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“Toda a nossa ciéncia, comparada com a realidade, é
primitiva e infantil e, no entanto, é a coisa mais preciosa

que temos.”

"... 0 importante € ndo parar de questionar. A curiosidade

tem sua propria justificativa racional pra existir."

Albert Einstein (1879-1955)



RESUMO

O tamoxifeno, um agente antiestrogénico nado esteroidal, classificado como
Modulador Seletivo dos Receptores de Estrogénio (SERMs), tem sido utilizado na
pratica clinica desde 1970 no tratamento adjuvante para o cancer de mama.
Controversamente este SERM possui agdes estrogénicas agonistas em diferentes
tecidos, como utero, ossos e figado, e ainda sobre o metabolismo lipidico. As agdes
agonistas ou antagonistas dos SERMs dependem de sua interagdo com receptor de
estrogénio a and B. Mudancgas ponderais e metabdlicas tém sido observadas em
mulheres durante tratamento para o cancer de mama. O estrogénio, por sua vez, é
capaz de modular o tecido adiposo em seus diferentes sitios. Estudos em humanos
e em animais experimentais mostram que a reposicdo com estrogénio leva a
redugcdo da deposicao de tecido adiposo visceral e ganho de tecido adiposo
subcutaneo. Tais evidéncias apontam para um importante papel do estrogénio na
modulagdo do tecido adiposo branco via lipdlise e/ou lipogénese. O objetivo deste
estudo foi investigar as causas e mecanismos responsaveis pela perda ponderal
promovido pelo tratamento crénico com tamoxifeno em ratas normotensas e
hipertensas, ooforectomizadas e ndo ooforectomizadas. Para este estudo utilizamos
ratas Wistar e SHR, com 4 semanas de idade, divididas nos seguintes grupos: ratas
normotensas controles (NC), tratadas (NT), ooforectomizadas controles (NOC) e
ooforectomizadas tratadas (NOT); e ratas SHR controles (SC), tratadas (ST),
ooforectomizadas controles (SOC) e ooforectomizadas tratadas (SOT). O tratamento
foi iniciado no 47 ° dia de vida, sete dias apds cirurgia para ooforectomia. O
Tamoxifeno foi administrado uma vez por dia, por via oral (gavage) (1mg/Kg),
durante 90 dias consecutivos. Nos grupos controle o veiculo administrado foi salina
a 0,9 %. O peso corporal foi monitorado semanalmente. E ao fim do tratamento com
tamoxifeno os animais foram sacrificados por decapitagdo e imediatamente
removidos 0s seguintes tecidos: sangue, adiposo visceral, musculo soleus e fémur.
Nossos resultados demonstram que o tamoxifeno promoveu menor ganho de peso
corporal provavelmente devido a redugéo tecido adiposo visceral (NC 49,39+0,9
mg/g; NT 41,5+1,77 mg/g; NOC 73,8+2,61 mg/g e NOT 28,2+1,61 mg/g). As
modificagdes da massa adiposa possivelmente ocorrem por a¢des agonistas diretas



nos receptores de estrogénio do tecido adiposo visceral e indiretamente por
aumento do metabolismo via hormdnios tireoidianos. Nao observamos alteragées no
peso seco e a concentragao protéica do musculo séleo, bem como, nas proteinas
séricas totais e fragdes. O peso do fémur de animais ooforectomizados tratados foi
superior ao peso do grupo ooforectomizados controles por agdes agonistas nos
receptores de estrogénio dos 0ssos. Foi observado elevagdo dos niveis de TG nos
animais ooforectomizados e tratados. Niveis séricos elevados de T4 total por agdes
diretas nos receptores de estrogénio da glandula tiredide foram encontrados.
Futuros estudos deverdo esclarecer especificamente o sitio de agao do tamoxifeno
responsavel pela alteragdes no tecido adiposo visceral apontados nesse estudo.

Palavras-chave: Tamoxifeno, Estrogénio, Metabolismo Corporal, Tecido Adiposo.



