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RESUMO

No Brasil, tanto as doencas cardiovasculares como o cancer de mama Sao
patologias que atingem grande parte da populacédo feminina, principalmente na pos-
menopausa. Coincidentemente, a faixa etaria de risco para estas patologias
(cardiovasculares e neoplasicas) € a mesma, havendo necessidade de avaliagao
conjunta em mulheres com cancer de mama e riscos cardiovasculares. Apesar de
estar associado a redugdo dos riscos cardiovasculares, o estrogénio também
contribui para o desenvolvimento da maioria dos canceres de mama em mulheres.
Desde 1998 o tamoxifeno foi aprovado para profilaxia do carcinoma mamario em
mulheres de alto risco de desenvolvimento de cancer na mama contra lateral. Esta
droga age como agonista dos receptores de estrogénio em alguns tecidos, e
antagonista em outros, sendo por esta razdo, conhecida como modulador seletivo
dos receptores de estrogénio - SERMSs. Este estudo teve como objetivo avaliar os
efeitos do tamoxifeno sobre o metabolismo corporal, fungdo renal, sistema
cardiovascular, lipoproteinas e funcido hepatica. O experimento foi composto por 36
ratas, castradas cirurgicamente, divididas em 4 grupos (n=9): Wistar controle (WC) e
tratado com tamoxifeno (WT); ratos espontaneamente hipertensos-SHR controle
(SC) e tratado com tamoxifeno (ST). Os animais foram mantidos em gaiolas
metabdlicas por 90 dias com livre acesso a ingestdo de agua e ragado. O tamoxifeno
foi administrado sobre a ragdo moida na concentragcdo de 0.1 mg/dia/100g de peso
corporal do animal. Diariamente, o volume ingerido de agua, diurese e consumo de
racao foram verificados e anotados. O peso corporal foi verificado semanalmente
para ajuste da droga. Apds o término do tratamento, as ratas foram anestesiadas
com ketamina (10 mg/kg) e xilasina (50 mg/kg), foram feitas cateterizagdes da artéria
femural e artéria carétida (com introdu¢do da canula até o ventriculo esquerdo-VE)
e, apos 24 h deste procedimento, com o animal acordado, foram feitas as
verificagbes de pressao arterial média (PAM) e indice de contratilidade miocardica
através da velocidade maxima de desenvolvimento de pressao durante a fase
isovolumétrica (dP/dtqax). Os resultados encontrados em nosso estudo demonstram
que o ganho de peso corporal dos ratos tratados com tamoxifeno foi
substancialmente menor em relagéo ao grupo controle, apesar do consumo de ragéo
entre 0s grupos nao apresentarem diferenca. A relagdo da ingestdo de
liquidos/excregéo urinaria ndo mostrou diferengas entre os grupos. Em relagdo ao
peso renal, o grupo ST apresentou reducgao significante do mesmo. Os niveis séricos
de sddio, potassio e creatinina, assim como o sodio urinario, ndo sofreram alteragao
ao final do tratamento. A andlise histopatolégica da lamina renal ndo demonstrou
alteracdo entre os grupos normotensos e hipertensos. A frequéncia cardiaca e
pressdo arterial média sofreram reducéo significativa no grupo ST seguido por
reducdo na dP/dtmax. O peso umido do VE também foi significativamente menor no
grupo ST em relagao ao controle (SC), porém sem alteragcdes entre o grupo Wistar.
O tratamento com tamoxifeno promoveu aumento do HDL colesterol no grupo ST se
comparado ao SC, porém sem alteragdes no grupo Wistar. O LDL colesterol e o
colesterol total tiveram reducado significante nos animais tratados, normotensos e
hipertensos. Niveis sanguineos elevados de transaminases glutamico piravico (TGP)
e maior peso umido hepatico foram encontrados nos grupos WT e ST, em relagdo a
seus controles. Com subsidios nos resultados adquiridos neste trabalho podemos
concluir que o tratamento com tamoxifeno, em ratas, contribuiu para a reducao de
alguns fatores de risco de doencga cardiovascular, durante o periodo de tratamento.



O presente estudo abre possibilidades para que novos estudos clinicos possam
confirmar os reais efeitos cardiovasculares e renais da terapia com tamoxifeno no
tratamento do cancer de mama.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases and breast cancer strike a large proportion of Brazilian
women, especially at the post-menopause period. As both conditions afflict the same
age group with corresponding health risks, there is a need for testing women with
breast cancer for potential heart problems. Although estrogen is associated with a
decrease in cardiovascular risks, it has also been identified as a contributor to the
development of breast cancer in women. Tamoxifen was approved in 1998 for the
treatment of breast cancer and is used for women at high risk of contralateral breast
cancer. The drug acts as an estrogen receptor agonist in some tissues and as an
antagonist in others and is part of a class of medication known as SERMs - selective
estrogen receptor modulators. This study aimed at evaluating the effects of tamoxifen
on body metabolism, renal function, cardiovascular system and hepatic function. The
experiment was done with 36 female rats, surgically castrated, dived into 4 groups
(n=9): Wistar control (WC), Wistar treated with tamoxifen (WT); spontaneous
hypertensive rats — SHR control (SC), SHR treated with tamoxifen (ST). Rats were
kept in metabolic cages for 90 days with free access to water and chow. Tamoxifen
was administered at a concentration of 0.1 mg/day/100 g the rats’ body weight.
Ingestion of water, dieresis and chow consumption were monitored and recorded on
a daily basis, while body weight was weekly checked to adjust the drug regimen.
Following treatment, rats were anesthetized with ketamin, (10 mg/kg) and xylozine
(50 mg/kg) and catheterization of both the femoral artery and carotid artery (with the
cannula until to the left ventricle) was performed an 24 hours later, with rats awake,
mean arterial pressure (MAP) and myocardial contractility index were measured in
maximum developed pressure during the isovolumetric phase (dP/dtnax). Our findings
suggest that the body weight gain in tamoxifen-treated rats was significantly lower
than in the control group, despite the fact that there was no difference in chow
consumption. There was also no difference in the relation between liquid intake and
urinary excretion in the groups. As to renal weight, the ST group showed a marked
loss. Serum levels of sodium, potassium and creatinine remained unaltered after
treatment. Histopathological analysis of the renal blade revealed no differences
between hypertensive and normotensive groups. Heart rate (HR) and MAP
decreased significantly in the ST group, followed by a decrease in dP/dtyax. The
humid weight of the left ventricle was also significantly lower in the ST group as
compared to the control group, but there were no alterations in the Wistar group.
Treatment with tamofixen increased HDL cholesterol in the ST group when compared
to the SC group, but again there were no alterations in the Wistar group. LDL
cholesterol and total cholesterol were significantly reduced in the animals treated,
both in the normotensive and the hypertensive. High levels of glutamic-pyruvic
transaminase and liver humid weight were found in the WT and the ST groups, when
compared to their control groups. The findings in our study show that tamoxifen-
treated female rats presented a lower risk of cardiovascular diseases for the duration
of the treatment. Further research might confirm the cardiovascular and renal
benefits of tamoxifen therapy in the treatment of breast cancer.
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1- INTRODUGAO

A relagdo entre doenga cardiovascular (DCV) e mulheres, vem aumentando no
decorrer dos anos. Ha pouco tempo atras, comegaram a associar, principalmente
mulheres pds - menopausa, com risco de desenvolvimento de cardiopatias. Os
sintomas de precordialgia, que sugeririam o diagndstico de doenga coronaria no
homem, eram subestimados se apresentados por uma mulher. Os estudos de
prevencdo de doengas cardiovasculares e os ensaios clinicos com medicamentos
excluiam as mulheres, ou elas constituiam minoria (em geral 10%). Os métodos
diagnosticos para a doenga coronaria, n&o-invasivos e invasivos, sao mais
frequentemente indicados na avaliagdo dos homens que nas mulheres (LUZ e
SOLIMENE, 1999).

A doenga cardiovascular, quando se torna clinicamente manifesta na mulher,
segundo Lerner e Kannel (1986), em geral dez anos apdés a menopausa, ela
coexiste com varias outras doengas, o que torna o seu prognostico mais
desfavoravel. Também relatam que é fato conhecido que a mulher esta "protegida"
contra a doenga cardiovascular durante a idade fértil, pelo possivel papel dos
estrogenos, porém se sofrerem ooforectomia, o risco coronario aumenta
significativamente (KITLER, 1994). Apesar do efeito benéfico do estrogénio no
sistema cardiovascular, Welty (2001), relatou que em relagdo aos homens, as
mulheres apresentam pior progndstico e morrem mais frequentemente apos o seu
primeiro evento cardiaco. Em geral, o infarto do miocardio ndo costuma ser a
primeira manifestacdo da doenga na mulher, e nela ocorre 20 anos mais tarde que

no homem.

Uma das doengas que aflige as mulheres na pds menopausa, junto com o
aparecimento de DCV é o cancer de mama, que segundo o Ministério da Saude
(MS), no Espirito Santo em 2006, acometeu 44 a cada 100.000 mulheres.
Representa um dos principais problemas de saide no mundo ocidental. E
considerada doenga complexa e multifatorial que sofre fortes influéncias de fatores
genéticos e ambientais. Sua incidéncia cresce e atinge mulheres cada vez mais
jovens (MARTIN e WEBER, 2000). No estado do Espirito Santo, em 2002, as



neoplasias ocuparam o segundo lugar dos Obitos, seguindo as doengas
cardiovasculares, e em 3° lugar as causas externas (COELHO et al., 2003).

Os efeitos biolégicos do estrogénio foram descritos pela primeira vez por Jensen e
Jacobson em 1962, propondo que esses efeitos eram mediados por receptores
protéicos. Em 1986, Green et al. e Greene et al., relataram a clonagem de
receptores de estrogénio (RE), conhecido como REa. Por muito tempo, acreditava-
se na existéncia de um sé tipo de receptor, porém Kuiper et al., em 1996, clonaram

um receptor proveniente da prostata de ratos, que foi denominado RER.

A distribuicao tecidual e a afinidade relativa dos ligantes sao diferentes para estes
receptores podendo dessa maneira explicar a agcdo seletiva do estrogénio sobre
diferentes tecidos (PAECH et al., 1997). Estudos indicam que o REB pode
antagonizar ou controlar a atividade do REa em varios tecidos, incluindo utero, e
mediar efeitos estrogénicos independente da acdo do REa em alguns tecidos, tais

como o0sso e sistema imune (KUIPER et al., 1997).

Os REa e REB s&o expressos em células do musculo liso vascular (CMLV) em
humanos (KARAS et al., 1994), células endoteliais (MENDELSONH e KARAS, 1997,
VENKOV et al., 1996) e células miocardicas (GROHE et al., 1997) sugerindo efeitos
vasculares diretos do estrogénio (LOBO, 1990; CLARKSON et al., 1994) que podem
ser dependentes deste horménio (LIEBERMAN et al.,, 1994; HAN et al., 1995),

contribuindo assim para o efeito cardioprotetor do estrogénio.

A importancia dos receptores estrogénicos no vaso sanguineo foi mostrada por
Losordo et al. (1994), através de métodos imunohistoquimicos da parede arterial
coronariana de mulheres que faleceram por causas cardiacas e nao-cardiacas;
esses autores demonstraram que a presenga de receptores estrogénicos na parede
arterial coronaria em mulheres pré-menopausa, associou-se a auséncia de
aterosclerose; em contrapartida, as mulheres em idade fértil, com auséncia desses
receptores, tiveram maior ocorréncia de doenga coronaria (BELCHETZ, 1994).

A acao do estrogénio no sistema cardiovascular pode ocorrer por mecanismo

gendmico ou nao-gendmico. De acordo com Mendelson e Karas (1999) na acao



genbmica, a resposta depende de mudancas na expressao do gene. Neste caso, o
estrogénio entra na célula alvo, une-se aos receptores localizados no citoplasma e
mudam sua conformacgao; esse complexo € translocado para o nucleo, ligando-se a
regides especificas do DNA, onde ira desencadear a ativagcdo do complexo
transcricional e consequente formacgao das proteinas (JORDAN, 1998; BARBIKER et
al., 2001; KATZENELLENBOGEN e KATZENELLENBOGEN, 2002; DUTERTRE e
SMITH, 2000). Isso explica os mecanismos genbmicos do estrogénio que
necessitam de horas ou dias para ocorrerem e requerem transcricdo génica com

subsequente modulagao na expressao de proteinas (KLEIN-HITPASS et al., 1986).

