força. As modificações de tônus vascular foram registradas através do sistema 

de aquisição de sinais TRI201 (Panlab, Espanha) e processadas pelo software ChartPro 5 

(ADInstruments, Austrália). Os tecidos foram mantidos a uma temperatura constante de 37oC 
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e gaseificados com mistura carbogênica (95% O2 e 5% CO2). As preparações permaneceram 

em repouso durante 60 minutos sob tensão de 3 mN para estabilização (Carneiro et al., 

2008a,b). Em seguida, os tecidos foram estimulados com KCl (120 mmol/L) até a reprodução 

da amplitude da resposta máxima contrátil (Carneiro et al., 2008b). 

 

 

3.5.1 Protocolos experimentais para avaliação do efeito do tratamento com etanol sobre 

a reatividade do corpo cavernoso 

 

 

A reatividade do corpo cavernoso foi estudada a partir da obtenção de curvas 

concentração-resposta para ET-1 (0,1 nmol/L a 1 µmol/L) (Carneiro et al., 2008a,b) e 

fenilefrina (0,1 µmol/L a 100 µmol/L). As curvas para acetilcolina (ACh, 0,001 µmol/L a 

1000 µmol/L), nitroprussiato de sódio (NPS, 10 nmol/L a 1000 µmol/L) e adrenomedulina 

(AM, 10 fmol/L a 0,1 µmol/L) foram obtidas em tecidos pré-contraídos com fenilefrina (10 

µmol/L). A concentração de fenilefrina utilizada (10 µmol/L) nos protocolos de relaxamento 

induziu o mesmo nível de pré-contração nas preparações dos dois grupos experimentais. As 

respostas contráteis induzidas pela fenilefrina e ET-1 foram expressas como a porcentagem de 

contração relativa à amplitude da resposta máxima contrátil obtida com KCl 120 mmol/L. As 

respostas de relaxamento induzidas pela ACh, AM e NPS foram expressas como a 

porcentagem de relaxamento relativa à pré-contração com fenilefrina. A partir das curvas 

concentração-resposta, 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).  

Após o término dos protocolos experimentais, os corpos cavernosos foram 

desidratados sobre papel filtro durante 24 horas e posteriormente pesados em balança analítica 

(Shimadzu- AUW220D). 

Objetivo: Verificar se o tratamento com etanol altera a resposta induzida pela ET-1, 

fenilefrina, NPS, AM e ACh em corpo cavernoso de rato. 
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3.5.2 Protocolos experimentais para o estudo dos mecanismos envolvidos no efeito do 

tratamento com etanol sobre a reatividade do corpo cavernoso à ET-1 

 

 

3.5.2.1 Efeito dos antagonistas BQ788 e BQ123 sobre a resposta de contração induzida 

pela ET-1 

 

 

Curvas concentração resposta para ET-1(0,1 nmol/L a 1 µmol/L)  foram obtidas após 

incubação por 30 minutos com BQ123 (1 µmol/L), um antagonista seletivo dos receptores 

ETA. Em outra etapa do estudo, corpos cavernosos de ratos controle e etanol foram pré-

incubados por 30 minutos com antagonista seletivo dos receptores ETB, BQ788 (3 µmol/L).  

Objetivo: Verificar a participação dos receptores ETA e/ou ETB no aumento da 

contração à ET-1 induzido pelo tratamento com etanol. 

 

 

3.5.2.2 Efeito do tratamento crônico com etanol sobre a resposta de relaxamento 

induzida pelo IRL1620 

 

 

Curvas concentração-resposta para o IRL1620 (0,001 a 10 nmol/L), agonista seletivo 

dos receptores ETB, foram obtidas em corpos cavernosos de animais controle e etanol, pré-

contraídos com fenilefrina (10 µmol/L). 

Objetivo: Verificar se o tratamento com etanol altera o relaxamento mediado pelos 

receptores ETB em corpo cavernoso de rato. 

 

 

3.5.2.3 Efeitos do tiron, peg-catalase e DMTU sobre a resposta contrátil induzida pela 

ET-1 

 

 

A participação de ERO na contração induzida por ET-1 foi estudada por realização de 

curva concentração-resposta para esse agonista (0,1 nmol/L a 1 µmol/L) em corpos 

cavernosos de animais controle e etanol, em presença do sequestrador de •O2
-, tiron (100 
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µmol/L), ou sequestrador de •OH, DMTU (100 µmol/L), ou da enzima que decompõe o H2O2, 

peg-catalase (250 U/mL), pré-incubados durante 30 minutos.  

Objetivo: Verificar se há participação das ERO na contração induzida pela ET-1 e 

avaliar a participação na resposta de contração após tratamento com etanol. 

 

 

3.5.2.4 Efeitos do L-NAME, 1400W e 7-nitroindazol sobre a resposta de contração 

induzida pela ET-1 

 

 

A participação dos metabólitos derivados das isoformas da NOS na contração induzida 

pela ET-1 foi estudada por realização de curva concentração-resposta para ET-1 em corpo 

cavernoso de animais controle e etanol na presença do inibidor não seletivo da NOS, L-

NAME (100 µmol/L), ou de inibidores seletivos para nNOS, 7-nitroindazol (7-Ni) (100 

µmol/L) , e iNOS, 1400W (0,1 µmol/L). Os tecidos foram pré-incubados com os inibidores 

por 30 minutos. 

Objetivo: Verificar se o NO modula a contração induzida pela ET-1 e avaliar se o 

tratamento com etanol altera o efeito modulador do NO sobre a resposta de contração 

induzida pela ET-1. 

 

 

3.5.2.5 Efeitos do SC-560 e SC-236 sobre a resposta de contração induzida pela ET-1 

 

 

A participação dos metabólitos derivados das isoformas específicas da enzima 

ciclooxigenase (COX) na contração induzida pela ET-1 foi estudada por realização de curva 

concentração-resposta para ET-1 em corpo cavernoso de animais controle e etanol na 

presença dos inibidores seletivos da COX-1, SC-560 (1 µmol/L) ou COX-2, SC-236 (10 

µmol/L), pré-incubados por 30 minutos. 

Objetivo: Verificar se há participação de metabólitos da COX na contração induzida 

pela ET-1 e avaliar a participação desses prostanóides na resposta de contração após 

tratamento com etanol. 
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3.5.2.6 Efeitos do Y27632 sobre a resposta de contração induzida pela ET-1 

 

 

A participação da Rho-cinase na contração induzida pela ET-1 foi estudada por 

realização de curva concentração-resposta para ET-1 em corpo cavernoso de animais controle 

e etanol na presença do inibidor Y27632 (1 µmol/L), pré-incubado por 30 minutos. 

Objetivo: Verificar se há participação da Rho-cinase na contração induzida pela ET-1 

e avaliar a participação dessa enzima na resposta de contração após tratamento com etanol. 

 

 

3.6 Determinação de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) no plasma 

 

 

As amostras para esse ensaio foram preparadas adicionando: 25 µL de plasma, 25 µL 

de solução SDS e 1 mL de reativo de cor. As amostras foram aquecidas (100oC, 1 hora) e em 

seguida colocadas em gelo. Após 10 minutos, as amostras foram centrifugadas (1600 g, 10 

min, 4oC). O sobrenadante foi coletado e a absorbância lida a 540 nm em placa de 96 poços 

em espectrofotômetro. O cálculo da concentração de TBARS foi feito por meio de uma curva 

padrão de bis-malonaldeído (MDA) e representada como nmol/mL de plasma. O ensaio foi 

realizado por método colorimétrico pelo kit comercial TBARS Assay (Cayman Chemical 

Company, EUA) 

Objetivo: Avaliar se o tratamento com etanol aumenta o estresse oxidativo sistêmico. 

 

 

3.7 Detecção de •O2
- tecidual pelo método de quimioluminescência da lucigenina 

 

 

O tecido foi homogeneizado em tampão fosfato pH 7,4 (20 mmol/L de KH2PO4, 1 

mmol/L de EGTA e 150 mmol/L de sacarose). A reação iniciou-se pela adição de NADPH 

(0,1 mmol/L) a uma suspensão (com volume final de 250 µL) contendo amostra (50 µL), 

lucigenina (5 µmol/L) e tampão fosfato pH 7,4. Os valores foram obtidos a partir da subtração 

do valor basal (obtido pela medida da amostra, tampão fosfato mais lucigenina) pelo valor 

obtido após adição de NADPH. Foram realizados 30 ciclos de leitura para cada amostra. O 

conteúdo protéico das amostras foi analisado pelo método de Lowry (Bio-Rad, EUA). Os 
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resultados foram normalizados pela concentração protéica de cada amostra e expressos como 

URL (unidades relativa de luz) / mg de proteína (Yogi et al., 2010).  