ABSTRACT

The tamoxifen, a nonsteroidal antiestrogenic agent classified like selective estrogen
receptor modulator (SERM), has been widely used since the 1970s in adjuvant
hormonal treatment of primary breast cancer. Paradoxically this SERM is known for
produce agonistic effects against the estrogen in uterus, bone, liver and fat
metabolism. The actions agonist or antagonists of the SERMs depends of its
interaction with a and [ estrogen receptor. Changes on the body weight and
metabolism have been observed in women during the treatment of the cancer of
breast. The estrogen, it is able to modulate the adipose tissue in its different stages.
Studies in women and in experimental animals show that the replacement with
estrogen is responsible for the reduction of the visceral adipose deposition and the
stimulation of the subcutaneous adipose tissue. This evidence indicates an important
paper of the estrogen in the modulation of the lipolytic and / or lipogenic effects in this
adipose tissue. The objective of the present study was to investigate the causes and
mechanisms responsible for the loss of body weight promoted by the chronic
treatment with tamoxifen in normotensive and hypertensive, ooforectomized and non
ooforectomized rats. Female normotensive (Wistar) and spontaneously hypertensive
rats (SHR), 4-week-old were used in this study. Both, Wistar and SHR were classified
in 8 differents groups: normotensive control (NC), normotensive treated (NT),
normotensive ovariectomized control (NOC), normotensive ovarietomized treated
(NOT), SHR controls (SC), SHR treated (ST), SHR ovariectomized controls (SOC)
and SHR ovariectomized treated (SOT), n=10 in each group. The treatment began in
the 47° day of life of the rats, seven days after gonadectomy. The Tamoxifen was
administered once a day by gavage (1mg/Kg) during 90 days. In the control groups
was done 0,9% of saline, as vehicle. Weekly the body weight was monitored. On the
final of the treatment the animals were sacrificed by decapitation. Immediately
samples were removed the blood, visceral fat, muscle Soleus and femur. The
Tamoxifen promoted a minor gain of body weight specifically due to the reduction on
the visceral adipose tissue. Its possible that the modifications of the adipose mass
was caused directly by agonist actions on the estrogen receptors, or indirectly for
increase of the metabolism because of the thyroid hormones.



We did not observe alteration on the dry weight of the proteins concentration in the
muscle Soleus. Also did not occurred modification in the serum total proteins or its
fractions. The major weight of femur in the animals treated was consequent to
estrogenic agonist effect of this drug. We did not observe modify in the serum levels
of the LPL, but the levels of TG in the ooforectomized and treated animals were
significantly major. It's possible that the Tamoxifen promoves like-estrogens actions
in the hepatic tissue. This explains its alterations on the lipoproteins and serum lipids.
The elevated serum levels of T4 in the Tamoxifen groups could be by direct or
indirect actions of tamoxifen on thyroid gland. Furthermore news studies probably will
clarify the specific action of the Tamoxifen on the adipose visceral tissue

demonstrated in this study.

Key words: Tamoxifen; Estrogen; Corporal metabolism; Adipose tissue.
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1 INTRODUGAO

O céncer de mama representa um importante problema de saude. Segundo o
Instituto Nacional do Cancer (INCA) a regiao Sudeste lidera o numero de casos de
cancer de mama no Brasil e a estimativa de sua incidéncia para esta regidao em 2008

é de 68,12 novos casos a cada 100.000 mulheres.

Mudangas ponderais e metabdlicas tém sido observadas em mulheres realizando
tratamento do cancer de mama (HOSKIN; ASHLEY; YARNOLD, 1992; ALl et al.,
1998). Estas alteragbes metabdlicas, principalmente envolvendo a massa adiposa
visceral estdo fortemente relacionadas a doengas cardiovasculares e sindrome
metabdlica (KISSEBAH et al., 1982; FOLSOM et al., 1993). A alta incidéncia destas
doencas na sociedade desperta o interesse para o estudo de farmacos que possam

intervir no metabolismo do tecido adiposo (HEINE et al., 2000).

Por definicdo, metabolismo, do grego metabolismos que significa mudancga, troca, é
um conjunto de transformagdes que as substancias quimicas sofrem no interior dos
organismos vivos. Envolvem basicamente dois mecanismos: o anabolismo (sintese e

armazenamento) e o catabolismo (quebra e decomposi¢céo) (MURRAY, 2006, p.15).

Para garantir a sobrevivéncia de todas as espécies, mesmo em condi¢des de
escassez de nutrientes, os mamiferos sdo capazes de estocar o excesso de calorias
consumidas e nao requisitadas para suprir necessidades metabdlicas imediatas,
como carboidratos (glicogénio), lipidios e proteinas (FONSECA-ALANIZ et al., 2006).

O tecido adiposo é o principal reservatorio energético do organismo. Os adipdcitos
sdo as unicas células especializadas no armazenamento de lipidios na forma de
triacilglicerdis (TAG) em seu citoplasma sem que isso seja nocivo para célula, uma
vez que, os TAG estdo envoltos por proteinas chamadas pirilipinas (FONSECA-
ALANIZ et al., 2006).