No mecanismo nao-gendmico, Russel et al. (2000), propde que alguns dos efeitos
do estrogénio sdo mediados por receptores localizados na superficie da célula, uma
vez que as formas do estrogénio impermeaveis a membrana celular inibem a mitose
pelo bloqueio da proteina quinase ativadora de mitogénese (MAPK), assim como a
estimulacdo na producdo de GMPc e liberagao de oéxido nitrico (NO), que pode
retardar a aterogénese e limitar os efeitos adversos da aterosclerose por modular o

ténus vascular, além de inibir a agregacéao plaquetaria.

Neste mecanismo, o estrogénio promove a inibicdo do crescimento de células do
musculo liso vascular (CMLV) na camada intima e adventicia (OPARIL, 1999) por
meio de ligagdo direta do estradiol na parede vascular (ORSHAL et al., 2004;
GEBARA e ALDRIGHI, 1996; SARREL, 1996). Dessa forma, o estrogénio estaria
modulando a expresséo de diversos genes de fatores de crescimento vascular que,
por sua vez, modulam a resposta vascular ao dano causado pela proliferagao
muscular no vaso (GEBARA e ALDRIGHI, 1996).

O estrogénio induz também a vasodilatagcdo aguda na parede do vaso interferindo,
assim, na producgao de substancias vasoativas liberadas pelo endotélio. O endotélio
¢ uma camada epitelial unicelular que reveste todo sistema circulatério. E
metabolicamente ativo, considerado um verdadeiro 6rgédo endocrino pela liberagao
de fatores de relaxamento (NO, prostaciclinas e fator hiperpolarizante derivado do
endotélio) e de fatores de constricdo (endotelina, angiotensina). Em 2000, Vanhoute
descreveu que o desequilibrio na liberagdo desses fatores (EDRFs e EDCFs)

caracteriza a disfungdo endotelial, que contribui para o aumento da resisténcia



vascular, propiciando o inicio e o desenvolvimento de doengas cardiovasculares

como a hipertensio e a aterosclerose.

O NO é uma das substancias vasodilatadoras mais importantes produzidas pelo
endotélio. O estrégeno é capaz de estimular a sintese de NO em diferentes leitos
vasculares, como artéria uterina, microvasos da circulagdo mesentérica e muscular
esquelética e na aorta. Sequéncias de reconhecimento do complexo
estrégeno/receptor tém sido detectada na regido promotora do gene que codifica a
enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), sugerindo que o estrégeno codifica a
expressdo génica dessa enzima (ORSHAL et al., 2004; TOSTES et al., 2003).
Forstermann et al (1991) propés que a localizagdo da eNOS em invaginagoes
especializadas da membrana plasmatica, denominadas cavéolas, tem sido

necessaria para a maxima atividade dessa enzima.

As cavéolas sao altamente enriquecidas em colesterol. O RNAm da caveolina
(proteina presente nas cavéolas e que interage com a eNOS) é hiper-regulado
quando a entrada de colesterol livre da LDL-colesterol para a célula endotelial é
aumentada (FIELDING et al., 1997).

Os estudos experimentais de Mansur & Ramires (1996), demonstraram que os
estrégenos diminuem a captagdo de LDL oxidada (LDL-ox) pela parede arterial,
possuem atividade antioxidante e vasodilatadora, por aumento da produgéo local de
prostaciclinas e da sintese de NO, pelo estimulo da enzima eNOS.

Hirata et al. (1995) e Gesquiere et al. (1997) observaram em estudos in vitro que,
apods 24 horas de exposi¢cao das células endoteliais a baixas concentragdes de LDL-
ox, observa-se aumento do RNAm da eNOS, porém em altas concentracbes de
LDL-ox, esse efeito é revertido. Ha redugdo da eNOS, via caveolina, induzido pelo
aumento da concentracdo de colesterol plasmatico e consequentemente caveolar, e
pelo aumento da concentragdo da LDL-ox. Essas observagdes mostram que existe
correlagcao entre a produgao de NO, a hipercolesterolemia e a peroxidacgao lipidica.

Ja em células musculares lisas e células endoteliais, canais de potassio ativados por

calcio voltagem dependente (BKca) sdo ativados rapidamente pelo estrogénio



através de uma fosforilacdo dependente do GMPc, causando hiperpolarizacido da
célula, que por sua vez reduz a abertura dos canais de Ca®* tipo “L” levando ao
relaxamento da musculatura lisa vascular. O caminho é dependente do NO e GMPc
(WHITE et al., 1995; VALVERDE et al., 1993; MENDELSONH e KARAS, 1997).

Acdes antioxidantes do estrogénio tém sido propostas em estudos como os de
Madamanchi et al. (2005), através da redugéo da concentragdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS), como anion superoxido (O2") produzido pelas enzimas NAD(P)H-
oxidase, e de seus efeitos deletérios sobre NO. Na presenca de ROS, o NO
sintetizado pela célula endotelial transforma-se em peroxinitrito, causando disfung¢ao
endotelial. Também promove aumento dos niveis plasmaticos de substancias
antioxidantes como glutationa peroxidase e superéxido dismutase (SOD), importante
na degradacdo do O, em diferentes tecidos do sistema cardiovascular (Sl et al.,
2001).

Os estrogenos também modificam o metabolismo hepatico das lipoproteinas,
aumentando o catabolismo das LDL e a produc&o de HDL (em particular de HDL-2)
e apo A1; por outro lado, ha um aumento moderado dos niveis de triglicérides
(BELCHETZ, 1994; MANSUR e RAMIRES, 1996).

Aumentam, também, o fluxo de colesterol da dieta para o figado, por meio de sua
incorporagdo  aos  quilomicrons e remanescentes de  quilomicrons.
Subsequentemente ocorre o fluxo de colesterol para as células do tecido periférico,
pela VLDL e LDL, e o retorno para o figado pelo transporte reverso do colesterol, via
HDL. O colesterol, nas células hepaticas, é transformado em acidos biliares que por
sua vez sao excretados na bile. Sob influéncia dos estrégenos, ocorrem os
seguintes eventos: os triglicerideos plasmaticos aumentam devido ao aumento na
producdo de VLDL; a concentragcdo de LDL é reduzida devido ao aumento da
expressao do receptor para LDL; a HDL é aumentada por dois mecanismos: maior
secrecao de apolipoproteina A-1 e menor remogao de seus lipideos, pois os
estrogenos levam a remocé&o da atividade da lipase hepatica (ZHU et al., 1999).

Com o decorrer dos anos, ocorre a cessagao fisioldgica na produgado do estrogénio e

progesterona pelo ovario, conhecida como climatério que segundo Gebara e Aldrighi



(1999), inicia-se por volta dos 40 anos e culmina com o surgimento da ultima
menstruacdo, conhecida como menopausa, e 0 aparecimento de sintomas
desconfortaveis e aumento na incidéncia de doencas. Entre elas destaca-se a
doenca cardiovascular, que de acordo com Wenger (1996) e Rossi et al. (2002), é

de fato mais prevalente, quando comparada com a fase pré-menopausa.

O climatério promove redugao estrogénica favorecendo o surgimento da obesidade
central que pode desencadear complicagbes metabdlicas, dentre as quais
dislipidemias (COLDITZ et al., 1987; BONDUKI et al., 2001). Periodo este, onde

normalmente sao descobertos os tumores mamarios.

Estudos epidemiolégicos demonstraram que com a idade as mulheres apresentam
aumento progressivo na incidéncia da doenga isquémica do coragao (DIC); assim,
apds a menopausa, o risco da DIC se eleva, aproximando-se ao dos homens em
torno dos 65 anos (KANNEL, 1976).

Em 1987, Kannel relatou em seu estudo que os niveis de lipideos aterogénicos
aumentam com a idade na pds-menopausa. As moléculas pro-inflamatérias como
interleucinas (IL-1 e IL-6), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e moléculas de
adesao ICAM-1 e VCAM-1 também aumentam, promovendo um correspondente

aumento na incidéncia de doencgas cardiovasculares (PFEILSCHIFTER et al., 2002)

Apesar de seu provavel efeito cardioprotetor e inibidor da reabsor¢cdo da massa
O0ssea, o estrogénio pode causar aumento da incidéncia de cancer de mama e
cancer de colo de utero, devido seu efeito citoproliferativo nesses locais
(BURCKHARDT, 1999).

Ha evidéncias na literatura que apontam para a existéncia de uma associacéo entre
estrogénios e cancer de mama, onde os seguintes fatores de risco foram
detectados: menopausa tardia, menarca precoce, idade mais avangada na primeira
gestacéo, presenga de receptores hormonais em tumor de mama e resposta tumoral
a manipulagdo hormonal (BARGMANN et al., 1986). O paradigma atual mais aceito

da carcinogénese mamaria concebe um processo em varias etapas, desde a



transformacdo de uma célula normal em maligna, até o seu crescimento

desordenado, que leva a formagao de um tumor.

Neste processo complexo podem participar oncogenes (CYPA7, EDH 17B,, ER,
HER2/neu), genes supressores de tumores (p53, BRCA1, BRCAZ2), fatores de
crescimento (TGF-a , EGF, IGF), fatores inibidores de crescimento (TGF-B) e

horménios (estrégeno, progesterona, prolactina, horménios tireoidianos).

Segundo Bargmann et al. (1986), acredita-se que o processo de transformacéo
celular dependa, fundamentalmente, da ocorréncia de alteragdes moleculares que
desregulam a ag&do de oncogenes, de genes supressores de tumor e a produgao de
fatores de crescimento pelo estroma circunjacente ao tumor. Tais fatores de
crescimento, produzidos pela propria célula tumoral (autdcrinos) ou pelo estroma
(paracrinos), estimulariam positivamente o processo de proliferagdo celular. A
atuacao dos hormodnios estrogénicos, entretanto, parece estar mais restrita a um
fator que influencia, predominantemente, a etapa subsequiente do crescimento do

tumor e n&o ao processo inicial de transformacéo.

Utsumi et al. (1996), relatou que em pacientes com cancer mamario existe uma
frequente alteragdo no gene que determina a expressdo da aromatase em tecidos
adiposos. Essa alteragdo pode causar uma superproducéo local de estrogénio e
resultar numa proliferagdo de células mamarias cancerigenas estrogénio-

dependente, via ativacao de receptores REa.

Desde 1973, Jensen e Desombre identificaram receptores de estrogénio no Iébulo
mamario humano, impulsionando a pesquisa de medicamentos que pudessem

proporcionar efeito antiproliferativo nesta glandula.

Desta forma surgiram os moduladores seletivos de receptores de estrogénio
(SERMs) que s&do uma classe de compostos que podem agir como agonista de
receptor de estrogénio em alguns tecidos e antagonista em outros (MUCHMORE,
2000), dos quais o tamoxifeno foi o primeiro a ser estudado, sendo utilizado como
contraceptivo, mas sem sucesso. Mais tarde foi identificado como antiestrogénico

(JORDAM, 1998) e hoje € utilizado nos protocolos de tratamento do cancer de



mama sensivel a estrogénio (TAN-CHIU, 2000; TAKANISHI e BORST, 2001), sua
principal acdo conhecida se da pelo bloqueio dos receptores de estrogénio no tecido

mamario e estimulo dos mesmos no tecido uterino (BRINCAT et al., 1999).

Em 29 de outubro de 1998, a instituicdo americana Food and Drug Administration
(FDA) aprovou o tamoxifeno para profilaxia do carcinoma mamario em mulheres de
alto risco. Esta resolucéo foi baseada nos resultados do estudo americano National
Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project P-1 Study (NSABP P-1), trabalho
prospectivo e aleatorizado que comparou grupos de mulheres consideradas de risco
elevado para a doenga, que receberam placebo e tamoxifeno na dose de 20 mg/dia,
durante cinco anos. Os autores concluiram que o tamoxifeno reduziu o risco de
carcinoma invasivo em 49%. A diminuicdo do risco ocorreu em todas as faixas
etarias. De acordo com Fournier et al. (1999), desde entdo, € considerado a droga
padrao no tratamento hormonal do cancer de mama metastatico. Além disso, o uso
adjuvante (pds-operatdrio) do tamoxifeno esta associado a um ganho significativo,
tanto em sobrevida livre de doencga, quanto em sobrevida global, para as mulheres
com tumores que apresentam receptores hormonais positivos ou desconhecidos
(EARLY BREAST CANCER TRIALIST COLLABORATIVE GROUP, 1998;
NATIONAL INSTITUTE CANCER, 2001). Facina, em 2003, concluiu através deste
estudo que as mulheres de alto risco deveriam utilizar tamoxifeno por, no minimo,
cinco anos (FISHER et al., 2000).