Objetivo: Avaliar se o tratamento com etanol aumenta os níveis de •O2
- no corpo 

cavernoso de rato. 

 

 

3.8 Determinação dos níveis de nitrato plasmático e tecidual 

 

 

As amostras de sangue de ratos controle e etanol foram coletadas em tubos contendo 

500 µL de heparina (10 U/mL) e centrifugadas (4000 g, 4ºC, 20 minutos) para a obtenção do 

plasma. O plasma foi estocado à -80ºC até o momento das dosagens de nitrato. O tecido foi 

homogeneizado em 500 µL de salina. Para as dosagens de nitrato plasmático e tecidual, 

procedeu-se a desproteinização de alíquotas de 50 µL das amostras por precipitação, 

utilizando 100 µL de etanol absoluto à 4ºC, seguido de agitação e mantidas por 30 minutos 

em freezer (-20ºC). Em seguida foram submetidas à centrifugação (10000 g, 25ºC, 5 minutos).   

A medida do nitrato foi realizada pela 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 µL, que foi 

injetado na câmara de reação do analisador, contendo um agente redutor (0,8% de cloreto de 

vanádio em 1 N de HCl à 95ºC) o qual converte  o  nitrato  em  NO,  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 fotossensível 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, em que a 

área sob a curva gerada pela corrente elétrica corresponde à concentração de nitrato na 

amostra. 

A curva padrão foi preparada com nitrato de sódio nas concentrações 5, 10, 25, 50 e 

100 µmol/L. Os valores de nitrato plasmático foram expressos em µmol/L. Analisou-se o 

conteúdo protéico das amostras teciduais pelo método de Lowry (Bio-Rad, EUA). Os 

resultados foram normalizados pela concentração protéica de cada amostra e expressos como 

µmol/L/mg de proteína. 
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Objetivo: Avaliar se ocorre alteração na biodisponibilidade de NO após tratamento 

com etanol. 

 

 

3.9 Reação em cadeia da polimerase em tempo real (Real Time-PCR) 

 

 

3.9.1 Extração e homogeneização do tecido 

 

 

Os corpos cavernosos de animais do grupo controle e etanol foram rapidamente 

isolados e congelados em nitrogênio líquido. Acrescentou-se 1mL de TRIZOL® (isotiocianato 

de guanidina em solução de fenol) aos tecidos congelados. A homogeneização foi realizada 

em gelo. 

 

 

3.9.2 Extração do RNA 

 

 

Após a incubação do homogenato durante 5 minutos em temperatura ambiente, foi 

adicionado 200 µL de clorofórmio para 1 mL de trizol. Os tubos foram agitados 

vigorosamente durante 15 segundos e incubados por 2 a 3 minutos em temperatura ambiente. 

As amostras foram centrifugadas (11800g, 15 minutos, 4°C), e a fase aquosa (superior) foi 

transferida para outro tubo. 

 

 

3.9.3 Precipitação do RNA 

 

 

A fase aquosa anteriormente transferida para novo tubo foi acrescida de 10µL de 

glicogênio (20 mg/mL) e 500 µL de  isopropanol, ambos gelados. Os tubos foram misturados 

por inversão e incubados em -80°C por, no mínimo, 3 horas. Em seguida, as amostras foram 

centrifugadas (11800g , 15 minutos, 4°C). O sobrenadante foi desprezado e adicionou-se 1 

mL de etanol 75% (em água DEPC [dietil pirocarbonato] inativa 0,01%) ao pellet. As 
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amostras foram agitadas em vortex e centrifugadas (7500g, por 5 minutos a 4°C). Verteu-se o 

sobrenadante, incubou-se o pellet a temperatura ambiente por 5-10 minutos. O pellet foi 

ressuspendido em 16 µL de água DEPC.  

 

 

3.9.4 Quantificação do RNA 

 

 

A quantificação foi realizada por espectrofotometria (260 nm) no aparelho 

NANODROP (Thermo Scientific, USA). O critério de pureza utilizado foi a razão 260Ácido 

nucléico/280Proteína aproximadamente 1,8. Uma razão menor que 1,8 é indicativo de 

contaminação por proteínas, enquanto uma razão maior é indicativo de contaminação por 

fenol. A concentração foi fornecida em ng/µL, e utilizou-se para leitura 2 µL de amostra.  

 

 

3.9.5 Gel de integridade do RNA 

 

 

A agarose (1,2 g) foi dissolvida em 100 mL de Tris-borato-EDTA (TBE) 1x por 

aquecimento. Resfriou-se o gel sob água corrente e foram adicionados 2 µL de brometo de 

etídio (0,5 µg/mL), em capela de exaustão. Após esse procedimento foi realizada eletroforese 

para verificar a integridade do RNA pela visualização das bandas 18S e 28S. 

Foi aplicado no gel, por poço, 5 µL de cada amostra de RNA a 200 ng/µL (1 µg de 

RNA) ressuspendido em água DEPC. A eletroforese foi feita nas condições de 80 volts por 60 

minutos. O gel foi observado em ultravioleta e fotografado com câmera digital Kodak Digital 

Science DC120 Zoom (Eastman Kodak Company, Rochester, USA). 

 

 

3.9.6 Reação de Transcriptase Reversa 

 

 

A reação de transcrição reversa é o processo pelo qual o RNA é usado como um molde 

para sintetizar cDNA. Para esta reação foi utilizado o Kit Multiscrib reverse transcription 

(Life Technologies). A reação foi preparada com 2 µL de tampão (10x), 2 µL de solução de 
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primers randômicos (10x), 0,8 µL de solução de dNTPs (25x), 1 µL de solução de enzima 

Multiscrib RT (50 U/µL), 1 µL de inibidor de RNase (20 U/µL), 0,25 µL de solução de 

primers oligo-dT (0,5 µg/µL), 5 µL de cada amostra de RNA (200 ng/µL), totalizando um 

volume de 20 µL.  

As amostras foram incubadas a 25°C por 10 minutos, 37°C por 120 minutos e 85°C 

por 5 minutos. O cDNA obtido foi armazenado a -20°C até as reações de Real Time-PCR. 

 

 

3.9.7 Real Time-PCR 

 

 

A expressão dos genes foram quantificadas pelo sistema TaqMan (Life Technologies). 

Este sistema utiliza sonda fluorescente para permitir a detecção de produto específico 

conforme este se acumula durante os ciclos de PCR. Uma sonda (oligonucleotídeo) é 

construída contendo um corante reporter fluorescente na extremidade 5´ e um corante 

quencher (silenciador) na extremidade 3´. Enquanto a sonda está intacta, a proximidade do 

quencher reduz bastante a fluorescência emitida pelo corante reporter através da transferência 

de energia por ressonância de fluorescência (FRET) através do espaço. Se a sequência alvo 

estiver presente, a sonda se anela logo após um dos primers e é clivada pela atividade da 

nuclease 5´ da  Taq  DNA  polimerase  enquanto  o primer é estendido. Esta clivagem da 

sonda separa o corante reporter do corante quencher, aumentando o sinal do corante reporter, 

além de remover a sonda da fita alvo, permitindo que a extensão do primer continue até o 

final da fita molde. 

A reação foi constituída de 5 µL de tampão TaqMan gene expression Master Mix (2x) 

(Life Technologies), 0,5 µL de cada ensaio TaqMan (20x) e 4  µL de cDNA (diluído 1:15), 

totalizando um volume de 10 µL com água Mili-Q. As amostras foram incubadas a 50°C por 

2 minutos, em seguida a 95°C por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos 

e 60°C por 1 minuto no aparelho Step One Plus (Life Technologies). Para o controle negativo 

utilizou-se um tubo contendo somente a mistura de compostos para reação, sem amostra. 

Foram analisados os seguintes genes (Life Technologies): pré-pró-ET-1 

(Rn00561129_m1), ECE-1 (Rn00585943_m1), receptor ETA (Rn00561137_m1), receptor 

ETB (Rn00569139_m1), nNOS (Rn00583793_m1). Também foram avaliados os genes 

(Integrated DNA Technologies): iNOS (Rn.PT.47.13446725) e eNOS (Rn.PT.47.6917365). 

Utilizou-se o GAPDH (Rn.PT.47.12624405) como controle interno para a co-amplificação. 



Materiais e Métodos - 39 

 

Fixou-se um valor de treshold para cada gene. O treshold é um nível de sinal reporter 

normalizado que é usado para determinação do Ct (ciclo treshold) em ensaios de Real Time.  

Este deve ser ajustado acima do sinal fluorescente de fundo emitido durante os primeiros 

ciclos de PCR, antes do instrumento de PCR em tempo real detectar a amplificação do 

produto de PCR (baseline). No entanto, deve ser suficientemente baixo para se encontrar 

dentro da região de crescimento exponencial de uma curva de amplificação. 