Este tecido é constituido pelo Tecido Adiposo Marrom (Multilocular) a e pelo Tecido
Adiposo Branco (Unilocular). O tecido adiposo marrom € especializado na produgéo

de calor (termogénese), seus depdsitos estdo praticamente ausentes em humanos



adultos, mas sédo encontrados em fetos e recém-nascidos. O adipdcito marrom pode
atingir 60 um de diametro, possui um tamanho médio de 90100 um, alem de conter
grande numero de mitocondrias. A termogénese ocorre porque a proteina
desacopladora-1 (UCP-1, termogenina), atua como um canal de préton que
descarrega a energia gerada pelo acumulo de protons no espago intermembranoso
das mitocéndrias durante as reacgdes oxidativas do ciclo de Krebs, desviando esses
prétons do complexo F1Fo (ATP sintase) e impedindo a sintese de ATP, permitindo
assim, que se dissipe em calor a energia estocada na mitocdndria (CANNON;
NEDERGAARD, 2004). O adipdcito branco maduro, por sua vez, armazena os TAG
em uma unica e grande gota lipidica que ocupa de 85-90% do citoplasma e empurra
0 nucleo e uma fina camada de citosol para a periferia da célula. E interessante
ressaltar que, durante seu desenvolvimento, a célula jovem contém multiplas
goticulas de lipidios, que coalescem para formar uma incluséo lipidica unitaria com o
amadurecimento celular. Os adipdcitos brancos maduros sdo células grandes,
muitas vezes maiores que hemacias, fibroblastos e células do sistema imune, e
podem alterar acentuadamente seu tamanho (volume e didametro) conforme a
quantidade de TAG acumulada (LANGIN, 2006).

Além dos adipdcitos, o tecido adiposo contém matriz de tecido conjuntivo (fibras
colagenas e reticulares), fibras nervosas, estroma vascular, nédulos linfaticos,
células imunes (leucocitos, macrofagos), fibroblastos e pré-adipocitos (células
adiposas indiferenciadas) (REXFORD, 2006).

Figura 1: Corte histolégico do tecido adiposo branco de ratos. Coloragdo: Hematoxilina e Eosina
Aumento 40x. 1- tecido conjuntivo; 2- Nucleo; 3- Espago ocupado por triacilglicerdis.



O tecido adiposo branco se deposita no tecido subcutaneo (TAS) e no tecido visceral
(TAV). A gordura visceral € mais sensivel ao balan¢co energético que a gordura
subcutanea, pois apresenta maior sensibilidade a eventos lipoliticos, € mais irrigada,

mais inervada e possui maior densidade de receptores (WAJCHENBERG, 2000).

Durante muito tempo, pensou-se que o tecido adiposo branco era somente uma
estrutura secundaria cuja caracteristica mais marcante era capacidade de
armazenar grandes quantidades de gordura na forma de TAG e realizar lipdlise e
lipogénese em momentos oportunos. Pouco se atentou para outro aspecto funcional:
a sua participagdo no controle do peso corporal e da ingestdo alimentar. Pistas
sobre essa particularidade funcional existem na literatura em trabalhos da década de
1950, quando Kennedy propds uma teoria metabdlica para explicar o controle do
comportamento alimentar denominada de Teoria Lipostatica. Em 1994, com a
descoberta da leptina por Zhang e colaboradores inaugurou-se uma nova era de
estudos sobre o tecido adiposo como 6érgao enddécrino. Todos os diferentes
horménios liberados pelos adipdcitos sdo denominados adipocinas (FRUBECK,
2006).

A estrutura protéica, assim como a funcéo fisiolégica das adipocinas identificadas
até o momento, € altamente variada e compreendem proteinas relacionadas ao
sistema imune, como as citocinas classicas, fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e
interleucina-6 (IL-6), fatores de crescimento (fator transformador de crescimento
TGF-B) e proteinas da via complemento alternativa (adipsina). Outras adipocinas
estdo envolvidas na regulagcdo da pressdo sanguinea (angiotensinogénio),
homeostase vascular (inibidor do ativador de plasminogénio 1), homeostase
glicémica (adiponectina) e angiogénese (fator de crescimento endotelial vascular
VEGF). Entretanto, a adipocina que tem chamado atengdo em especial é a leptina,
um horménio descoberto em 1994, produto do gene ob do camundongo obeso
(ob/ob), tendo como fungao principal a saciedade (REXFORD, 2006).

As principais ag¢des metabdlicas do tecido adiposo podem ser divididas em
atividades lipogénicas que resultam em biossintese, incorporagao e armazenamento
de TAG na goticula de gordura intracitoplasmatica, ao passo que atividade lipolitica
se refere as acdes que resultam na hidrélise do TAG armazenado e na liberagao de
acidos graxos livres (AGL) e glicerol (MURRAY, 2006).



Para a biossintese de TAG, o adipdcito necessita de uma fonte de glicerol-3-fosfato
e de AGL complexado com coenzima A (CoA), constituindo o composto acilCoA. O
primeiro é obtido como um produto da via glicolitica, € o segundo provem da
biossintese a partir de acetiCoA ou da captacdo de AGL proveniente de
lipoproteinas circulatorias (quilomicrons e VLDL) que no tecido adiposo sofrem a
agao da lipase lipoproteica (LPL), que hidrolisa o TAG nelas contido, liberando os
AGL, que sao transportados para o citoplasma dos adipdcitos ou de outras células
para serem oxidados (ciclo do acido citrico) e ou reesterificados e armazenados
(FRUHBECK et al, 2001).