Cuzick e Baum (1985) foram os primeiros autores a referir menor incidéncia do
carcinoma contralateral em usuarias de tamoxifeno (apud Facina, 2003). Em estudos
realizados por Tan-Chiu e Wickerhan (2000), o tamoxifeno reduziu de 49% a 50% o
risco de cancer de mama invasivo e nao invasivo, respectivamente. Para os SERMs
agirem como agonistas do estrogénio em alguns tecidos e antagonistas em outros,
dependem principalmente da interagdo entre os RE (BIAN et al., 2001). Estes RE
sdo denominados de a e B, descritos anteriormente, onde a diferenga entre estes
subtipos € em relagdo a afinidade de ligagdo e distribuicdo nos tecidos podendo
contribuir para explicar a acado seletiva dos agonistas ou antagonistas do RE em
diferentes 6rgaos e sistemas. O tamoxifeno apresenta acgdo agonista em
determinados tecidos, como o endometrial (aumentando o risco de cancer de

endométrio), o 6sseo (prevenindo a osteoporose pré e pdés-menopausa) e o hepatico



(metabolismo lipoprotéico), e apresenta agdo antagonista na mama (GEBRIM e
LIMA, 2003; PELLETIER, 2000; LEWIS et al., 2000; BIAN et al., 2001).

A maior parte dos receptores de cancer de mama sao estrogénio dependente, com
cerca de 87% na proporcdo de mulheres com receptores positivos (FINK et al.,
2004). Portanto, a quantidade de pacientes que necessitam do uso de tamoxifeno é

maior do que a de pacientes que nao necessitam de seu uso.

Inicialmente in vitro, demonstrou-se que o tamoxifeno induz a secregcao autdcrina em
fibroblastos humanos fetais desprovidos de receptores estrogénicos, do fator de
transformacao de crescimento beta (TGF-B). Este pertence a uma familia de trés
peptideos regulatérios multifuncionais com importante fungao inibitéria no controle
de proliferacédo e diferenciacdo da maioria dos tecidos humanos epiteliais, incluindo
células normais e tumorais. O aumento do TGF- 3, promove diferenciagcao de
musculo liso, previne a migracao e proliferagdo de células musculares na parede de
vaso sanguineo, protege o endotélio por reduzir adesao de células inflamatérias e
reduz a habilidade de células da parede do vaso em captar LDL-colesterol,
reduzindo os riscos de aterosclerose (ARTEAGA et al.,, 1988; GRAIGER, 2004).
Posteriormente, Butta et al. (1992) demonstraram indu¢ao de TGF- 3 extracelular no
estroma de tumores de mama humanos apds trés meses de uso do tamoxifeno,
implicando este peptideo como um potencial mediador na acéo terapéutica desta

droga.

De acordo com Jordan (1999) e Arteaga et al. (1996), o tamoxifeno também estimula
a expressao do gene que controla a producado do fator de crescimento insulindide
tipo |, também conhecido como somatomedina-C, reduzindo sua sintese. Da mesma
maneira que pode estimular a secrecdo do TGF-B também pode inibir a secrecéo
dos fatores de crescimento transformante alfa (TGF-a) e epidermal, ambos capazes

de se ligarem a receptores de membrana e promoverem proliferagao celular.

Grainger e Metcalfe (1996) observaram em seu estudo com animais, varios efeitos
bioldgicos e relevantes do tamoxifeno para o cancer, osteoporose, doenga cardiaca
e doencgas autoimunes, sugerindo que este medicamento: a) inibe a formacao de

lesbes lipidicas arteriais em ratos e b) aumenta a produgdo de TGF- B e mudancgas



na parede do vaso sanguineo associada com a ocorréncia de aterosclerose onde a
atividade do TGF- 3 é baixa.

Outros mecanismos de acgao antiproliferativa propostos para o tamoxifeno é o
antagonismo a calmodulina, promovendo reducgao intracelular de calcio, e outros
processos dependentes da proteina C quinase (FANIDI et al., 1989; HOELTING et
al., 1995).

Uma preocupagao que nos despertou a presente pesquisa foi o fato de que as
mulheres que fazem tratamento com hormonioterapia por 5 anos para cancer de
mama, poés-mastectomia, sdo avaliadas somente quanto ao risco de recidiva de tal
neoplasia. Porém, ha um intenso questionamento no que se refere a investigagao
cardiovascular durante o periodo de tratamento, que geralmente é longo e que além
dos medicamentos que lhe sao atribuidos, também ndo podemos esquecer de todo

estresse sofrido por esta paciente apreensiva pela cura.

McDonald e Stewart (1991) também sugeriram que o tamoxifeno além destas
atividades descritas, tem efeitos protetores no sistema cardiovascular, com redugao
de 60% em infartos de miocardio fatais e 50% a 70% nos infartos de miocardio nao
fatais em estudos contemplando mais de 1000 mulheres. Outros trabalhos
confirmam a hipétese de redugédo nos fatores de risco de DIC, tais como os de
Rutqvist e Mattson (1993), Constantino et al. (1997), Hong et al. (1992), Taddei et al.
(1996) e Zoma et al.(2002).

Porém, outros trabalhos relataram que o tamoxifeno pode exercer efeitos
antagonistas do estrogénio em vasculatura coronariana, podendo contribuir para o
desenvolvimento de isquemia cardiaca miocardica. Willians et al. (1997),
demonstrou que quando administrado cronicamente em ratas ovariectomizadas leva
a vasoconstricgdo inapropriada de artérias coronarias em resposta a acetilcolina, um
vasodilatador dependente do endotélio, e inibicdo da vasodilatacdo apropriada em
resposta a nitroglicerina. Além disso, Fischer et al. (1998), descreve que o
tamoxifeno tem propriedades pré-trombdticas que sédo clinicamente manifestadas

por um aumento dos riscos de eventos tromboembdlicos.



Ja os estudos realizados por Figtree et al. (2000) demonstraram efeitos opostos ao
estudo citado anteriormente, onde o tamoxifeno induziu significante o relaxamento
em artérias coronarias de coelhos, sugerindo que este relaxamento seria em parte
dependente do endotélio, confirmado pela inibigao por L-NAME e por antagonista de
receptores de estrogénio ICI 182,780. Também descreve agao direta do tamoxifeno
em midcitos vasculares pelo relaxamento de anéis desnudados de endotélio a partir
de curvas de contragao dependente de concentragdes de calcio, sugerindo bloqueio
dos canais de caélcio, demonstrando que o tamoxifeno tem acdo eficaz no
relaxamento em anéis epicardicos de artéria coronariana de animais machos e

fémeas, via endotélio e diretamente no musculo liso vascular.

Jiang et al. (1992) e Mugge et al. (1993), ja descreviam agao do tamoxifeno no
relaxamento agudo e cronico de artérias coronarias “in vivo” e “in vitro”, sendo que o
mecanismo envolvendo este relaxamento pode contribuir para os efeitos

cardioprotetores desta droga.

Em mulheres na p6s-menopausa o NO tem sua atividade reduzida; entretanto nao
esta claro se isto ocorre devido a sua menor produgao pela 6xido nitrico sintase, ou,
se o NO é inativado pela reagdo com o radical superoxido, também gerado pelas
células endoteliais, formando anion peroxinitrito (ONOQO’), que é um forte agente
oxidante. O peréxinitrito se decompde em outras espécies reativas de oxigénio
(LANCASTER, 1996) e reage com residuos de tirosina de proteinas para formar
nitrotirosina (BEECKMAN et al.,1992). Beeckman em 1994 relata ainda, que embora
pouco se saiba sobre os efeitos da nitracdo de tirosinas na fungao de proteinas in
vivo, tem sido mostrado que o peréxido nitrito e seus produtos de decomposi¢ao
induzem a peroxidagao dos lipideos das membranas (RADI, 1991) e podem iniciar a
peroxidacao lipidica da LDL humana (DANLEY et al., 1992), provocando lesao
endotelial a aumento da permeabilidade vascular. Estudos indicam que a deficiéncia
no relaxamento vascular dependente do endotélio, esta associada a inativacdo do
NO pela formagéao de peroxinitrito (DEWITT et al., 2001; STRUNK et al., 2001).

Medina et al., 2004, relatou que o tamoxifeno atua como protetor das doencas
coronarianas em humanos, bem como em diferentes modelos de aterosclerose em

animais, através do bloqueio da formagao da placa de ateroma. Segundo Morales et



al. (1996) e Willians et al. (1997), as propriedades anti-ateroscleréticas do
tamoxifeno, sugerem que seu uso estd associado a redugdo dos riscos

cardiovasculares.

Quanto a incidéncia de doenga cardiovascular (DCV), n&o houve diferenca
significativa em mulheres com historia de DCV e sem historia de DCV nos estudos
de Fisher et al., 1998; e Reis et al., 2001 que relatam ainda um substancial aumento
no risco de acidente vascular encefalico em mulheres que ingeriram tamoxifeno,

especialmente apds os 50 anos.

Dados da literatura demonstram alguns beneficios do tamoxifeno, também, sobre o
sistema cardiovascular em homens com doencas da artéria coronaria, reduzindo os
fatores de risco por reduzir os niveis de colesterol e trigliceridios, além do combate
do envelhecimento arterial. Clarke et al. (2001) concluiram em seu estudo que a
administracdo de tamoxifeno em homens teve algumas, mas n&o todas as agdes
benéficas encontradas em mulheres na reducao dos fatores de risco cardiovascular,
demonstrando que o tratamento com tamoxifeno por 56 dias com dosagens de 40
mg/dia, melhorou substancialmente a dilatacdo dependente do endotélio em artérias

coronarias de homens com doenga de artéria coronaria pré-existente.

Em recente meta-analise, contendo varios estudos sobre tamoxifeno com a
participacédo de cerca de 25000 mulheres, Braithwaite et al. (2003), concluiram que o
uso do tamoxifeno esta, de fato, associado com uma significativa redugéo de 30% a
40% nos riscos de morte por infarto de miocadio. Todos esses resultados podem ser
atribuidos pela reducédo da formacéao ou ruptura de placas de gordura, pela redugéao

do colesterol e LDL colesterol.

Segundo Love et al. (1994), o tamoxifeno, assim como o estrogénio, possui efeitos
benéficos nos lipidios plasmaticos e lipoproteinas. Dewar et al. (1992) descreveu em
seu estudo que os efeitos benéficos na reducdo dos niveis séricos de colesterol
parece terminar rapidamente com a cessacdo do uso do tamoxifeno, levantando
uma preocupagao apés 5 anos de tratamento em relagdo ao risco subsequente de

doenca de artéria coronaria, mortalidade e morbidade entre estas mulheres.



De acordo com Gebrim e Lima (2003), o tamoxifeno apresenta agado agonista em
tecidos como o hepatico o que justificaria a redugdo do nivel sérico do colesterol
total em até 15% devido a diminuigdo do LDL-colesterol, reduzindo assim as

doencas secundarias cardiovasculares.

Estudos com o tamoxifeno, demonstram reducéo do colesterol total (KE et al., 1997,
CUSHMAN et al.,, 2001), diminuicdo LDL-colesterol, sem efeito sobre o HDL-
colesterol e triglicerideo (SCHUSSHEIN e SIRIS, 1998; SEXTON e GHERMAN,
2001; CUSHMAN et al., 2001). Reduzem ainda, o fibrinogénio (CUSHMAN et al.,
2001; MORELLO et al., 2002) e inibem a oxidagdo do LDL-colesterol (SEXTON e
GHERMAN, 2001). Sendo assim, o uso do tamoxifeno esta associado com uma
reducdo em 48% no risco de infarto do miocardio e 15% na incidéncia de doenga

coronariana associada com mortalidade.

Os resultados adquiridos pelo Breast Céancer Primary Prevention Trial, nos mostra
um claro papel do tamoxifeno na redugdo dos niveis de colesterol total (CT), onde
houve redugcdo de cerca de 18 mg comparada com placebo (CUSHMAN et al.,
2001).

A importancia do HDL-colesterol na protecdo da mulher contra a doenca coronaria
ficou bem estabelecida nos estudos de Framingham (KANNEL,1987), Lipid
Research Clinics (BUSH et al., 1987) e Donolo-Tel-Aviv (LIVSHITS et al.,1989); onde
a reducdo do HDL-colesterol mostrou-se o maior preditor de risco em mulheres,
superando os outros fatores , incluindo o CT.

Reis et al. (2001), demonstraram que em estudos com animais, o tamoxifeno esta
associado com reducdo do acumulo arterial de produtos de degradagédo de LDL e
inibicdo de hiperplasia da intima de artérias.

Grainger et al. (1996), relataram em suas pesquisas reversao de formacgao de leséo
lipidica em ratos apo-E knockout, que apos 24 semanas de nascidos, foram tratados
por 12 semanas com tamoxifeno. Houve uma redugéo significante de cerca de 30%

de area de leséo lipidica comparada com o grupo controle.