O Ct é o número do ciclo no qual a fluorescência gerada dentro de uma reação cruza a 

linha threshold. Os valores de Ct são logarítmicos e são usados para as análises quantitativas.  

A expressão gênica foi analisada pelo método de 2-∆∆Ct. Calculou-se a média de Ct e 

desvio padrão das triplicatas. Quando o desvio padrão foi maior que 0,2 ciclos, o valor da 

triplicata mais discrepante foi excluído e recalculou-se a média. Os valores de 2-∆∆Ct de cada 

amostra foram normalizados (log10) e os grupos foram comparados por teste “t” de Student. 

Objetivo: Avaliar se ocorre alteração da expressão do RNAm da pré-pró-ET-1, ECE-

1, dos receptores ETA e ETB, nNOs, eNOS e iNOS em corpo cavernoso após tratamento com 

etanol. 

 

 

3.10 Western immunoblotting 

 

 

Tecidos cavernosos dos animais dos grupos controle e etanol foram homogeneizados 

em um coquetel de inibidores usando um homogeneizador mecânico de tecidos. O ensaio de 

Lowry foi utilizado para medir a concentração de proteína. Após a quantificação proteica de 

cada amostra, foi realizada diluição das mesmas utilizando tampão Laemmli (6x). As 

amostras foram aquecidas por 5 minutos a 95°C e em seguida colocadas no gelo por 10 

minutos. Após esse período, os tubos foram centrifugados rapidamente. Um total de 60 µg de 

proteínas foi submetido à eletroforese em gel de poliacrilamida (12%, 10% ou 7,5%) por 

1hora e 30 minutos a 100V em aparelho para mini-gel (mini Protean III, Bio-Rad, CA, EUA). 

A porcentagem de acrilamida de 12% foi adequado para a separação das proteínas eNOS total 

e fosforilada (Ser1177), nNOS  e iNOS; de 10% para ECE-1 e receptores ETA e ETB; e de 7,5% 

para ET-1. A seguir as proteínas foram eletricamente transferidas para membrana de 

nitrocelulose (Bio-Rad, CA, EUA) a 100 V por 2 horas e 30 minutos. A eficácia da 

transferência foi verificada pela coloração vermelho de Ponceau. As membranas foram 

incubadas em tampão de salina Tris (TBS-T) contendo Tris base (10 mmol/L), NaCl (150 
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mmol/L), Tween 20 (0,02%) e leite desnatado (7%) por 1 hora para reduzir a ligação 

inespecífica dos anticorpos às proteínas na membrana. Após o bloqueio as membranas foram 

incubadas com anticorpo primário por 12 horas a 4oC. Os seguintes anticorpos foram 

utilizados: anti-ETA (diluição 1:250, Santa Cruz Biotechnology), anti- ETB (diluição 1:500, 

Santa Cruz Biotechnology), anti-ET-1 (diluição 1:500, Santa Cruz Biotechnology), anti- ECE-

1 (diluição 1:500, Santa Cruz Biotechnology), anti-fosfo-eNOS (Ser1177) (diluição 1:1000, 

Santa Cruz Biotechnology), anti-eNOS total (diluição 1:1000, Sigma Aldrich), anti-nNOS 

(diluição 1:500, Cell Signaling Technology), anti-iNOS (diluição 1:500, Sigma Aldrich). A β-

actina (1:5000, Santa Cruz Biotechnology) foi usada como um controle interno. A seguir as 

membranas foram incubadas com anticorpo secundário (1:1000) ligado a peroxidase por 1 

hora e 30 minutos, sob agitação e à temperatura ambiente. Os sinais foram revelados por 

quimioluminescência, pela exposição das membranas a solução reveladora 

quimioluminescente (1:1) (Kit SuperSignal West Pico Chemilumiscent Substrate, Pierce, IL, 

EUA). A intensidade das bandas foi avaliada por análise densitométrica utilizando-se o 

software Image J (versão 1.45s) para determinar o nível de expressão protéica. A intensidade 

das bandas foi medida e os sinais expressos em relação à intensidade da banda da β-actina em 

cada amostra.  

Objetivo: Avaliar se ocorre alteração da expressão protéica dos receptores ETA e ETB, 

eNOS total e fosforilada (Ser1177), nNOS , iNOS, ECE-1 e ET-1 em corpo cavernoso após 

tratamento com etanol. 

 

 

3.11 Análise estatística 

 

 

A análise estatística utilizada para comparação entre os grupos foi a análise de 

variância de uma via (ANOVA), seguida do pós-teste de Bonferroni ou teste “t” de Student 

não pareado, utilizando o programa  GraphPad  Prism®  (versão  5.0 Prism, GraphPad, USA). 

Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 
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4 RESULTADOS 
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4.1 Medida dos níveis de etanol no sangue 

 

 

A concentração de etanol no sangue de animais tratados por 6 semanas foi de 1,91± 

0,21 g/L, n=11  (aproximadamente 41mmol/L). Não foi detectado etanol no sangue de 

animais do grupo controle. 

 

 

4.2 Efeito do tratamento crônico com etanol sobre o peso dos animais 

 

 

O peso corporal dos ratos antes do início do tratamento não foi diferente entre os 

grupos etanol e controle. Houve menor ganho de peso nos animais do grupo etanol após 6 

semanas de tratamento quando comparado ao grupo controle (Figura 2 ). 
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Figura 2: Efeito do tratamento crônico com etanol sobre o peso dos animais. As barras representam o peso 
corporal de ratos controle e etanol antes e após o tratamento por 6 semanas. Os dados representam a média ± 
EPM (n= 50 para cada grupo). * diferença significativa em relação aos grupos controle e etanol no início do 
tratamento; # diferença significativa em relação ao grupo controle ao término do tratamento (p<0,05, ANOVA 
seguida pelo pós-teste de Bonferroni). 
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4.3 Medida dos níveis plasmáticos de ET-1 

 

 

Observou-se aumento significativo dos níveis plasmáticos de ET-1 após tratamento 

com etanol (Figura 3). 
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Figura 3: Efeito do consumo crônico de etanol sobre os níveis plasmáticos de ET-1. As barras representam 
os níveis plasmáticos de ET-1 em animais do grupo controle e etanol. Os dados representam a média ± EPM de 
n=10 para o grupo controle e n=11 para o grupo etanol. * diferença significativa em relação ao grupo controle (p 
< 0,05, Teste t de Student). 

 

 

4.4 Efeito do tratamento crônico com etanol sobre o peso seco (g) das tiras de tecido 

cavernoso 

 

 

Os valores do peso seco (g) dos corpos cavernosos estão representados na Figura 4. O 

tratamento com etanol não alterou o peso seco das tiras de corpo cavernoso. 
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Figura 4: Efeito do tratamento crônico com etanol sobre o peso seco dos corpos cavernosos. As barras 
representam a massa seca de tiras de corpos cavernosos de ratos controle e etanol. Os dados representam a média 
± EPM (n= 50 para cada grupo). 

 

 

4.5 Efeito do tratamento crônico com etanol sobre a reatividade de corpos cavernosos 

 

 

4.5.1 Efeito do tratamento crônico com etanol sobre a contração máxima induzida pelo 

KCl 120 mmol/L em tiras do tecido cavernoso 

 

 

O tratamento com etanol não promoveu alteração dos valores de contração máxima 

induzida pelo KCl 120 mmol/L quando comparado ao grupo controle (Figura 5). 
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Figura 5: Efeito do tratamento crônico com etanol sobre a contração máxima induzida pelo KCl 120 
mmol/L em corpos cavernosos. As barras representam a contração máxima (mN) induzida pelo KCl (120 
mmol/L) em tiras de corpos cavernosos de ratos controle e etanol. Os dados representam a média ± EPM (n= 50 
para cada grupo). 

* A amplitude da resposta máxima contrátil obtida com KCl 120mmol/L nas tiras de tecido 
cavernoso não foi diferente entre os grupos experimentais. Portanto, a resposta de contração 
induzida pelos agentes contráteis usados no estudo foi expressa como a porcentagem de 
contração relativa à amplitude da resposta máxima contrátil obtida com KCl 120 mmol/L.  

 

 

4.5.2 Efeito do tratamento crônico com etanol sobre a contração induzida pela 

fenilefrina e ET-1 em tiras do tecido cavernoso 

 

 

Encontram-se representadas na Figura 6 curvas concentração-resposta para a 

fenilefrina e ET-1, obtidas em preparações isoladas de corpo cavernoso. O tratamento com 

etanol não promoveu alteração dos valores de Emax ou pD2 para a fenilefrina, mas promoveu 

aumento dos valores de Emax para a ET-1. Os valores de Emax e de pD2 correspondentes às 

curvas concentração-resposta para os agentes contráteis estão representados na Tabela 1. 
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Figura 6: Efeito do tratamento crônico com etanol sobre a resposta contrátil induzida pela ET-1 e fenilefrina 
em corpo cavernoso de animais controle e etanol. Curvas concentração-resposta para ET-1 e fenilefrina foram 
obtidas em corpo cavernoso de animais tratados com água (controle) ou solução de etanol 20% (etanol). Os pontos 
representam a média ± EPM da contração em resposta a uma dada concentração do agente contrátil. 

 
Tabela 1: Valores de Emax (% KCl 120 mmol/L) e pD2 calculados a partir de curvas 
concentração-resposta para ET-1 e fenilefrina, determinadas em preparações isoladas de corpo 
cavernoso de animais controle e etanol. 

 Emax pD2 

Controle Etanol Controle Etanol 

Fenilefrina 127,6 ± 4,2 (6) 142,7 ± 7,7 (7) 5,14 ± 0,06 5,30 ± 0,08 

ET-1 21,5 ± 1,5 (6) 31,8 ± 2,7 (7)a 7,04 ± 0,03 7,23 ± 0,11 

Os valores são expressos como a média ± EPM. Algarismos entre parênteses indicam o número de preparações.  
a  diferença significativa em relação ao respectivo grupo controle (p<0,05, Teste t de Student). 

 

 

4.5.3 Efeito do tratamento crônico com etanol sobre o relaxamento induzido pela ACh, 

NPS e AM em corpo cavernoso  
 

 

Encontram-se representadas na Figura 7 curvas concentração-resposta para o NPS, 

ACh e AM, obtidas em preparações isoladas de corpo cavernoso. O tratamento com etanol 

não promoveu alteração dos valores de Emax ou pD2 para o NPS e AM, mas promoveu 

redução dos valores de Emax para a ACh (Tabela 2). 
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Figura 7: Efeito do tratamento crônico com etanol sobre a resposta de relaxamento induzida pelo NPS, 
AM e ACh em corpo cavernoso de animais controle e etanol. Curvas concentração-resposta para o NPS, AM 
e ACh foram obtidas em corpo cavernoso 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 agente 
vasorelaxante. 
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Tabela 2: Valores de Emax (% de relaxamento) e pD2 calculados a partir de curvas 
concentração-resposta para  NPS, AM e ACh  em preparações isoladas de corpo cavernoso de 
animais controle e etanol. 

 Emax pD2 
Controle Etanol Controle Etanol 

NPS 100,0 ± 3,1 (6) 96,0 ± 6,5 (5) 5,44 ± 0,17 5,76 ± 0,21

AM 40,2 ± 3,5 (7) 44,9 ± 3,8 (7) 11,92 ± 0,18 11,0 ± 0,33

ACh 39,5 ± 1,5 (10) 28,5 ± 1,4 (7)a 7,00 ± 0,12 7,13 ± 0,14
Os valores são expressos como a média ± EPM. Algarismos entre parênteses indicam o número de preparações.  
a diferença significativa em relação ao respectivo grupo controle (p<0,05, Teste t de student). 

 

 

4.5.4 Mecanismos envolvidos no aumento da resposta de contração à ET-1 em corpo 

cavernoso de ratos induzido pelo tratamento com etanol 

 

 

4.5.4.1 Efeito dos antagonistas seletivos para receptores ETA e ETB sobre a resposta de 

contração induzida pela ET-1 

 

 

Em tecidos de animais do grupo controle o BQ123 deslocou a curva concentração-

efeito para ET-1 para direita com consequente redução do valor de pD2. O mesmo não 

ocorreu no grupo etanol na presença de BQ123. É importante notar que o aumento do valor de 

Emax para ET-1 nos animais tratados com etanol não desapareceu após a adição de BQ123 

(Figura 8; Tabela 3). O BQ788 não alterou a resposta de contração induzida pela ET-1 em 

músculo cavernoso de animais do grupo controle e etanol (Figura 8; Tabela 3). 
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Figura 8: Avaliação do efeito do antagonista ETA (BQ123) e ETB (BQ788) na resposta induzida pela ET-1 
em corpo cavernoso de animais controle e etanol. Curvas concentração-resposta para ET-1 foram obtidas em 
corpo cavernoso de ratos controle e etanol na ausência ou presença de BQ123 (1µmol/L) ou BQ788 (3µmol/L). 
Os pontos representam a média ± EPM da contração em resposta a uma dada concentração de ET-1. 

 
 



Resultados - 50 

 

Tabela 3: Valores de Emax (% KCl 120 mmol/L) e pD2 calculados a partir de curvas 
concentração-resposta para ET-1 obtidas em preparações isoladas de corpo cavernoso de 
animais controle e etanol, na ausência ou presença de BQ123 (1µmol/L) ou BQ788 
(3µmol/L). 

 

Antagonista 
Emax pD2 

Controle Etanol Controle Etanol 

Ausente 21,5 ±1,5 (6) 31,8 ± 2,7 (7)a,b 7,04 ± 0,03 7,23 ± 0,11 

BQ123 19,3 ± 1,5 (6) 27,8 ± 1,5 (6)a,b 6,67 ± 0,06a 6,92 ± 0,07 

BQ788 19,3 ± 0,8 (6) 31,6 ± 2,7 (6)a,c 7,35 ± 0,08 6,90 ± 0,11 

Os valores são expressos como a média ± EPM. Algarismos entre parênteses indicam o número de preparações. a 
diferença significativa em relação ao grupo controle na ausência do antagonista; b diferença significativa em 
relação ao grupo controle e controle + BQ123; c diferença significativa em relação ao grupo controle + BQ788 
(p<0,05, ANOVA seguida pelo pós-teste de Bonferroni). 

 

 

4.5.4.2 Efeito do tratamento crônico com etanol sobre a resposta de relaxamento 

induzida pelo IRL1620 em corpo cavernoso de ratos 

 

 

Com o objetivo de estudar as consequências do consumo crônico de etanol sobre o 

relaxamento mediado pelos receptores ETB, realizou-se curva concentração-resposta para 

IRL1620 (agonista seletivo ETB) em tiras do tecido cavernoso de animais do grupo controle e 

etanol (Figura 9). Não houve diferença nos valores de Emax e pD2 para o IRL1620 em animais 

do grupo etanol (Emax: 51,7 ± 5,5%; pD2: 9,38 ± 0,14, n=5) quando comparados ao grupo 

controle (Emax: 51,4 ± 3,0%; pD2: 9,23 ± 0,11, n=5). 
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Figura 9: Efeito do tratamento crônico com etanol sobre a resposta de relaxamento induzida pelo 
IRL1620 em corpo cavernoso de animais controle e etanol. Curvas concentração-resposta para IRL1620 
foram obtidas em corpo cavernoso 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 IRL1620. 

 

 

4.5.4.3 Avaliação da participação de ERO no aumento da resposta de contração à ET-1 

induzido pelo tratamento com etanol em corpos cavernosos 
 

 

Os resultados obtidos na presença de tiron, peg-catalase ou DMTU estão representados 
na Figura 10 e Tabela 4. Em corpos cavernosos de ratos controle e etanol, a adição de tiron 
promoveu um aumento significativo do valor de Emax sem alteração dos valores de pD2 para 
ET-1 em relação ao respectivo grupo na ausência do sequestrador. 

A peg-catalase provocou aumento no Emax da ET-1 em corpos cavernosos de ratos 
controle, em relação ao respectivo grupo na ausência da enzima. Não se observou 
modificação no valor de pD2 pela adição de peg-catalase. Em corpo cavernoso de animais 
etanol, o Emax da ET-1 não sofreu alteração em presença da peg-catalase, mas provocou 
aumento no valor de pD2, comparado com o respectivo grupo em ausência de peg-catalase. 

A adição de DMTU não resultou em alteração no Emax da ET-1 em corpos cavernosos 
de ratos controle, assim como o valor de pD2, em relação ao respectivo grupo na ausência do 
sequestrador. O Emax da ET-1 foi aumentado pela adição de DMTU em corpos cavernosos de 
animais etanol, em relação ao respectivo grupo na ausência do sequestrador. Não foi 
observada alteração no valor de pD2 nesse grupo após a adição de DMTU. 
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Figura 10: Efeito do tiron, peg-catalase e DMTU sobre a resposta contrátil induzida pela ET-1 em corpo 
cavernoso de animais controle e etanol. Curvas concentração-resposta para ET-1 foram obtidas em corpo 
cavernoso de animais controle e etanol na ausência ou presença de tiron (100 µmol/L), peg-catalase (250U/mL) 
ou DMTU (100 µmol/L). Os pontos representam a média ± EPM da contração em resposta a uma dada 
concentração de ET-1. 
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Tabela 4: Valores de Emax (% KCl 120mmol/L) e pD2 calculados a partir de curvas 
concentração-resposta para ET-1 obtidas em preparações isoladas de corpo cavernoso de 
animais controle e etanol, na ausência ou presença de tiron (100 µmol/L), peg-catalase (250 
U/mL) ou DMTU (100 µmol/L). 