Efeitos antiinflamatérios em humanos foram propostos por Bonanni et al. (2003) e
Cushman et al. (2001) e Grainger et al. (1995), propondo que estes efeitos sdo em
parte pela upregulation das citocinas antiinflamatérias TGF-p.

Outro efeito antiinflamatério proposto por Bonanni et al. (2003), através da utilizagao
de tamoxifeno inclui a redug&o dos niveis de proteina C reativa, mesmo com baixas
doses de bloqueadores de receptores de estrogénio. Esta proteina serve como

importante marcador associado a risco aumentado de infarto agudo de miocardio.

Porém existem efeitos colaterais com a utilizacdo dos SERMs. O Teste de
Prevencgao do Cancer de Mama (BCPT) iniciado em 1992 pelo Instituto Nacional do
Cancer confirmou que o uso do tamoxifeno estd associado a alta incidéncia de
tromboembolismo venoso, cancer endometrial e derrame cerebral, devido sua
atividade agonista nos dois primeiros e antagonista no ultimo (TAN-CHIU, 2000;
ROSENDAL et al., 2002; KONKLE, 2001).

Nos casos de contra-indicagao para o uso do tamoxifeno, como a ocorréncia de
doenca tromboembdlica, doenca cerebrovascular, ou carcinoma de endométrio e
naqueles tumores iniciais ou que se desenvolvam durante o uso do tamoxifeno,
sugere-se inibidor de aromatase como terapia adjuvante, somente em mulheres pos-
menopausa e com tumores positivos para receptores hormonais (CONSENSO
BRASILEIRO DE CANCER DE MAMA, 2004).

Com o aumento da expectativa média de vida da populacdo, a incidéncia tanto de
DCV e cancer de mama torna-se mais preocupante. No inicio deste século, apenas
6% das mulheres atingiam a menopausa e estima-se que no ano 2025, 23% da
populagdo dos paises desenvolvidos estardo com mais de 60 anos (BYYNY e
SPEROFF , 1996).

Observamos que varios trabalhos demonstram os efeitos da terapia medicamentosa
com hormonioterapia, principalmente com o Tamoxifeno, no sistema cardiovascular.
Porém, existem algumas controvérsias sobre tais resultados. Através de nossos

estudos experimentais esperamos ter subsidios cientificos para poder colaborar de



forma determinante com o desenvolvimento de um estudo clinico de

acompanhamento de mulheres em uso deste medicamento.



2 - OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

-Avaliar os efeitos do tratamento com tamoxifeno sobre o metabolismo corporal,
sistema cardiovascular e renal e fungao hepatica de ratas castradas, normotensas

(wistar) e espontaneamente hipertensas (SHR).

2.2. Objetivos Especificos

- Avaliar os efeitos do tratamento com tamoxifeno a cada 15 dias até o 90° dia sobre

0 metabolismo corporal através do peso corporal e consumo de racgao;

- Avaliar os efeitos do tratamento com tamoxifeno a cada 15 dias até o 90° dia sobre
a ingestao/excregao de liquidos, excregao de sédio urinario e apos 90 dias sobre os

niveis séricos de sddio, potassio e creatinina, peso umido dos rins e histologia renal;

- Avaliar os efeitos do tratamento de 90 dias com tamoxifeno sobre o sistema
cardiovascular através da frequéncia cardiaca (FC), pressao arterial média (PAM),
velocidade maxima de desenvolvimento de pressdo durante fase isovolumétrica

(dP/dtmax), peso umido de ventriculo direito (VD) e de ventriculo esquerdo (VE).

- Avaliar os efeitos do tratamento de 90 dias com tamoxifeno sobre o perfil lipidico

através da HDL-colesterol, LDL-colesterol, triglicerideos e colesterol-total (CT).

- Avaliar os efeitos do tratamento de 90 dias com tamoxifeno sobre a funcgao
hepatica verificados pelo peso umido do figado e dosagens de enzimas hepaticas

transaminase glutdmico oxalacética (TGO) e transaminase glutadmico piravica (TGP).



3 - MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais experimentais

Os animais utilizados no presente estudo foram ratas normotensas (Wistar) e ratas
com hipertensdo espontanea (SHR), jovens, com peso corporal variando de 100 a
200 gramas, fornecidas pelo Biotério de Pesquisa do Programa de Pds-graduagéo
em Ciéncias Fisiolégicas da Universidade Federal do Espirito Santo. Apds castragéo
cirargica, os animais foram mantidos em gaiolas individuais (gaiolas metabdlicas),
que permitiam livre acesso dos mesmos a ingestdo de agua e ragdo, em ambiente
de temperatura controlada (20-24°C) e iluminacédo artificial de acordo com o
recomendado para os biotérios de pesquisa (FINEP). O manuseio dos animais esta
de acordo com as normas de tratamento de animais adotadas pela Sociedade
Brasileira de Fisiologia.

3.2. Grupos experimentais

Os animais foram subdivididos em quatro grupos (n = 9) da seguinte forma:
e Ratas Wistar tratadas por 90 dias com tamoxifeno (WT) na dose 0,1mg/100g
de peso corporal (via oral);
e Ratas Wistar controle (WC) — sem tratamento com tamoxifeno;
e Ratas SHR tratadas por 90 dias com tamoxifeno (ST) na dose 0,1mg/100g de
peso corporal (via oral);

e Ratas SHR controle (SC) — sem tratamento com tamoxifeno.

3.3. Castragao dos animais (Ooforectomia)

Apods anestesia com ketamina (10 mg/kg) e xilasina (50 mg/kg), as fémeas foram
submetidas a uma incisao cirurgica de 1 a 1,5 cm na camada muscular da pele
da regido dorsal, entre a ultima costela e a coxa, a 1 cm da linha mediana,
abrindo a cavidade peritoneal para posterior ligadura da tuba uterina e retirada

dos ovarios (ooforectomia bilateral), seguida de sutura da musculatura e pele. Ao



final do procedimento, os animais receberam 0,1 ml do antibiético Enrofloxacina
2,5% (Flotril®), por via intramuscular. Apos 7 (sete) dias de recuperagéo pos-
operatoria, os animais foram colocados em gaiola metabdlica para inicio do

tratamento.

Fig. 1 - Procedimento cirurgico de ooforectomia

3.4. Protocolo experimental

Apos 7dias da cirurgia de ooforectomia, os animais foram colocados individualmente
em gaiola metabdlica (fig. 2) com agua e ragao ad libidum e ficaram por mais 7 dias
para adaptar-se, antes de iniciarmos o experimento. Em seguida, iniciamos os
protocolos onde o0s animais permaneceram em gaiola metabdlica até o fim do
experimento (90 dias) sendo retiradas a cada 7dias para verificagdo do peso
corporal de cada rata (balanga Toledo com precisdo de 0,01g) para o reajuste da
quantidade de ragao e de medicamento administrado diariamente para cada animal.
Ao final dos 90 dias, as ratas foram retiradas aleatoriamente das gaiolas
metabdlicas, pesadas e anestesiadas com ketamina (10 mg/kg) e xilasina (50
mg/kg). A artéria carétida e a artéria femoral foram cateterizadas. Apds 24 horas de
recuperagao cirurgica os valores de dP/dtn.x € da PAM foram verificados. Em
seguida, 2 ml de sangue foram retirados pelo catéter de artéria carétida, para analise
laboratorial. Depois, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, € os
orgaos (figado, rins e coragado) foram retirados, lavados, secados e pesados.
Amostras do tecido renal foram encaminhadas para analises histoldgicas.



3.4.1. Ratas normotensas (WT) e espontaneamente hipertensas (ST),

ooforectomizadas, tratadas com tamoxifeno:

Protocolo diario: a ragao foi administrada moida e peneirada, sendo verificado peso

da mesma antes da colocagdo em gaiola metabdlica, assim como sua sobra no dia
seguinte, que retornava a gaiola para garantir o consumo diario do medicamento.
Doses diarias de tamoxifeno foram administradas, colocadas sobre a ragdo em pé
na concentragdo de 0,1 mg/100g de peso corporal do animal. O volume de agua
ingerido e o volume excretado de urina também foram quantificados diariamente,
assim como, uma amostra diaria e individual de 0,25ml de urina, recolhida para

posterior verificagdo de sodio urinario.

3.4.2. Ratas normotensas (WC) e espontaneamente hipertensas (SC),

ooforectomizadas, sem tratamento com tamoxifeno:

Protocolo diario: a ragao foi administrada moida e peneirada, sendo verificado peso

da mesma antes da colocagdo em gaiola metabdlica, assim como sua sobra no dia
seguinte. O volume de agua ingerido e o volume de urina excretado foram
quantificados diariamente, assim como, uma amostra diaria e individual de 0,25ml de

urina, recolhida para posterior verificacdo de sddio urinario.

Fig. 2 - Gaiola metabdlica utilizada durante experimento



3.5. Tratamento com Tamoxifeno

Comprimidos de 20 mg de cloridrato de tamoxifeno foram triturados e misturados
com 200g de ragao em poé (pesados em balangca da marca Marte com precisao de
0,025 mg), sendo que para cada 1g de ragdo, obtinhamos 0,1mg de tamoxifeno.
Doses diarias de Tamoxifeno foram dadas aos animais sobre a racdo pura
previamente moida e peneirada. Calculou-se a dose de medicagdo, bem como a
quantidade de ragéo através do peso dos ratos, sendo que a dose de tamoxifeno
administrada foi de 0,1mg/ 100g de peso corporal do animal (correspondendo a 20
mg/dia de tamoxifeno utilizado em mulheres) e a racdo moida e peneirada (sem
medicamento) foi administrada na quantidade de 10g/ 100g de peso corporal do

animal.

3.6. Dosagem de sddio

Os animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas individuais por todo o
tratamento, uma amostra diaria de urina de cada rato foi armazenada em Ependorff,
as quais eram mantidas em refrigeracdo até a realizagcdo da dosagem da
concentragdo sodio, que ocorria a cada 7 dias. As concentragbes de sodio foram
quantificadas através de um Fotébmetro de Chama (Instrumental Laboratories,
modelo 943). A unidade de medida foi mEg/dia. Ao final, a dosagem do sodio obtida
foi reajustada por 100g de animal.

3.7. Cateterizacao da Artéria Carétida

A artéria carétida foi isolada através de uma incisdo na regiao cervical e nela
introduzida uma canula de polietileno PE50. Previamente, a extremidade livre da canula
foi preenchida com solugéo salina (NaCl 0.9%) e ocluida com um pino inoxidavel. A
canula, entao, foi heparinizada com solugao salina a 2% como medida profilatica para a
formacgao de coagulos, o que poderia amortecer o sinal da afericdo direta do indice de
contratilidade pela dP/dtyax, alterando assim o resultado final. A seguir, a extremidade

livre da canula foi conduzida por meio de um trocater, sob a pele da regido cervical



anterior, até a regido médio cervical posterior do animal, onde por meio de uma nova
incisao foram exteriorizadas. A canula foi fixada por um fio de sutura, a fim de evitar
que o animal pudesse arranca-la ou mordé-la. Tal procedimento permitiu que esse
estudo fosse realizado com o animal acordado e com o0 minimo de manuseio e
perturbacdo possivel. Os cateteres foram confeccionados medindo 10 cm de

comprimento.

3.8. Cateterizagao da Artéria Femoral

ApOs a cateterizagdo da carotida, a artéria femoral foi isolada através de uma incisao
na regiao inguinal e nela introduzida cateteres que foram confeccionados pela conexao
de duas céanulas de polietileno PE10 e PE50, medindo 3 e 15 cm de comprimento,
respectivamente, montadas sobre um mandril de aco inoxidavel e soldadas por
aquecimento. A extremidade da canula PE10 foi introduzida na artéria femural.
Previamente, a extremidade livre da canula PE50 foi preenchida com solugdo salina
(NaCl 0,9%) e ocluida com um pino inoxidavel. A canula entdo foi heparinizada com
solugédo salina a 2% como medida profilatica para a formagdo de coagulos, o que
poderia amortecer o sinal para afericdo da PAM modificando assim o resultado final. A
seqguir, a extremidade livre da cénula também foi conduzida por meio de um trocater,
sob a pele do dorso, até a regiao média cervical posterior do animal, e por meio de uma
nova incisdo foram exteriorizadas e fixadas por fio de sutura. Tal procedimento permitiu
que esse estudo fosse realizado com o animal acordado apdés 24 horas do
procedimento cirurgico e com o minimo de manuseio e perturbagcdo possivel, e sem
influéncia anéstésica. A cateterizagcao de artéria femural permitiu verificacdo direta da
PAM.