 Emax pD2 
Controle Etanol Controle Etanol 

Ausência 21,5 ± 1,5 (6) 31,8 ± 2,7 (7)b 7,04 ± 0,03  7,23 ± 0,11 

Tiron 65,1± 6,7 (5)a 53,2 ± 4,5 (5)a,b 6,73 ± 0,07  7,32 ± 0,12  

Peg-catalase 43,2 ± 2,2 (5)a 37,2 ± 1,6 (6)b 7,53 ± 0,09  7,79 ± 0,17a, b 

DMTU 26,0 ± 3,4 (6) 54,2 ± 1,8 (5)a,b 7,45 ± 0,14 7,10 ± 0,15 
Os valores são expressos como a média ± EPM. Algarismos entre parênteses indicam o número de preparações. a 
diferença significativa em relação ao respectivo grupo na ausência do inibidor; b diferença significativa em 
relação ao grupo controle na ausência dos inibidores (p<0,05, ANOVA seguida pelo pós-teste de Bonferroni). 

 

 

4.5.4.4 Avaliação dos efeitos das NOS no aumento da resposta de contração à ET-1 

induzido pelo tratamento com etanol em corpos cavernosos 
 

 

Os resultados obtidos na presença de L-NAME (inibidor não seletivo da NOS), 

1400W ( inibidor seletivo da iNOS) e 7-Ni (inibidor seletivo da nNOS) estão representados na 

Figura 11 e Tabela 5. Em corpos cavernosos de ratos controle e etanol, a adição de L-NAME 

promoveu um aumento significativo do valor de Emax para ET-1 sem alteração dos valores de 

pD2 em relação ao respectivo grupo na ausência do inibidor.  

O 1400W provocou aumento no Emax da ET-1 em corpos cavernosos de ratos controle, 

em relação ao respectivo grupo na ausência do inibidor. Observou-se aumento no valor de 

pD2 pela adição de 1400W. Em corpo cavernoso de animais etanol, o Emax da ET-1 aumentou 

na presença do 1400W, mas não provocou alteração no valor de pD2 quando comparado com 

o respectivo grupo na ausência do inibidor. 

A adição de 7-Ni não resultou em alteração no Emax da ET-1 em corpos cavernosos de 

ratos controle. Observou-se aumento no valor de pD2, em relação ao respectivo grupo na 

ausência inibidor. O Emax da ET-1 não foi modificado pela adição de 7-Ni em corpos 

cavernosos de animais etanol, em relação ao respectivo grupo na ausência do inibidor. Não foi 

observada alteração no valor de pD2. 
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Figura 11: Efeito do L-NAME, 1400W e 7-Ni sobre a resposta contrátil induzida pela ET-1 em corpo 
cavernoso de animais controle e etanol. Curvas concentração-resposta para ET-1 foram obtidas em corpo 
cavernoso de animais controle e etanol na ausência ou presença de L-NAME (100 µmol/L), 1400W (0,1 µmol/L) 
ou 7-Ni (100 µmol/L). Os pontos representam a média ± EPM da contração em resposta a uma dada 
concentração de ET-1. 
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Tabela 5: Valores de Emax (% KCl 120 mmol/L) e pD2 calculados a partir de curvas 
concentração-resposta para ET-1 obtidas em preparações isoladas de corpo cavernoso de 
animais controle e etanol, na ausência ou presença de L-NAME (100 µmol/L), 7-Ni (100 
µmol/L) e 1400W (0,1 µmol/L). 

 Emax pD2 
Controle Etanol Controle Etanol 

Ausência 21,5 ± 1,5 (6) 31,8 ± 2,7 (7) 7,04 ± 0,03 7,23 ± 0,11 

L-NAME 34,8 ± 3,0 (6)a 58,1 ± 3,4 (6)a,b 7,35 ± 0,25 7,15 ± 0,21 

7-Ni 26,8 ± 3,9 (4) 31,5 ± 2,5 (4) 7,83 ± 0,10a 7,41 ± 0,11 

1400W 48,6 ± 3,4 (4)a 98,2 ± 5,6 (4)a,b 7,82 ± 0,23a 7,56 ± 0,13 

Os valores são expressos como a média ± EPM. Algarismos entre parênteses indicam o número de preparações. a 
diferença significativa em relação ao respectivo grupo na ausência do inibidor. (p<0,05, ANOVA seguida pelo 
pós-teste de Bonferroni).  

 

 

4.5.4.5 Avaliação dos efeitos do SC-560 e SC-236 sobre a resposta de contração induzida 

pela ET-1 em corpos cavernosos 

 

 

Os resultados obtidos na presença de SC-560 (inibidor seletivo da COX-1) ou SC-236 

(inibidor seletivo da COX-2) estão representados na Figura 12 e Tabela 6. Em corpos 

cavernosos de ratos controle, a adição de SC-560 não alterou o valor de Emax e pD2 da ET-1 

em relação ao respectivo grupo controle na ausência do inibidor. Em corpo cavernoso de 

animais do grupo etanol, o SC-560 induziu aumento no Emax da ET-1. O valor de pD2 da ET-1 

não foi modificado na presença de SC-560, quando comparado ao respectivo grupo na 

ausência do inibidor.  

O SC-236 não provocou modificação no valor do Emax e pD2 da ET-1 em corpos 

cavernosos de ratos controle, em relação ao respectivo grupo na ausência do inibidor. Em 

corpo cavernoso de animais etanol, o Emax da ET-1 aumentou na presença do SC-236 sem 

alteração do valor de pD2, quando comparado com o respectivo grupo na ausência  do 

inibidor. 
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Figura 12: Efeito do SC-560 e SC-326 sobre a resposta contrátil induzida pela ET-1 em corpo cavernoso 
de animais controle e etanol. Curvas concentração-resposta para ET-1 foram obtidas em corpo cavernoso de 
animais controle e etanol na ausência ou presença de SC-560 (1 µmol/L) ou SC-236 (10µmol/L). Os pontos 
representam a média ± EPM da contração em resposta a uma dada concentração de ET-1. 

 

 



Resultados - 57 

 

Tabela 6: Valores de Emax (% KCl 120mM) e pD2 calculados a partir de curvas concentração-
resposta para ET-1 obtidas em preparações isoladas de corpo cavernoso de animais controle e 
etanol, na ausência ou presença de SC-560 (1 µmol/L) e SC-236 (10µmol/L). 

 Emax    pD2 
Controle Etanol Controle     Etanol 

Ausência 21,5 ± 1,5 (6) 31,8 ± 2,7 (7) 7,04 ± 0,03 7,23 ± 0,11 

SC-560 22,7 ± 0,7 (6) 55,8 ± 1,6 (5)a 7,35 ± 0,19 7,08 ± 0,03 

SC-236 25,6 ± 5,2 (6) 50,7 ± 7,3 (6)a 7,28 ± 0,16 7,17 ± 0,12 

Os valores são expressos como a média ± EPM. Algarismos entre parênteses indicam o número de preparações. a 
diferença significativa em relação ao respectivo grupo na ausência do inibidor (p<0,05, ANOVA seguida pelo 
pós-teste de Bonferroni). 

 

 

4.5.4.6 Avaliação dos efeitos do Y27632 sobre a resposta de contração induzida pela ET-

1 em corpos cavernosos 
 

 

Os resultados obtidos na presença do Y27632 estão representados na Figura 13 e Tabela 7. 
Houve redução dos valores de Emax para a ET-1 na presença do Y27632 em corpos cavernosos de 
animais do grupo controle e etanol. O Y27632 não alterou os valores de pD2 para a ET-1. 
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Figura 13: Efeito do Y27632 sobre a resposta contrátil induzida pela ET-1 em corpo cavernoso de animais 
controle e etanol. Curvas concentração-resposta para ET-1 foram obtidas em corpo cavernoso de animais 
controle e etanol na ausência ou presença de Y27632 (1 µmol/L). Os pontos representam a média ± EPM da 
contração em resposta a uma dada concentração de ET-1. 
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Tabela 8: Valores de Emax (%KCl 120 mmol/L) e pD2 calculados a partir de curvas 
concentração-resposta para ET-1 obtidas em preparações isoladas de corpo cavernoso de 
animais controle e etanol na ausência ou presença de Y27632 (1 µmol/L). 