3.9. Medida da pressao arterial média e da dP/dtax

Na ultima fase do estudo, 24 horas apds a cateterizacdo, com o animal acordado e com
um minimo de perturbagdo e manuseio do mesmo, os cateteres de polietileno (canula)
localizados na artéria femural e na artéria carétida, foram conectados a um transdutor

de pressao (Spectramed P23XL) e os dados de PAM e da dP/dt, foram digitalizadas



(Chart 5.0 for Windows, PowerLab, AdInstruments) e armazenados em disco rigido do

computador para serem feitas as analises.

3.10. Preparo das amostras de sangue

As amostras de sangue destinadas a avaliagao foram obtidas dos animais em jejum
alimentar nao hidrico, ad libitum, por cerca de 8-10 horas. Os animais foram
submetidos a coleta de cerca de 2 mL de sangue pelo cateter inserido na artéria
carodtida e apds, sacrificados por deslocamento cervical. O sangue coletado, em um
tubo sem anticoagulante, foi centrifugado utilizando uma centrifuga de bancada nao
refrigerada da marca Sigma 2-3 a 1.500 min”', durante 10 minutos. Apds, o
sobrenadante (plasma) foi colhido com auxilio de uma pipeta automatica e enviado
para analise laboratorial.

3.10.1. Dosagem do colesterol total (método enzimatico)

Apo6s uma hidrélise prévia dos ésteres de colesterol pela colesterol esterase, o
colesterol é oxidado pela colesterol oxidase, formando peroxido de hidrogénio. Este,
através de uma reacdo de acoplamento oxidativo, reage com fenol e 4-
aminoantipirina, produzindo uma quinonimina de cor vermelha, cuja absorbancia
medida em 500 nm, é diretamente proporcional a concentragdo de colesterol. A

unidade de medida foi mg/dl.

3.10.2. Dosagem do HDL-colesterol (método enzimatico)

As lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e as lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) s&o quantitativamente precipitadas com acido fosfotungstico e
cloreto de magnésio. Apos centrifugagao, o colesterol ligado as proteinas de alta
densidade (HDL) foi determinado no sobrenadante pelo sistema colesterol

enzimatico. A unidade de medida foi mg/dl.

3.10.3. Dosagem de triglicérides (método enzimatico)
Apds a hidrélise prévia dos triglicerideos pela lipase lipoprotéica, o glicerol foi
fosforilado pelo glicerol quinase, formando glicerol fosfato que é oxidado em

dihidroxiacetona e peroxido de hidrogénio por agédo da glicerol-3-fosfato oxidase. Em



reacdo de acoplamento oxidativo catalisada pela peroxidase, o perdxido de
hidrogénio reagiu com o 4-clorofenol e 4-aminoantipirina, produzindo
antipirilquinonimina de cor vermelha, cuja absorbancia medida em 510 nm, é
diretamente proporcional a concentragao de triglicerideos na amostra. A unidade de

medida foi mg/dI.

3.10.4. Resultado de LDL-colesterol.

O resultado do LDL-colesterol foi obtido através dos seguintes calculos:
VLDL = Triglicerideo/5.

LDL = Colesterol total — (HDL + VLDL).

3.10.5. Dosagem de creatinina sérica

A creatinina e outros componentes do soro reagiram com o picrato alcalino,
formando um complexo de cor vermelha que foi medido fotometricamente. A edi¢cao
de um acidificante abaixa o pH para 5.0, promovendo a decomposi¢ao do picrato de
creatinina. A diferenca entre a leitura fotométrica antes e apds a acidificagéo,

permitiu quantificar a creatinina verdadeira.

3.11. Retirada do figado, rins e coragao

Apos os 90 dias de tratamento, apds as cateterizagdes e retirada de amostras de
sangue para analise, os ratos foram sacrificados por deslocamento cervical, e uma
incisdo cirurgica de aproximadamente 5 centimetros na regido téraco-abdominal foi
realizada para a retirada dos rins, do figado e do coragdo, que foram lavados com
solugao fisioldgica. O excesso de liquido foi removido com papel filtro e em seguida
foram pesados. O indice de hipertrofia do ventriculo direito (VD) e esquerdo (VE),
dos rins e do figado foram estimados e corrigidos em mg de tecido umido/100g de

peso corporal do animal.



3.12. Preparacgao das laminas para analise histolégica

Cada amostra de tecido renal foi submetida a fixagdo em formol 10% por 48 horas,
seguida da desidratacdo em varias etapas de uma hora cada (alcool 70%, 90%, 96%
e 100%). O material sofreu um processo de substituicdo de alcool por xilol, com trés
banhos de xilol por 30 minutos cada. Posteriormente foram montadas em blocos de
parafina com trés banhos de 30 minutos cada, cortadas em micrétomo Américan
Optical a 10 microtomo.

Foram utilizadas as coloragdes tipo Hematoxilina Eosina (HE) e Tricrbmico de
Masson.

Apods a coloragédo as laminas passaram novamente pelo processo de desidratagao
seguindo-se a montagem com Balsamo do Canada e cobertura com laminula para

posterior analise histologica.

3.12.1. Analise histolégica e morfométrica das laminas

A analise do tecido renal foi realizada em microscopio 6tico ano 1996. Os dados
morfométricos foram obtidos através do programa Leica EWG 2100 e um

computador Pentium.

3.14 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrao da média (EPM) para
todos os grupos estudados, comparando-se o0s grupos das ratas normotensas e
hipertensas, castradas, tratadas ou n&do com tamoxifeno por 90 dias. Para analise
estatistica das variaveis estudadas, foi efetuada analise de variancia (ANOVA) de 1
via, seguida pelo calculo das diferengas minimas significativas entre as média pelo
teste post-hoc Tukey/ Kramer. Os niveis de significancia estabelecidos foram p<
0,01 % e p< 0,05%.



4 - RESULTADOS

4.1. Efeito do tratamento com Tamoxifeno sobre Ganho de Peso Corporal e

Consumo de Ragao.

Os valores de ganho de peso corporal a cada 15 dias de tratamento com tamoxifeno
estdo demonstrados no grafico 1. Foram observados redugédo no ganho de peso
corporal entre os grupos WT quando comparados ao WC, principalmente nos
primeiros 45 (p<0,01) e 60° dias de experimento (p< 0,05). No grupo ST,
encontramos no 30° dia de tratamento uma redug¢ao de ganho de peso (p< 0,01)em

relagdo ao grupo SC, que se manteve ao longo dos 45° e 75° dia (p< 0,05).
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Grafico 1- Avaliagdo quinzenal da variagdo do ganho de peso corporal expresso em gramas, em
ratas Wistar controle (WC), Wistar tratadas com tamoxifeno (WT), SHR controle (SC) e SHR tratadas
com tamoxifeno(ST) durante 90 dias experimento, n = 9. Os valores sédo fornecidos como média +
EPM. **p<0,01e*p<0,05vs. WC e SC.

Apesar da reducédo de ganho de peso dos animais tratados, observa-se no grafico 2
que os animais do grupo WT tiveram consumo de ragdo significativamente maior
(p<0,05) em relagédo ao WC no 60° dia (WT 133,3 + 8,58 g/100g de peso; WC 103,7
* 3,9 g/100g de peso) e no 90° dia de tratamento (WT 127,1 + 7,21g/100g; WC 96,8
+ 2,35 g/100g). O mesmo aconteceu em relagdo ao grupo ST em relagdo ao SC no
90° dia de tratamento (ST 147,2 + 6,62 g/100g; SC 120,1 £ 6,9 g/100g). Os valores

de consumo de ragao foram reajustados por 100 g de peso corporal do animal.
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Grafico 2 — Avaliagao quinzenal de Consumo de racao expressos em g/100 g de peso, em ratas
Wistar controle (WC), Wistar tratadas com tamoxifeno (WT), SHR controle (SC) e SHR tratadas com
tamoxifeno(ST) durante 90 dias de experimento, n = 9. Os valores sao fornecidos como média +
EPM. *p <0,05vs. WC e SC.

4.2. Efeito do tratamento com Tamoxifeno sobre o Sistema Renal.

As médias quinzenais de volume ingerido de agua sobre volume urinario
demonstram que nao houve diferenga entre os grupos durante todo tratamento de

90 dias com tamoxifeno, como mostra o grafico 3.
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Grafico 3 — Avaliacdo quinzenal da Relagao Ingestdo Hidrica/ excregdo urinaria expresso por ml/ml,
em ratas Wistar controle (WC), Wistar tratadas com tamoxifeno (WT), SHR controle (SC) e SHR
tratadas com tamoxifeno (ST) durante 90 dias de experimento, n = 9. Os valores sao fornecidos como
média £ EPM.



A partir das coletas diarias de diurese, até o final do experimento, os valores de
sédio urinario foram verificados. Os dados obtidos e demonstrados no grafico 4,
sugerem que em ratas normotensas e espontaneamente hipertensas, o tratamento
com tamoxifeno durante 90 dias promoveu redugéo na eliminagéo do sddio urinario
(p <0,01) em ratas ST somente no 45° dia de tratamento (ST 45,3 £+ 2,87mEq/l; SC
56,5 + 3,62 mEq/l) e em ratas WT somente no 60° dia de tratamento (WT 43,2 + 2,87
mEq:l; WC 53,7 £ 2,98 mEq/l) em relagdo a seus controle. Apds, nao encontramos

retengao de sddio nos grupos tratados.
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Grafico 4 — Avaliagdo quinzenal da Excregao Urinaria de Sédio (Na) expresso em mEg/dia/100g de
peso, em ratas Wistar controle (WC), Wistar tratadas com tamoxifeno (WT), SHR controle (SC) e SHR
tratadas com tamoxifeno (ST) durante 90 dias de experimento, n = 9. Os valores sao fornecidos como
média + EPM. * p < 0,05 vs. WC e SC.

Apesar dos grupos ndo apresentarem alteracdo na relagéo ingestdo hidrica/volume
urinario, o grafico 5 demonstra que o peso umido dos rins em ratas ST foi
estatisticamente menor (p< 0,05) em relagdo ao controle (ST 624,7 + 15,35; SC
708,6 + 6,93 mg/100g de peso do animal).
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Grafico 5 — Peso Umido dos rins expresso em mg/100g de peso corporal, de ratas Wistar controle
(WC), Wistar tratadas com tamoxifeno (WT), SHR controle (SC) e SHR tratadas com tamoxifeno (ST)
apo6s 90 dias de experimento, n = 9. Os valores sao fornecidos como média + EPM. * p < 0,05 vs. ST.

Os valores sanguineos de sodio (A), creatinina (B) e potassio (C) ndo apresentaram
diferenga significativa entre os grupos tratado e controle, normotenso e hipertenso,
sugerindo, entdo, que o tratamento com tamoxifeno néo altera em ratos a fungao

renal (grafico 6).
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Grafico 6 —Niveis séricos de Sédio, Creatinina e Potassio expressos em mEq/l, em ratas Wistar
controle (WC), Wistar tratadas com tamoxifeno (WT), SHR controle (SC) e SHR tratadas com
tamoxifeno (ST) apds 90 dias de experimento, n = 9. Os valores sédo fornecidos como média + EPM.

As figuras abaixo demonstram a lamina para analise histolégica dos rins, onde cada
ldamina abaixo representa respectivamente ratas wistar controle, wistar tratado, SHR
controle e SHR tratado.

Fig.3-Regiéo cortical do rim, mostrando os Fig.4-Regiao cortical do rim, mostrando os
Glomérulos e tubulos renais de ratas WC. Glomérulos e tubulos renais do WT.
Objetiva de 20x Objetiva de 20x.



Fig.5-Regiéo cortical do rim, mostrando os Fig.6-Regido cortical do rim, mostrando os

Glomérulos e tubulos renais de ratas SC. Glomérulos e tubulos renais de ratas ST.
Objetiva de 20x Obijetiva de 20x.

De acordo com o laudo da patologia, realizado no servigo de anatomia patoldgica do
Hospital Universitario Cassiano Anténio de Moraes (HUCAM) pela Prof. Dra. Maria
Carmen L. F. Silva Santos, a avaliagao histoldgica dos rins pelos métodos de HE e
Tricrdmio de Masson revelou apenas presenga de discreta nefroesclerose benigna
nos grupos hipertenso (tratados ou ndo tratados). Glomérulos tubulos e intersticio

renal nao apresentaram alteragdes histolégicas nos grupos estudados.

4.3. Efeitos do tratamento com Tamoxifeno sobre o Sistema Cardiovascular.

O grafico 7 demonstra as alteragdes de frequéncia cardiaca (A) e de presséo arterial
média (B). Observamos uma redugao significante (p<0,01) da frequéncia cardiaca
em ratas WT (WT 310,1 £ 2,1; WC 366,4 + 4,34 b.p.m) e ST (342 £ 3,31; SC 365,7
4,52 b.p.m) em relagdo a seus controles. Porém, redu¢cdo na PAM sé foi encontrada
nas ratas ST (146,4 £ 1,75 mmHg) comparadas as SC (165,1 + 3,95 mmHg).
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Grafico 7 — Frequéncia Cardiaca (FC) e Pressao Arterial Média (PAM) expressos em b.p.m € mmHg
respectivamente, de ratas Wistar controle (WC), Wistar tratadas com tamoxifeno (WT), SHR controle
(SC) e SHR tratadas com tamoxifeno (ST) apdés 90 dias de experimento, n = 9. Os valores sao
fornecidos como média £+ EPM. ** p < 0,01 vs. WC e SC.

Na verificagcdo do indice de contratilidade miocardica, expresso pela dP/dtnax no
grafico 8, as ratas ST (10623,2 + 316,1 mmHg/seg) apresentaram redugao
significante na contratilidade miocardica (p< 0,01) em relagdo as ratas SC (12854,3
+ 253,8 mmHg/seg).
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Grafico 8 — indice de Contratilidade Miocardica em mmHg/seg expresso pela derivada de pressdo
sobre a derivada de tempo (dP/dt ,.x), de ratas Wistar controle (WC), Wistar tratadas com tamoxifeno
(WT), SHR controle (SC) e SHR tratadas com tamoxifeno (ST) apds 90 dias de experimento, n = 9.
Os valores sao fornecidos como média £ EPM. ** p < 0,01 vs. SC.



No grafico 9, o peso umido do ventriculo direito (C) e ventriculo esquerdo (D) foram
corrigidos por 100g de peso corporal das ratas. O peso umido do VD n&o apresentou
diferenga entre os grupos. Ja o peso umido de VE apresentou redugao significante
nas ratas SHR tratadas com tamoxifeno (p< 0,01) em relagdo a seu controle (ST 329
+ 5,63 mg/100g; SC 376,4 + 3,26 mg/100g).
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Grafico 9 — Peso Umido de Ventriculo Direito (C) e Ventriculo Esquerdo (D) expressos em mg/100g
de peso corporal, de ratas Wistar controle (WC), Wistar tratadas com tamoxifeno (WT), SHR controle
(SC) e SHR tratadas com tamoxifeno (ST) apés 90 dias de experimento, n = 9. Os valores séo
fornecidos como média + EPM. ** p < 0,01 vs. SC.

4.4. Efeito do tratamento com Tamoxifeno sobre o Perfil Lipidico

Testes bioquimicos de HDL-colesterol (A), triglicerideo (B), LDL-colesterol (C) e
colesterol-total (D) foram realizados ao final do experimento, onde a coleta de 2 ml
de sangue foi feita via catéter carotideo. Os resultados de HDL-colesterol
demonstram um aumento significante (p< 0,01) somente no grupo ST (ST 55,8 +
1,06 mg/dl) em relagcdo ao controle (SC 47 + 1,62 mg/dl), ndo apresentando
diferenga no grupo Wistar controle (WC 51,7 £ 1,18) e tratado (WT 55,8 + 0,83). Em
relacdo aos niveis de triglicerideos, ndao foram encontrados diferenga estatistica
entre os grupos wistar tratado (WT 126,6 + 2,49) e wistar controle (WC 122,3 +
2,44); SHR tratado (ST 131,4 £ 2,15) e SHR controle (SC 123,3 = 2,01). Ja os
resultados de LDL-colesterol apresentaram redugao significante (p<0,01) nos grupos
tratados normotensos (WT 91,5 £ 1,26 mg/dl, controle 120,7 + 1,26 mg/dl) e tratados



hipertensos (ST 92,4 £+ 1,55 mg/dl) quando comparado a seus controles (SC 123,4 +
2,99 mg/dl). Padrao estatistico semelhante foi encontrado com o colesterol-total que
também apresentou redugéao significante (p< 0,01) nos grupos tratados normotensos
(WT 132,6 + 2,96 mg/dl) quando comparado a seus controles (WC 165,7 *
3,46mg/dl) e tratados espontaneamente hipertensos (ST 133,7 + 3,13mg/dl) em
relacéo a seus controles (SC 158,4 £ 3,32mg/dl).
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Grafico 10 — Niveis séricos de HDL-colesterol (A), Triglicérides (B), LDL-colesterol (C) e Colesterol
Total (D), expressos em mg/dl, de ratas Wistar controle (WC), Wistar tratadas com tamoxifeno (WT),
SHR controle (SC) e SHR tratadas com tamoxifeno (ST) apds 90 dias de experimento, n = 9. Os
valores sao fornecidos como média + EPM. ** p < 0,01 vs. WC e SC.



4.5. Efeito do tratamento com Tamoxifeno sobre a Fungao Hepatica.
Os valores de TGO e TGP estdo expressos no grafico 11. Os niveis de TGO néo

apresentaram diferenga entre os grupos, porém os niveis de TGP tiveram alteragéo
significante (p< 0,01) nos grupos WT (WT 57,9 + 2,49 U/l; WC 49,6 + 2,22 U/l) e ST
(ST 60,7 £ 1,14 U/I; controle 48,5 + 0,69 U/l) em relagao aos controles.
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Grafico 11 —Niveis séricos de TGO (A) e TGP (B) expressos em U/l, em ratas Wistar controle (WC),
Wistar tratadas com tamoxifeno (WT), SHR controle (SC) e SHR tratadas com tamoxifeno (ST) apods
90 dias de experimento, n = 9. Os valores sao fornecidos como média + EPM. **p <0,01 e *p < 0,05
vs. WC e SC.

O peso umido do figado também foi mensurado e estda demonstrado na figura 9.
Encontramos diferengas significantes (p< 0,01) entre os grupos Wistar (WT 351,3 £
3,96 mg/100g peso corporal; WC 319,6 + 3,63 mg/100g peso corporal) e SHR (ST
360,8 + 2,26 mg/100g peso corporal; SC 330,8 + 2,79 mg/100g peso corporal).
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Grafico 12 — Peso umido do Figado expresso em mg/100g de peso, em ratas Wistar controle (WC),
Wistar tratadas com tamoxifeno (WT), SHR controle (SC) e SHR tratadas com tamoxifeno (ST) apods
90 dias de experimento, n = 9. Os valores séo fornecidos como média + EPM. ** p < 0,01 vs. WC e
SC.



5 - DISCUSSAO

Neste estudo demonstramos alguns efeitos promovidos pelo tratamento crénico com
tamoxifeno em animais experimentais normotensos e naqueles onde um importante
fator coadjuvante para doengas cardiovasculares estava presente (hipertensao
arterial).

Durante todo tratamento, observamos redugdo importante no ganho ponderal em
animais tratados com tamoxifeno, sendo que o consumo de ragao entre os grupos
controle e tratados nao apresentou diferenga, inclusive com consumo maior de ragao
pelas ratas WT na ultima quinzena de experimento, sugerindo que o tratamento com
tamoxifeno altera o metabolismo corporal em ratos. A presenga de receptores de
estrogénio na glandula tiredide sugere uma acéo direta de estrogénio e de drogas
que simulam efeitos estrogénicos na glandula (CHAUDHUR:I et al., 1986; ZAYED et
al., 1998). Araujo et al., 2006, demonstram que a glandula tiredide foi
significativamente afetada pelo tratamento com estrogénios ou tamoxifeno, com
aumento no tamanho de células foliculares e reducdo das areas coloidais
comparadas ao controle. Entretanto, alguns estudos tém demonstrado que os efeitos
dos estrogénios e do tamoxifeno na glandula tiredide pode ser indiretos em
consequéncia do aumento dos niveis séricos de globulina tiroxina (TGB) associadas
a mudangas na fungao tiredide (ZIDAN e RUBENSTEIN, 1999; BOTTIGLIONI et al.,
1983). Outros estudos sugerem acado direta na hipdfise, através da liberagdo do
TSH, responsavel pela liberagdo de horménios tireoidianos (WATANOBE E
TAKEBE, 1987; D’ANGELO, 1968). Donda et al.,1990, também demonstraram que o
estrogénio tem efeito estimulatério na fungcado da hipdfise e liberagdo do TSH. Em
estudo experimental, Bruhn e Jackson, 1992, relataram que os animais tratados com
tamoxifeno tiveram niveis de TSH reduzidos, podendo ser devido a um feedback

negativo exercido pelos aumentos dos niveis de T3 e de T4 sanguineos.

Corroborando com nossos resultados, Pelser et al., 2005, em seu estudo com ratas
SHR também verificou menor ganho do peso corporal nos animais ao longo do
tratamento com o tamoxifeno: Ratas sham 197+ 5g, ratas ooforectomizadas 244 +
5g e ratas ooforectomizadas tratado com tamoxifeno 195 + 2g. Estes resultados

demonstram que o peso corporal de ratas tratadas com tamoxifeno, € semelhante a



de ratas sham. Desta forma, podemos supor que a agao desta droga € semelhante a
agao estrogénica no tecido adiposo.

Outra hipotese para a redugdo de peso corporal pode ser devido a influéncia do
tamoxifeno no metabolismo lipidico diminuindo o LDL-colesterol, lipoproteinas e
colesterol total, além de aumentar o HDL-colesterol. Ferrara et al. (2002)
demonstraram que no periodo da menopausa ocorre aumento da lipase lipoprotéica
e diminuicéo da lipdlise, podendo ser estes 0s mecanismos que ocasionam aumento
de peso nas ratas castradas cirurgicamente na auséncia do tratamento com
tamoxifeno (animais controle). Wade e Heller (2003) relataram que o tamoxifeno age
de modo similar ao estrogénio, diminuindo o peso corporal de ratas
ooforectomizadas por diminuigdo do peso umido do tecido adiposo brando

parametrial e aumento da lipdlise.

A retengao hidrica poderia ser mais uma possivel causa de aumento de peso em
ratas controle, verificada pela relagdo ingestdo de agua e excreg¢ao urinario sendo
importante indice de avaliagdo de fungéo renal. Porém, os resultados encontrados
em nosso estudo demonstram que ao longo do tratamento, a relagdo volume de
ingestdo de agua e volume urinario n&o sofreu alteragdo entre os grupos controle e
tratado com tamoxifeno, normotenso e SHR. A eliminagdo de sdédio urinario so
apresentou redugédo no grupo ST, no 45° dia de experimento, porém n&o houve
novamente retencdo de sodio no decorrer do tratamento. No grupo WT foi
observado que sé houve retencdo de sodio somente no 60° dia de experimento,

porém nao houve permanéncia do quadro.

O peso umido dos rins de ratas SHR tratadas foi menor quando comparado ao peso
umido dos rins de ratas controle. Esta redug¢ao de peso renal pode ser devido a uma
reducao da sintese de proteinas renais, redu¢ao da formagao de fibrose ou redugao
do tamanho de células renais causadas pelo tratamento, ndo confirmada pela
analise histologica renal na qual ndo foram encontradas alteragdes significantes
entre os grupos. Corroborando com nossa hipotese, em estudos clinicos o uso do
tamoxifeno foi associado a reducgao de fibrose retroperitoneal idiopatica (FRI) onde
sua eficacia deve-se a estimulagdo da producao de TGF-[3, citocina com atividade
moduladora supressiva da atividade de fibroblastos (MARCOLONGO et al., 2004).



Em recente pesquisa Pereira et al., 2006, relatam efeito renoprotetor da monoterapia
com tamoxifeno, em ratos, diminuindo significativamente a albuminuria,
glomeruloesclerose, isquemia glomerular, fibrose intersticial, nuUmero de macréfagos,

miofibroblastos e atividade de células em proliferagao.

A HAS em ratas SHR pode exarcebar a lesdo dos glomérulos e demais vasos
sanguineos renais sendo, portanto, importante causa de insuficiéncia renal do
estagio terminal. Da mesma forma, alteragbes na fungao renal podem causar HAS,
sustentando um ciclo vicioso. Portanto, a atenuagdo da PAM pode ser outra
justificativa para a redugédo do peso renal em ratas ST. Estudos anteriores também
demonstraram agdes positivas da terapia de reposicdo de estrogénio e tratamento
com tamoxifeno sobre o rim de ratas ooforectomizadas, no que tange alteragdes
glomerulares (POTIER et al., 2002) sugerindo acdo deste medicamento em
receptores estrogénicos presentes no glomérulo renal. Relatam ainda que a
incidéncia de doencga renal em estagio avangado é maior em mulheres pos-
menopausadas sugerindo que o déficit de estrogénio pode representar um acumulo
da matriz extracelular por células mesangiais, que s&o primariamente responsaveis

pela sintese e degradacédo dessa matriz.