 Emax pD2 
Controle Etanol Controle Etanol 

Ausência 21,5 ± 1,5 (6) 31,8 ± 2,7 (7) 7,04 ± 0,03 7,23 ± 0,11 

Y27632 5,7 ± 1,3 (6)a 19,9 ± 1,2 (5)a 7,25 ± 0,21 7,40 ± 0,16 

Os valores são expressos como a média ± EPM. Algarismos entre parênteses indicam o número de preparações. a 
diferença significativa em relação ao respectivo grupo na ausência do inibidor (p<0,05, ANOVA seguida pelo 
pós-teste de Bonferroni). 

 

 

4.6 Efeito do consumo de etanol sobre o estresse oxidativo sistêmico e tecidual 
 

 

O tratamento com etanol aumentou os níveis de TBARS plasmático. Observou-se, 
utilizando o método de quimiluminescência da lucigenina, que corpos cavernosos de ratos 
tratados com etanol mostraram aumento no nível de •O2

- basal, em relação àqueles 
encontrados em ratos controle (Figura 14). 
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Figura 14: Efeito do tratamento com etanol sobre o estresse oxidativo sistêmico e tecidual. O estresse 
oxidativo sistêmico foi avaliado pelos níveis plasmático de TBARS (A) e os níveis de •O2

- tecidual pelo método 
de quimiluminescência da lucigenina (B). Os dados representam a média ± EPM (n=6 para cada grupo). * 
diferença significativa em relação ao grupo controle (p< 0,05, teste “t” de Student).  
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4.7 Consequência do consumo crônico de etanol sobre a concentração plasmática e 

tecidual de nitrato 

 

 

O tratamento com etanol induziu redução significativa nos níveis plasmáticos e 

teciduais de nitrato em relação àqueles encontrados em ratos do grupo controle (Figura 15).  
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Figura 15: Efeito do tratamento com etanol sobre a concentração plasmática e tecidual de nitrato. As 
barras representam os níveis plasmáticos (A) e em corpos cavernosos (B) de nitrato em animais do grupo 
controle e etanol. Os dados representam a média ± EPM (n= 7 para cada grupo na determinação de nitrato 
plasmático; n=9 para o grupo controle e n=12 para o grupo etanol na determinação de nitrato tecidual).           * 
diferença significativa em relação ao grupo controle (p < 0,05, Teste “t” de Student). 
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4.8 Efeito do tratamento crônico com etanol sobre os níveis de RNAm  

 

 

Não houve diferença nos níveis de RNAm para os receptores ETA e ETB, pré-pró-ET-

1, ECE-1 (Figura 16), eNOS, iNOS e nNOS entre os grupos controle e etanol (Figura 17). 
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Figura 16: Efeito do tratamento crônico com etanol sobre os níveis de RNAm da pré-pró-ET-1, receptores 
ETA e ETB, e ECE-1 em corpo cavernoso de rato. A figura mostra os valores de 2-∆∆Ct (expressão relativa) 
para pré-pró-ET-1, receptores ETA e ETB, e ECE-1 em corpos cavernosos de ratos controle e etanol. Os valores 
foram normalizados pelo produto correspondente da reação de PCR em tempo real para GAPDH. As barras 
representam a média ± EPM de n=10 para o grupo controle e n=9 para o grupo etanol. 
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Figura 17: Efeito do tratamento crônico com etanol sobre os níveis de RNAm da eNOS, nNOS e iNOS em 
corpo cavernoso de rato. A figura mostra os valores de 2-∆∆Ct (expressão relativa) para eNOS, nNOS e iNOS 
em corpos cavernosos de ratos controle e etanol. Os valores foram normalizados pelo produto correspondente da 
reação de PCR em tempo real para GAPDH. As barras representam a média ± EPM de n=10 para o grupo 
controle e n=9 para o grupo etanol. 
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O consumo moderado de etanol é definido como o consumo de 1 a 3 doses* de bebida 

alcoólica por dia ou até 7 doses por semana, o que resulta em níveis sanguíneos de etanol na faixa 

de 5-25 mmol/L (National Institute of Alcohol Abuse and Alcoholism, 1999). O consumo de 

etanol acima do nível supracitado é considerado de alto risco em adultos. Em indivíduos etilistas 

crônicos, os níveis sanguíneos de etanol podem chegar até 100 mmol/L (Kalant, 1971). Em 

modelos animais a concentração sanguínea de etanol varia de 24 a 50 mmol/L (Chabielska et al., 

1988; Schlorff et al., 1999; Izbeki et al., 2001; Hipólito et al., 2011). Em nosso estudo, a 

concentração de etanol no sangue foi de aproximadamente 41mmol/L. Essa concentração de 

etanol está dentro da faixa observada em estudos prévios em animais e humanos. 

O consumo crônico de etanol está associado ao aumento dos níveis plasmáticos de 

noradrenalina (Chan et al., 1985) bem como da atividade do sistema renina-angiotensina, com 

consequente aumento dos níveis plasmáticos de angiotensina II (Ibsen et al., 1985). Em 

relação ao sistema endotelinérgico, foi demonstrado que o etanol (0-400 mmol/L) aumentou a 

liberação de ET-1 e ET-2 em cultura de células endoteliais da veia umbilical de humanos 

(Tsuji et al., 1992). Posteriormente, Nanji et al. (1994) mostraram que o tratamento de ratos 

com etanol por 1, 2 e 4 semanas levou ao aumento dos níveis plasmáticos de ET-1. Os autores 

observaram que na quarta semana de tratamento, o nível plasmático de ET-1 foi seis vezes 

maior do que aquele observado na segunda semana de tratamento. Nossos resultados 

corroboram esses estudos prévios uma vez que o tratamento com etanol aumentou os níveis 

plasmáticos de ET-1. É importante ressaltar que a ET-1 desempenha papel importante na DE 

associada ao diabetes mellitus e à hipercolesterolemia sendo que altos níveis plasmáticos de 

ET-1 foram descritos nessas condições (Francavilla et al., 1997; Sullivan et al., 1998). 

Portanto, o aumento dos níveis plasmáticos induzido pelo consumo crônico de etanol pode ser 

um dos mecanismos envolvidos na DE associada ao consumo de etanol. Outro aspecto 

importante é o de que o aumento dos níveis plasmáticos de ET-1 induzidos pelo consumo de 

etanol pode ser um fator que predispõe o indivíduo à DE. 

No presente estudo, notamos que não houve diferença nos níveis de RNAm para ECE e 

pré-pró-ET-1, um peptídeo formado por 212 aminoácidos que dá origem á ET-1, entre os grupos 

experimentais. Também não foi observada alteração na expressão protéica da ECE-1. Entretanto, 

ocorreu aumento da expressão protéica para ET-1 em corpo cavernoso de ratos do grupo etanol. O 

aumento da expressão de ET-1 em corpos cavernosos de ratos tratados com etanol poderia ser 

decorrente de aumento da atividade da ECE-1. Foi mostrado que o consumo crônico de etanol 

                                                            
* uma dose equivale a 8-10 gramas de etanol (MacMahon, 1987), que no contexto Brasileiro corresponde a 350 
mL de cerveja ou 90 mL de vinho (SENAD, 2007). 
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leva ao aumento da atividade da ECE-1 tecidual o que pode acarretar aumento da produção de 

ET-1 (Slomiany et al., 2000). Portanto, evidenciamos em nosso estudo que o consumo de etanol 

induz aumento dos níveis sistêmicos e teciduais de ET-1. 

Os resultados de reatividade do presente estudo foram analisados utilizando-se dois 

parâmetros: o Emax (efeito máximo induzido pelo agonista) e o pD2 (-logEC50). 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), e de 

mecanismos de transdução intracelulares (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 da ação constritora e/ou dilatadora dos agonistas 

farmacológicos. Assim, alterações dos valores dos parâmetros de Emax e pD2 nos fornecem 

indícios dos possíveis mecanismos, anteriormente citados, que poderiam estar envolvidos na 

alteração da reatividade do corpo cavernoso. 

A resposta máxima contrátil da musculatura lisa do tecido cavernoso foi obtida com 

KCl 120 mmol/L. O aumento da concentração de K+ no meio extracelular promove 

despolarização da membrana plasmática e abertura de canais de cálcio operados por voltagem 

(VOC), levando ao aumento da concentração de Ca2+ intracelular e consequentemente à 

contração muscular (Berridge et al., 2005). Nossos resultados mostram que o tratamento com 

etanol por 6 semanas não alterou a resposta de contração induzida pelo KCl (120 mmol/L) 

assim como o peso seco das tiras de corpo cavernoso. Portanto, os resultados dos estudos de 

reatividade a agentes contráteis foram expressos em porcentagem de contração em relação ao 

KCl 120 mmol/L não sendo necessária a correção pelo peso das tiras de corpo cavernoso. 