Outro importante resultado encontrado em nosso estudo foi redugao significante da
FC em animais normotensos e hipertensos tratados com tamoxifeno. Em condi¢ées
fisiologicas e patologicas o sistema nervoso autbnomo (SNA) exerce efeito
modulador sobre o sistema cardiovascular. Essa reducdo da FC pode ser explicada
por uma maior atividade vagal e menor atividade simpatica no coragao,
provavelmente pelo tamoxifeno exercer atividade agonista do estrogénio através da
diminuicdo da expressdo de receptores a-adrenérgicos no nodo-sinusal (LIU et al.,
2003). Outra hipotese para a redugao da FC foi proposta por O’Malley et al., 1987,
que pode ser explicada pela acdo do tamoxifeno, via receptores estrogénicos, na
modulagdo barorreflexa atuando como droga cardioprotetora, sugerindo papel
facilitador na neurotransmissdo colinérgica no sistema nervoso central (SNC). A
conclusao de que o tamoxifeno atua centralmente pode ser dada pela presenca de
receptores estrogénicos em RNAm de neurdnios do nucleo do trato solitario (NTS), a
primeira sinapse central de baroaferéncias arteriais (TALMAN et al., 1984), e

também no bulbo ventrolateral caldal, uma area do cérebro envolvida nos processos



centrais de informacgdes barorreflexas (LAWRENCE e JARROTT, 1996). Além disso,
o tamoxifeno pode estar envolvido com estimulagdo de neurotransmissores
glutamatérgicos (WONG e MOSS, 1992), inibigio de neurotransmissores
GABAérgicos (KELLY et al., 1992), e aumento central da quantidade de
adrenoreceptores-a;, ambos essenciais para a modulagdo de barorreflexos centrais
(LAWRENCE e JARROT, 1996).

Observamos também, PAM em niveis significativamente mais baixos em ratas ST
quando comparada as ratas SC, sendo que o tratamento teve inicio em ratas com 30
dias de idade onde provavelmente a hipertensdo ainda nao tinha se desenvolvido
nesse grupo de animais (SHR). Acreditamos que o tamoxifeno possa ter agao
preventiva e atenuadora da elevagdo dos niveis pressoricos em animais SHR,
atuando via receptores de estrogénio presentes nos vasos sanguineos. Assim como
no nodo sinusal, o tamoxifeno pode reduzir a reatividade vascular pela inativacdo de
receptores a-adrenérgicos ou redugdo dos mesmos, por regulagdo da atividade
simpatica (LIU et al., 2003). Outra provavel hipétese é que o tamoxifeno possa
atenuar a PAM do grupo ST via receptores do estrogénio no leito vascular e renal
através do sistema renina-angiotensina (SRA) que participa da regulagéo do ténus e
crescimento da parede vascular. Estudos tém mostrado que o estrogeno estimula o
SRA, aumentando os niveis plasmaticos de renina e Angiotensina-I (Angio ) tecidual
e circulante. A Angio-l é convertida pela enzima conversora de angiotensina (ECA)
em Angiotensina-Il (Angio-Il), potente agente vasoconstritor e indutor da proliferacéo
da musculatura lisa vascular. O estrogeno atua reduzindo a atividade da ECA, com
consequente redugdo na produgdo de Angio-ll, provavel agcdo do tamoxifeno.
Também pode modular os afeitos da Angio-Il ao inibir a expressdo génica de seus
receptores (AT4) (TOSTES et al.,, 2003). Além disso, podem exercer protegao
cardiovascular por aumentar as agdes da angiotensina 1-7 (Angio-1-7), que atua
antagonizando os efeitos cardiovasculares promovidos pela Angio-ll, promovendo

vasodilatagao e inibicao da proliferagcédo celular (BROSNIHAN et al., 1999).

Além disso, Dantas et al. (1999) relataram que em ratas hipertensas, a sintese de
prostaglandina vasoconstrictora (PGH;) induzida por agentes vasodilatadores

(acetilcolina), é inibida por estrégenos. Tostes et al., (2003), também descreveu



reducao nos niveis de endotelina-1 (ET-1), potente agente vasoconstritor, por agao
de estrégenos na regulacéo dos receptores ETa e ETb.

Outros estudos como os de Figtree et al. (2000), demonstraram que o tamoxifeno
induz significante relaxamento em artérias coronarias de coelhos, sugerindo que
este relaxamento seria em parte dependente do endotélio confirmado pela inibigdo
por L-NAME e por antagonista de receptores de estrogénio (ICl 182,780), e que a
participagcdo do NO no relaxamento arterial, envolve receptores de estrogénio. O
mecanismo mais provavel para explicar o aumento da produgdo do NO seria maior
atividade pela eNOS decorrente da indu¢ao da expressao génica dessa enzima pelo
tamoxifeno. Este mecanismo é conhecido como genémico, onde o tamoxifeno pode
se ligar a receptores de estrogénio nucleares se transformar em fator de transcricéo
génica, que € reconhecido por regides promotoras no DNA que codifica a eNOS,
aumentando expresséo génica dessa enzima (ORSHAL e KHALIL, 2004; TOSTES
et al., 2003). Em vias ndo-gen6micas, o tamoxifeno pode se ligar a receptores
estrogénicos na membrana plasmatica cuja ativagdo desencadeia a cascata de
segundos mensageiros que levam a ativagao rapida da eNOS. Forstermann et al.
(1991), propbs a localizagdo da enzima eNOS em invaginagdes especializadas da
membrana plasmatica, denominadas cavéolas. O RNAm da caveolina (proteina
presente nas cavéolas e que interage com a eNOS) é hiper-regulado quando a
entrada de colesterol livre da LDL-colesterol para a célula endotelial € aumentada
(FIELDING et al., 1997). Os valores de LDL-colesterol encontrado em nosso estudo
foi significativamente menor em ratas tratadas em relacéo a seus controles, sendo
assim, a agao do tamoxifeno pode ser semelhante a dos estrégenos, diminuindo a
captacdo de LDL oxidada (LDL-ox) pela parede arterial, exercendo atividade
antioxidante e vasodilatadora, por aumento da producéo local de prostaciclinas e
sintese de NO, pelo estimulo da enzima eNOS. Hirata et al. (1995) e Gesquiere et
al. (1997) observaram em estudos in vitro que, apds 24 horas de exposigao das
células endoteliais a baixas concentracbes de LDL-ox, observa-se aumento do

RNAm da eNOS, porém em altas concentragcdes de LDL-ox, esse efeito € revertido.

A molécula de colesterol também pode ser oxidada com consequente formacéo de
oxidos de colesterol (oxisterdis). O colesterol oxidado na posi¢ao 7 pode reduzir 0
relaxamento dependente do endotélio e a produgdo de Oxido nitrico por células

endoteliais (DEKERT et al., 1997). Os oxidos de colesterol sdo encontrados em



concentracdes elevadas nas artérias arteroscleroticas e em lipoproteinas de
pacientes hipercolesterolémicos (VAYA et al., 2001). Ja foi demonstrado que,
principalmente o 7-cetocolesterol, possuem atividade anti-estrogénica (MURPHY et
al.,1985; HWANG e MARTIN, 1989). Essas observagdes mostram que existe
correlagao entre a producédo de NO, a hipercolesterolemia e a peroxidacéo lipidica, e
que em nosso estudo a reducdo dos niveis de LDL-colesterol e de CT podem ser
traduzidos em redugcdo de PAM em ratas ST e, consequentemente, beneficios

cardiovasculares.
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Atuando também como agonista do estrogénio, o tamoxifeno também pode
apresentar acao direta em midcitos vasculares, promovendo relaxamento de anéis
de endotélio desnudado a partir de curvas de contracdo dependente de
concentragdes de calcio, sugerindo bloqueio dos canais de calcio, demonstrando
que esta droga tem acgao eficaz no relaxamento em anéis epicardicos de artéria
coronariana de animais machos e fémeas, via endotélio e diretamente no musculo
liso vascular, através da ativacdo dos canais de potassio ativados por calcio
voltagem dependente (BKca), pela fosforilagdo dependente do GMPc, causando
hiperpolarizacdo da célula, que por sua vez reduz a abertura dos canais de Ca** tipo
“L” levando ao relaxamento da musculatura lisa vascular. O caminho € dependente
do NO e GMPc (WHITE et al., 1995; VALVERDE et al., 1993; MENDELSON e
KARAS, 1999).

Neves, et al, em 2004, descreveu que o tamoxifeno também pode atuar na reducao
de 30% dos niveis séricos de hemocisteina, aminoacido formado exclusivamente a
partir da desmetilagao da metiniona proveniente da dieta ou de seu catabolismo, que

pode participar da etiopatogenia da doenga vascular.



Paralelo ao resultado de redugdo de PAM, as ratas hipertensas tratadas com
tamoxifeno (ST), apresentaram em nosso estudo redugé&o significante no indice de
contratilidade cardiaca verificada através velocidade maxima de desenvolvimento de
pressédo durante a fase isovolumétrica (dP/dtmax). Normalmente, a dP/dtmax ndo é
afetada pela pés-carga, e sim pela pré-carga cardiaca. Porém os aumentos da pos-
carga sao seguidos de reducédo do volume ejetado nas sistoles subsequentes, e o
montante de sangue residual que permanece na cavidade ventricular acarreta
dilatacdo da cadmara cardiaca, onde a forgca de contracdo miocardica & alterada
diretamente pelo comprimento dos sarcOmeros em repouso e volume intravascular
diastolico final (pré-carga), sendo esta uma classica via de acionamento do
mecanismo de Frank-Starling (GILL et al., 2006). E provavel que a acentuacéo da
capacidade contratil promovida pelo estiramento miocardico inclua modificagdes da
cinética celular do ion calcio assim com da afinidade de sua ligagdo com as
proteinas contrateis, caracterizando uma intervencéo inotropica (ALLEN e KENTISH,
1985). Esta é a provavel justificativa do aumento da dP/dtnh.x em ratas SC quando
comparados as ratas ST. Com atenuagdo da PAM, encontrada nas ratas ST, a
necessidade de acionamento deste mecanismo torna-se reduzida com consequente
reducdo da forca de contratiidade, sem provavelmente afetar o desempenho
cardiaco, ja que os valores de dP/dt,.x encontrado em ratas ST ainda sao maiores
que os encontrados em ratas wistar. Em estudos de Bregagnollo et al., 2000, ficou
evidenciado que as elevacdes sutentadas de pressio arterial foram acompanhadas
por aumentos significantes nas dimensdes distolicas do VE, caracterizando manobra
de aumento do volume ventricular com consequente estiramento miocardico e

aumento da dP/dtnax , resultado encontrado no grupo SC de nosso experimento.

Os resultados monstram que o peso umido de ventriculo esquerdo (VE) foi menor
em ratas ST, quando comparada a SC. Como citado anteriormente, o tratamento
com tamoxifeno teve inicio no 1° més de vida destes animais, onde provavelmente a
hipertensdo ainda nao tinha se instalado. Com o desenvolvimento de niveis
pressoricos mais baixos em ratas ST, passou-se a exigir menor desempenho
cardiaco com provavel prevencao da hipertrofia cardiaca. Maron (2002), relata que a
longo prazo a HAS traz como consequéncia a hipertrofia cardiaca ventricular. Esta
hipertrofia encontrada em ratas SHR é caracterizada pelo aumento do tamanho das

células miocardicas, alto grau de organizagdo dos sarcdmeros, reativagdo do



programa de genes fetais e alteragao da transcricdo e translagao génica, resultando
no incremento da sintese protéica (SUGDEN e CLERK, 1998). A hipertrofia
decorrente de situagbes patoldgicas, tais como sobrecarga pressoérica aumentada,
pode ser mal adaptada e induzir miocardiopatia, insuficiéncia cardiaca e morte
subita (LORREL e CARABELLO, 2000).

Ogita et al (2004), relatam que os SERMs podem agir de forma similar ao estrogénio
reduzindo massa cardiaca. Dessa forma o tamoxifeno pode estar atuando através
da estimulagdo da liberagao do fator natriurético atrial, que por sua vez age sobre a
guanilato ciclase, inibindo a hipertrofia cardiaca (BARBIKER et al., 2004). Dodds, em
2001, relatou que em ventriculos caninos, o tamoxifeno inibiu a saida de calcio do
reticulo sarcoplasmatico via um mecanismo de receptores independente do
estrogénio. Desde 1980, Sutherland descreveu um modo de ag&o exclusivo para os
SERMs com a identificagdo de um receptor ndo reconhecido pelo estrogénio.
Possivelmente, estes receptores podem mediar a agao antiproliferativa induzida pelo
tamoxifeno em varios tecidos celulares sem expressao de receptores de estrogénio
(LEE et al., 2000; ERCOLI et al., 1998). Mercier, 2003, demonstrou em estudos
experimentais, que a sintese de DNA em células cardiacas de ratos neonatais foi
influenciada pelos SERMs e por antagonistas de receptores de estrogénio, IClI
182,780, ocorrendo uma reducdo da sintese de DNA em células cardiacas em
resposta a 4-OH tamoxifeno e ICI 182,780 via mecanismos independentes de

receptores estrogénio.