Em nosso estudo, o tratamento crônico com etanol reduz o relaxamento do corpo 

cavernoso induzido pela acetilcolina, resultado que corrobora achados prévios de Lizarte  et 

al. (2009). A acetilcolina induz relaxamento via ativação de receptores muscarínicos do tipo 3 

(M3) presentes nas células endoteliais (Traish et al., 1995). O relaxamento mediado pelos 

receptores M3 envolve a produção de NO que é considerado o principal mediador da 

vasodilatação e do relaxamento do músculo liso cavernoso (Andersson; Wagner, 1995; 

Burnett, 1997). No entanto, a resposta de relaxamento independente do endotélio induzida 

pelo NPS, um doador de NO, não foi afetada pelo tratamento com etanol, sugerindo que não 

houve alteração na via de sinalização do NO nas células do músculo liso dos vasos e do corpo 
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cavernoso. Estes resultados corroboram com os descritos por Aydinoglu et al. (2008) e Lizarte 

et al. (2009), que observaram que o relaxamento de corpos cavernosos em resposta ao NPS 

não foi afetado pelo tratamento com etanol. Além disso, observou-se que houve redução dos 

níveis plasmáticos e teciduais de nitrato no grupo etanol, fato que sugere redução da 

biodisponibilidade do NO. Em conjunto, esses resultados sugerem que o tratamento crônico 

com etanol reduz a síntese/liberação do NO tecidual sem prejuízo em sua via de sinalização. 

O potente peptídeo vasodilatador adrenomedulina é constituído por uma cadeia de 52 

aminoácidos sendo produzido por vários tecidos incluindo as células endoteliais (Sugo et al., 

1994) e do músculo liso vascular (Sugo et al., 1995). O NO de origem endotelial tem sido 

descrito como um dos principais mediadores intracelulares envolvidos na resposta de 

relaxamento induzida pela adrenomedulina (Miura et al., 1995; Boussery et al., 2005; Hipólito 

et al., 2011). Uma vez que não houve alteração do relaxamento induzido pela adrenomedulina 

após tratamento com etanol, podemos sugerir que a redução do relaxamento do corpo 

cavernoso induzida pelo consumo de etanol não é uma resposta generalizada e parece ser 

dependente do agonista utilizado. 

Houve diferença significativa na amplitude da contração máxima induzida pela ET-1 

em corpo cavernoso de animais tratados com etanol quando comparado ao de animais 

controle. É importante notar que o tratamento com etanol não afetou a resposta de contração 

induzida pela fenilefrina ou KCl (120 mmol/L). Esse resultado corrobora estudo prévio de 

Lizarte et al. (2009) onde ratos tratados com solução de etanol 20% por quatro semanas não 

apresentaram alteração de reatividade do corpo cavernoso à fenilefrina ou KCl. Essa 

observação sugere que os efeitos do tratamento com etanol sobre a reatividade do corpo 

cavernoso não são inespecíficos. No corpo cavernoso de ratos a resposta de contração 

induzida pela ET-1 é mediada pelos receptores ETA enquanto a ativação dos receptores ETB 

leva ao relaxamento desse tecido (Carneiro et al., 2008a; Ritchie; Sullivan, 2011). O aumento 

da resposta de contração à ET-1, observado em nosso estudo, pode ser decorrente do aumento 

da resposta de contração mediada pelos receptores ETA ou ainda redução da resposta de 

relaxamento induzida pelos receptores ETB. Portanto, foi necessário estudar a ação de cada 

um desses receptores separadamente na reatividade. 

O antagonista dos receptores ETB, o BQ788, não alterou a resposta de contração 

induzida pela ET-1 em corpo cavernoso de animais do grupo controle ou etanol. Esse 

resultado confirma o fato de que os receptores ETB não participam da resposta contrátil 

induzida pela ET-1 nesse tecido como descrito anteriormente por Carneiro et al. (2008b). 

Além disso, podemos concluir que não houve alteração da resposta de relaxamento mediada 
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pelos receptores ETB no tecido dos animais tratados com etanol uma vez que não houve 

alteração da resposta de relaxamento induzida pelo IRL1620, um agonista seletivo dos 

receptores ETB (Takai et al., 1992). O tratamento com etanol não alterou os níveis de RNAm 

assim como a expressão proteica dos receptores ETB. Em conjunto, esses resultados mostram 

que o aumento da contração induzida pela ET-1 após tratamento com etanol não está 

relacionado à redução do relaxamento mediado pelos receptores ETB.  

Com o objetivo de verificar se o tratamento altera a contração mediada pelos 

receptores ETA, curvas concentração resposta para ET-1 foram obtidas na presença de BQ123, 

um potente antagonista seletivo dos receptores ETA. Ihara et al. (1992) foram os primeiros a 

descrever os efeitos do BQ123, mostrando em seu estudo que o antagonismo exercido é do 

tipo competitivo. Em nosso estudo o BQ123 deslocou a curva cumulativa para ET-1 para 

direita em músculo cavernoso de ratos do grupo controle com consequente redução do valor 

de pD2. O mesmo não foi observado no tecido de animais do grupo etanol, indicando que a 

resposta mediada pelos receptores ETA está favorecida após o tratamento com etanol. Essa 

resposta poderia ocorrer devido ao aumento da expressão desses receptores ou aumento da 

capacidade dos mecanismos intracelulares que participam da resposta mediada por esse 

receptor (Kenakin, 1992). Não houve diferença no nível de RNAm para receptor ETA em 

corpos cavernosos de animais do grupo etanol quando comparado aos animais do grupo 

controle. Entretanto, ocorreu aumento da expressão proteica para esses receptores em corpo 

cavernoso de ratos do grupo etanol, sugerindo que o tratamento com etanol induz alterações 

pós-transcricionais como descrito anteriormente por Tirapelli et al. (2006b) e Hipólito et al. 

(2011). Estudos prévios de nosso laboratório mostram que o consumo crônico de etanol 

aumenta a expressão de receptores ETA no coração e leito mesentérico de ratos além de 

induzir redução da expressão de receptores ETB na aorta, rim (Tirapelli et al., 2008b) e 

carótida (Tirapelli et al., 2006b). A alteração na expressão dos receptores endotelinégicos foi 

associada ao aumento da reatividade vascular à ET-1 e ao aumento da resposta pressórica 

induzida por esse peptídeo (Tirapelli et al., 2006b, 2008b).   

A formação de ERO em diferentes tecidos, induzida pelo etanol, é relevante na 

fisiopatologia desse composto uma vez que o etanol é extensivamente metabolizado no fígado 

à acetaldeído principalmente pela enzima álcool desidrogenase (ADH) (Scott et al., 1999). O 

acetaldeído é posteriormente oxidado a acetato pela enzima aldeído desidrogenase, levando a 

geração de ERO (Mira et al., 1995). Husain et al. (2007), mostraram em seu estudo que o 

consumo de etanol induz aumento da atividade da enzima NAD(P)H oxidase em aorta de 

ratos. Estudos também mostram que a ativação do receptor ETA está envolvida no aumento da 
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Em nosso estudo, o tratamento com etanol induziu aumento do estresse oxidativo 

sistêmico assim como dos níveis de •O2
- no corpo cavernoso de ratos, corroborando com os 

resultados de aumento da atividade da enzima NAD(P)H oxidase induzido pelo etanol já 

descrito na literatura. O estudo funcional mostrou que o tiron induziu aumento da resposta de 

contração à ET-1 em corpo cavernoso de animais de ambos os grupos, sugerindo que o •O2
- 

modula negativamente a resposta contrátil induzida pela ET-1 nesse tecido. Em células 

endoteliais o •O2
- induz um rápido aumento na concentração citosólica de Ca2+ (Franceschi et 

al., 1990), que ativa a enzima eNOS, com consequente vasorelaxamento (Duarte et al., 2004). 

Portanto, o efeito modulatório negativo do •O2
- sobre a contração da ET-1 em corpo 

cavernoso de rato poderia estar relacionado à ação de relaxamento do •O2
-. Como mencionado 

anteriormente, o tratamento com etanol aumentou os níveis de •O2
- no corpo cavernoso. No 

entanto, na presença de tiron, o aumento da contração à ET-1 não foi mais observado no 

corpo cavernoso de animais do grupo etanol quando comparado ao grupo controle. Esse 

resultado sugere a participação do •O2
- na resposta de aumento da contração à ET-1 observada 

em corpos cavernosos de ratos tratados com etanol. Jernigan et al. (2008), forneceram 

evidências que as ERO contribuem para o aumento da contração induzida pela ET-1 em 

artérias pulmonares após hipóxia, via Rho-cinase. De Andrade et al. (2009) observaram que a 

resposta contrátil à ET-1 em carótida de ratos hiperhomocisteinêmicos é modulada via 

receptores ETA por ativação da Rho-cinase, sugerindo a participação de •O2
-. Portanto, a 

participação do •O2
- na resposta de aumento da contração à ET-1 observada em corpo 

cavernoso de ratos tratados com etanol poderia estar relacionado a ativação da Rho-cinase por 

•O2
-. 

É importante ressaltar que o •O2
- é reduzido pela SOD a H2O2 (Touyz; Schiffrin, 

2004), o qual está envolvido na regulação de vias de sinalização que levam ao relaxamento 

muscular (Barlow; White, 1998). Nossos resultados mostram que na presença de peg-catalase, 

que transforma H2O2 em água e oxigênio, houve aumento no Emax da ET-1, sugerindo que 

H2O2 tem efeito modulador negativo sobre este parâmetro em corpos cavernosos de ratos do 

grupo controle. Já em corpos cavernosos de ratos do grupo etanol, a peg-catalase não 

acarretou alteração no Emax da ET-1. Esse resultado sugere que ocorreu perda do efeito 

modulatório negativo do H2O2 sobre a resposta de contração induzida pela ET-1. O prejuízo 

deste efeito do H2O2 poderia ser decorrente de um comprometimento na atividade da enzima 

SOD. Foi mostrado que em ratos hiperhomocisteinêmicos, diabéticos e hipertensos há 

redução da atividade da SOD no pênis (Hucks et al., 2004; Ushiyama et al., 2004; Bivalacqua 

et al., 2005), fato este que poderia explicar os resultados encontrados no presente estudo. 
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Em presença de DMTU não houve alteração no Emax da ET-1, sugerindo que •OH não 

atua como fator modulador em corpos cavernosos de ratos controle. Já em corpos cavernosos 

de ratos etanol, houve aumento no Emax da ET-1, sugerindo que •OH tem importante efeito 

modulador negativo nessa condição. Em condições fisiológicas, baixas concentrações de ERO 

favorecem a oxidação de Fe2+ a Fe3+. No entanto, se a concentração intracelular de •O2
- é 

elevada, a reação favorece a redução de Fe3+ a Fe2+ perpetuando a reação de Fenton e 

formando maior quantidade de •OH (Castellani, 2007). Estes dados poderiam explicar os 

resultados encontrados em corpos cavernosos de ratos tratados com etanol. O aumento do 

estresse oxidativo nos corpos cavernosos induzido pelo etanol aumentou os níveis de •O2
- o 

que poderia estar favorecendo a reação de Fenton nestes animais. Assim, haveria formação de 

quantidades elevadas de •OH em relação aos níveis do controle promovendo o efeito 

modulatório negativo observado. 

A possibilidade da redução da capacidade endotelial em contrapor os efeitos contráteis 

da ET-1, foi avaliada através da inibição das diferentes isoformas de NOS. As três isoformas 

da NOS estão presentes no pênis, contudo, nNOS e eNOS são as principais isoformas 

expressas constitutivamente no tecido cavernoso (Rajfer et al., 1992; Burnett, 1995). 

Em corpos cavernosos de ratos controle e etanol, houve aumento no Emax da ET-1, em 

presença de L-NAME e 1400W, mas não na presença de 7-Ni. Esses dados sugerem que o 

NO contrapõe a resposta de contração da ET-1 em corpos cavernosos de rato sendo essa 

resposta mediada principalmente via iNOS. No entanto, na presença de L-NAME ou 1400W, 

a resposta de contração à ET-1 em corpos cavernosos de animais etanol ainda permaneceu 

maior do que a observada em animais do grupo controle. Esse resultado sugere que não há 

alteração da produção de NO após tratamento com etanol. Nossos resultados mostram que o 

tratamento com etanol não causou alteração nos fatores pré-transcricionais da expressão de 

RNAm para as isoformas da NOS, e da expressão protéica da nNOS, eNOS total e fosforilada 

no resíduo de serina 1177 (eNOS ativada).  Entretanto, ocorreu aumento da expressão protéica 

para a isoforma iNOS em corpo cavernoso de ratos do grupo etanol, sugerindo que o 

tratamento com etanol induz alterações em nível pós transcricional, podendo aumentar a 

síntese de NO. É importante destacar que o resultado com o 1400W em corpos cavernosos de 

animais do grupo controle sugere a presença constitutiva da iNOS nesse tecido. De fato, 

estudo prévio utilizando imunohistoquímica e PCR em tempo real mostrou a presença de 

RNAm e da proteína para a iNOS em corpo cavernoso de ratos (Lizarte et al., 2009).  

A síntese de prostaglandinas (PG) tem sido demonstrada em tecido erétil in vitro 

(Daley et al., 1996) e a liberação basal de prostanóides incluindo PGF2α, TXA2, PGI2, PGE2 e 
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PGD2 também foi observada em corpos cavernosos de coelhos (Azadzoi et al.,1992). Christ  

et  al.  (1990)  demonstraram  que  a  atividade  contrátil  espontânea observada  em  tecido  

erétil  humano  pode  ser  mediada  por  geração  e  liberação  de produtos da COX. Por outro 

lado, também foi relatada a participação de metabólitos da COX com ação relaxante no corpo 

cavernoso. Hedlund e Andersson (1985) mostraram que PGE2 e PGE1 foram capazes de 

promover resposta de relaxamento no tecido trabecular e na artéria cavernosa. Miller et al. 

(1994) sugeriram que estes prostanóides ligam-se ao receptor acoplado a proteína G, 

EP2/EP4, estimulando a adenilato ciclase (AC), com consequente aumento do AMPc. Estes 

autores ainda mostraram que a produção de AMPc devido a PGE1 é aumentada em ratos 

diabéticos. Em nosso estudo, a participação dos metabólitos derivados da enzima COX e de 

suas isoformas na contração induzida pela ET-1 foi estudada por realização de curva 

concentração-resposta para ET-1 em corpo cavernoso de animais controle e etanol na 

presença do inibidor seletivo da COX-1, SC-560, ou de inibidor seletivo para COX-2, SC-

236. Houve aumento no Emax da ET-1, em presença de SC-560 e SC-236 em corpos 

cavernosos de ratos tratados com etanol, sugerindo que os metabólitos derivados das 

isoformas específicas da COX participam modulando negativamente a contração induzida 

pelo peptídeo após o tratamento com etanol. Esse resultado poderia ser consequência de um 

aumento na expressão das enzimas COX-1 e COX-2. 

No pênis, os efeitos biológicos da ET-1 envolvem a formação do trifosfato de inositol 

(IP3), aumento da concentração intracelular de Ca2+ e a ativação da via de sinalização da 

RhoA/Rho-cinase (Mills et al., 2001b). O papel da enzima Rho-cinase na contração induzida 

pela ET-1 foi estudado por realização de curva concentração-resposta para ET-1 em corpo 

cavernoso de animais controle e etanol na presença Y27632. Em nosso estudo, o Y27632 

reduziu a resposta contrátil da ET-1 em corpo cavernoso de animais do grupo controle e 

etanol evidenciando a importância da via da Rho-cinase na resposta contrátil da ET-1. Além 

disso, esse resultado sugere a participação dessa via no aumento da contração à ET-1 

observada em corpo cavernoso após tratamento com etanol. 

Em síntese, nosso estudo mostrou que o consumo crônico de etanol aumenta os níveis 

plasmáticos de ET-1e a resposta contrátil induzida por esse peptídeo em músculo cavernoso 

de rato. Estão envolvidos neste aumento os receptores ETA, as ERO e a via da Rho-cinase. O 

consumo de etanol não afeta os níveis de RNAm dos componentes do sistema endotelinérgico 

e das isoformas da NOS, porém aumenta a expressão dos receptores ETA, ET-1 e iNOS no 

músculo cavernoso. O tratamento com etanol induziu aumento do estresse oxidativo sistêmico 

assim como dos níveis de •O2
- no corpo cavernoso de ratos. Além disso, observamos que há 
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redução do relaxamento à acetilcolina e dos níveis plasmáticos e teciduais de nitrato, fato que 

sugere redução da biodisponibilidade do NO. No entanto, a resposta de relaxamento 

independente do endotélio induzida pelo NPS, um doador de NO, não foi afetada pelo 

tratamento com etanol, sugerindo que não houve alteração na via de sinalização do NO nas 

células do músculo liso dos vasos e do corpo cavernoso. 
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