A redugcdo da massa de VE em ratas ST também pode ser dada pela possivel
reducao da atividade da ECA, com consequente redugao na producao de Angio-ll e
modulacdo dos afeitos da Angio-Il ao inibir a expressdo génica de seus receptores
AT1. A Angio-ll também apresenta atividade inotrépica e cronotropica diretas sobre o
coragdao (FERRARIO et al., 1991). Além disso a All estimula a migracao,
proliferacao, hipertrofia e sintese protéica das células musculares lisas, dos midcitos
cardiacos e dos fibroblastos, por ativar diretamente proto-oncogens das classes c-
fos, c-jun, c-myc e erg-1. A Angio-ll também aumenta a expressao de genes que
codificam proteinas da matriz extracelular, como colageno, fibronectina e outros

(BHAT et al.,, 1994) e pode aumentar a liberacdo de catecolaminas como a



noradrenalina e provocar a ativacdo de receptores a-1 determinando a hipertrofia
cardiaca (KNOWLTON et al., 1993).

Alguns trabalhos descrevem os efeitos benéficos do tamoxifeno no perfil lipidico, em
pacientes com cancer de mama, podendo contribuir com o papel desta droga na
reducdo dos fatores de risco para doencgas cardiovasculares. Confirmando este
dado, encontramos niveis séricos alterados de lipoproteinas ao final de 90 dias de
experimento. Encontramos aumento significante de HDL-colesterol nos grupos
tratado com tamoxifeno, normotensos e hipertensos, em relacdo a seus controles,
com aumento de seus niveis séricos de cerca 17,5 % no grupo WT e de 19% no
grupo ST. Os niveis de LDL-colesterol e colesterol total (CT) tiveram reducéo
significante de cerca de 24% e 18% respectivamente, em ambos grupos tratados,
normotensos e hipertensos. Apesar da maioria dos estudos demonstrarem
hipertrigliceridemia, n&o encontramos em nosso experimento alteragbes de
triglicerideos ao final do tratamento. Uma provavel justificativa para estas alteracgoes,
provocadas pelo uso crénico do tamoxifeno, seria o efeito agonista em receptores de
estrogeno no figado alterando o metabolismo e transporte das lipoproteinas tendo
assim um importante papel nas alteracbes do perfil lipidico, desencadeando a
reducdo do colesterol total e LDL-colesterol, bem como o aumento do HDL-
colesterol (MILIONIS et al., 2001). Contribuindo com essa hipétese, Gebrim e Lima
(2003) concluiram que o tamoxifeno apresenta acdo agonista nos receptores de
estrogénio em tecidos como o hepatico o que justificaria a redugéo do nivel sérico do
colesterol total em 18% devido a diminuigdo do LDL-colesterol, reduzindo assim as

doencas secundarias cardiovasculares.

Sendo assim, o tamoxifeno pode estar atuando via receptores de estrogénio
aumentando o fluxo de colesterol da dieta para o figado, por meio de sua
incorporagdo  aos  quilomicrons e remanescentes de  quilomicrons.
Subsequentemente ocorre o fluxo de colesterol para as células do tecido periférico,
pela VLDL e LDL, e o retorno para o figado pelo transporte reverso do colesterol, via
HDL. O colesterol, nas células hepaticas, € transformado em acidos biliares que por
sua vez sado excretados na bile. O tamoxifeno pode atuar da seguinte forma: a
concentracdo de LDL-colesterol é reduzida devido ao aumento da expressao do

receptor para LDL e pela inibicdo da oxidagdo da LDL por macrofagos e aumento da



resisténcia da LDL a oxidagao; a HDL-colesterol € aumentada por dois mecanismos:
maior secregao de apolipoproteina A-1 que promove aumento na producido de
quilomicrons, que por sua vez, participa da formagao do HDL-colesterol e menor
remogao de seus lipideos, pois 0s estrogenos levam a remocéo da atividade da
lipase hepatica (ZHU et al., 1999).

Corroborando com nossos resultados, Cuzick et al. (1993), demonstraram em
mulheres uma reducgéo de 12% nos niveis de CT, 22% de redugédo nos niveis de
LDL-colesterol e 14% de redugao nos niveis de HDL-colesterol e 19% de aumento
nos niveis de trigliceideos. Observaram também um aumento significante dos niveis
de globulinas e redugdo dos niveis de fibrinogénio sanguineo. Outros estudos
também encontraram resultados semelhantes aos nossos com reducao do colesterol
total (KE et al, 1997; CUSHMAN et al, 2001), diminuigdo do LDL-colesterol sem
efeito sobre o HDL-colesterol e triglicerideo (SCHUSSHEIN e SIRIS, 1998; SEXTON
e GHERMAN, 2001; CUSHMAN et al.,, 2001). Reduzem ainda, o fibrinogénio
(CUSHMAN et al., 2001; MORELLO et al., 2001) e inibem a oxidagdo do LDL-
colesterol (SEXTON e GHERMAN, 2001). Relatam ainda que, sendo assim, o uso
do tamoxifeno estad associado com uma redugdao em 48% no risco de infarto do
miocardio € 15% na incidéncia de doenga coronariana associada com mortalidade.
Mastroanni et al. (2000), observaram resultados semelhantes com mulheres (com

idade variando de 44 a 70 anos) que fizeram uso de tamoxifeno.

A importancia do HDL-colesterol na protecdo da mulher contra a doenca coronaria
ficou bem estabelecida nos estudos de Framingham (KANNEL,1987), Lipid
Research Clinics (BUSH et al., 1987) e Donolo-Tel-Aviv ( LIVSHITS et al.,1989);
onde a reducdo do HDL-colesterol mostrou-se o maior preditor de risco em
mulheres, superando os outros fatores , incluindo o CT. Em particular, a relacéo
CT/HDL > 5.0 associa-se a alto risco de eventos coronarios; se o CT/HDL > 7.5, o
risco da mulher fica semelhante ao do homem e admite-se que a relagdo CT/HDL é
a unica dentre as relagdes entre lipides que se valoriza como preditor de mortalidade
coronaria em mulheres (MORENO e MANSON, 1993). Nossos resultados
demonstram relagdo CT/HDL reduzida no grupo tratado com tamoxifeno (WC=3,3;
WT=2,38; SC=3,37, ST=2,40) contribuindo assim para a redugédo dos riscos de

eventos cardiovasculares em ratas tratadas com este medicamento.



Os estudos apresentados no Writing Group for de Womens Health Iniciative
Investigator, 2000, demonstram que reducao de 1% de LDL e aumento de 1% nos
niveis de HDL, reduzem o risco de doenga cardiaca em cerca de 2% a 3%. Se
levarmos em consideragao que a reducado de 1% nos niveis plasmaticos de LDL-
colesterol reduzem o risco de DCV em 2%, podemos considerar que em nosso
estudo os grupos tratados com tamoxifeno tem uma redugédo nos fatores de risco
cardiovascular de cerca de 48%, corroborando com os estudos citados acima. O
aumento nos niveis plasmaticos de HDL-colesterol nos grupos tratados reforgam
esta hipotese.

Os niveis plasmaticos de transaminases glutamico-piravica (TGP) também sofreram
alteracdo em nosso estudo apds o tratamento com tamoxifeno, onde os grupos WT
e ST apresentaram elevagdo desta enzima. O peso umido do figado também foi
maior em ratas tratadas com tamoxifeno, WT e ST. Estes resultados podem ser
justificados por uma provavel lesao hepatica e possivel comprometimento da sintese
protéica provocados pelo tratamento crénico com tamoxifeno, uma vez que a
biotransformacao deste medicamento ocorre a nivel hepatico e seus metabdlitos, os
quais possuem perfil farmacolégico semelhante ao da droga original, poderiam
causar lesdo do DNA, ja que sdo indicados como sendo genotoxico e
hepatocarcinogénico para o uso em animais (KARKI et al., 2001; WILLIAMS et al.,
1993; HAN e LIEHR, 1992; TANNENBAUM, 1997). Dano celular hepatico induzido
por medicamentos, induzindo um aumento das transaminases glutamico oxalacética
e piravica (TGO e TGP). O aumento da TGP em nosso estudo, sem alteragdes da
TGO, provavelmente deve-se ao fato de que a TGP é uma enzima especifica
hepatica servindo como melhor marcador de lesdo neste 6rgéo. Ja a TGO apresenta

atividade também em outros 6rgaos.

Um dos mecanismos sugeridos por Lim et al., 1994, para a genotoxicidade do
tamoxifeno envolve o metabolismo oxidativo. O tamoxifeno é uma droga facilmente
absorvida por via oral na forma do sal citrato, metabolizada pelo citocromo P450 no
sistema microssomal hepatico, resultando em varios metabolitos (JORDAM, 1994,
FURR e JORDAM, 1984). A metabolizagdo pelo citocromo P-450 pode levar a
alteracdo da homeostase do calcio intracelular, produzindo ruptura das fibrilas de

actina na superficie do hepatécito, culminando com a lise celular e



consequentemente, aumento de enzimas hepaticas e acumulo de fibrina (LEE,
2003).

Estudo sobre tamoxifeno utilizando microssomos hepaticos de roedores tem
identificado dois metabdlicos primarios, alfa-hidroxitamoxifeno (a-OHTAM) e 4-
hidroxitamoxifeno (4-OHTAM) ambos capazes de levar a via do metabolismo
secundario, acarretando alteracbes no DNA mitocondrial (POTTER et al.,1994;
DAVIES et al., 1997). Esta via envolve oxidagao da 4-OHTAM, que pode se ligar ao
DNA mitocondrial promovendo alteracdo deste, desregulando a oxidagao dos acidos
graxos e a produgdo de energia celular, resultando em estresse oxidativo com
aparecimento de metabolismo anaerdbico, acidose latica e acumulo de triglicérides
nas células causando lesao celular e possivel esteatose hepatica (MOORTHY et al.,
1996).

Apesar de estudos demonstrarem que o tratamento com tamoxifeno pode estar
associado com aumento do risco de cancer endometrial, trombose, embolia
pulmonar e esteatose hepatica (SHARMA et al., 2003; LEWS et al., 2000; CAl et al.,
2000), observamos alguns alteragdes relacionados ao uso deste medicamento.

Em resumo, nossos resultados demonstraram que o tratamento de 90 dias com
tamoxifeno promove:

- reducédo no ganho de peso corporal nos grupos WT e ST, por provavel alteragcéo
nos hormonios da tiredide e modificagdo no metabolismo corporal;

- redugao no peso umido dos rins no grupo ST, sugerida pela redugédo na formagéao
de fibrose pelo aumento do TGF-B e redugédo da PAM;

- redugdo da FC nos grupos WT e ST por provavel estimulagdo barorreflexa e
diminui¢cao da atividade simpatica no nodo sinoatrial; redugdo da PAM e dP/dty.x no
grupo ST por aumento da produgcdo da eNOS, inibicdo da ECA, com suposto
aumento da ANGIO 1-7 e redugao da atividade simpatica;

- reducdo no peso umido do VE, por inibicdo da ECA e consequentemente da
ANGIO-II, e por consequéncia da redugcédo da PAM, sendo sugerido também pelo
provavel aumento na producido do PNA;

- aumento na producado da HDL-colesterol no grupo ST sugerida pelo aumento da

producao de Apolipoproteina-1; redugédo do LDL-colesterol e CT no grupo WT e ST,



pelo suposto efeito agonista do tamoxifeno em RE no figado alterando o
metabolismo e transporte de lipoproteinas;

- aumento de enzima hepatica (TGP) e peso umido dos rins nos grupos WT e ST,
por provavel lesdo hepatica, visto que este medicamento é metabolizado pelo
citocromo P-450 no sistema microssomal hepatico, podendo causar hepatotoxidade

e hepatocarcinogénese, em animais.

Apos estes resultados, podemos concluir que o uso do tamoxifeno em ratas, trouxe
beneficios metabdlicos, renais e cardiovasculares, porém acompanhados de
alteracdes hepaticas, sugerindo a realizagdo de um estudo clinico para desmistificar
os efeitos desta droga no metabolismo corporal, sistema cardiovascular, renal e
hepatico de mulheres que fazem uso deste medicamento para profilaxia cancer de

mama contralateral.
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