A producgao de glicerol-3-P requer a captagao de glicose, o que envolve proteinas
transportadoras de glicose a GLUT1 e GLUT4, e este processo é controlado pela
insulina. Assim, a insulina secretada durante o periodo prandial, estimula a
translocacdo de GLUT4 para a membrana celular, aumentando o transporte de
glicose. Além disso, o ritmo de metabolizagdo da hexose é acelerado pela insulina,
gerando mais glicerol-3-P (OSBORNE, 2000).

Parte do fluxo de metabdlitos da via glicolitica segue em diregdo a formagédo de
piruvato que, transportado para o interior da mitocbndria, € transformado em
acetilCoA pela acao da piruvato desidrogenase. Este é acoplado a oxalacetato pela
agao da citrato sintase, gerando citrato. Parte do citrato é transportado de volta ao
citoplasma, onde sofre a acdo da enzima ATP-citrato liase, gerando novamente
acetilCoA. Esta sofre a agao da enzima acetilCoA carboxilase transformando-se em
malonilCoA. Este ultimo produto entra em uma complexa via de sintese de acidos
graxos, catalisada pela enzima acido graxo sintase, que culmina na formacao de
acilCoA, que é utilizado para a esterificagdo com glicerol-3-P, completando a
biossintese de TAG, que é finalmente incorporado a goticula citoplasmatica de
gordura (FONSECA-ALANIZ et al., 2006).

Embora o tecido adiposo seja capaz de sintetizar AGL, este é fornecido ao adipdcito
em maior quantidade pelas lipoproteinas. Estas sao submetidas a agao da LPL por
ocasiao da passagem desse material pela microcirculagao do tecido adiposo. Desta
forma, a maior propor¢do da captacdo se da por difusdo facilitada através de
transportadores. A proteina de membrana CD36 apresenta a molécula de AGL para

uma outra proteina, Proteina Transportadora de AGL (FATP). Uma vez no citosol, o



AGL se liga a Proteina Ligadora de Acidos Graxos (FABP), que transporta o produto
para ser acilado com coenzima A. Este processo € executado por outra proteina
integral da membrana, a AcilCoA sintase. Finda esta etapa, a acilCoA é levada pela
Proteina Ligadora de AcilCoA (ACBP) para os locais de esterificagdo com glicerol-3-
P. Uma vez concluida a sintese dos TAG, estes sdo transferidos para a goticula de
6leo citoplasmatica (FONSECA-ALANIZ et al., 2006).

A outra habilidade importante do adipécito € a de realizar a lipdlise dos TAG,
liberando AGL e glicerol (figura 2). A mobilizacdo dos estoques de TAG dos
adipécitos ocorre por trés reagdes consecutivas e € catalisado por enzimas,
incluindo: lipase horménio sensivel (LHS) e lipase de monoglicerideos, descobertas
ha 40 anos e mais recentemente inclui a lipase de triglicerideos do adipdcito (ATGL)
(ZECHNER et al., 2009). A ATGL ¢ altamente expressada no tecido adiposo de
humanos e ratos e possui alta especificidade para hidrolise de TAG (ZIMMERMANN
et al., 2004), enquanto que, a LHS hidrolisa triglicerideos em diglicerideos e estes
em monoglicerideos, a lipase de monoglicerideos € capaz de hidrolisar
monogliceridios em AGL e glicerol. A ativagao da LHS se da por meio de fosforilagao
em serina, pela agao da proteina quinase A (PKA) (LANGIN, 2006).

(ATGL)

TG |- [ DG | [ MG
NMAG MAG \-AG

_~ glicerol

Figura 2: Modelo de sinalizagédo da lipolise no tecido adiposo. LHS, lipase horménio sensivel; ATGL,
lipase de triglicerideos do adipdcito; LMG, lipase de monoglicerideos; TG, triglicerideos; DG,
diglicerideos; MG, monoglicerideos; AG, acidos graxos.

Em razdo da destacada atuacdo do tecido adiposo, aliada a importancia que
adquiriu nos ultimos tempos, passou a ser considerado um 6rgao central do controle

metabdlico. Reforca essa impressédo a imensa lista receptores e de hormdnios que



agem sobre este tecido, seja regulando seu metabolismo ou influenciando sobre
producao hormonal e adipogénese (BJORNTORP, 1997).

Estes hormébnios podem ser classificados como lipogénicos, como a insulina e
catecolaminas (via receptores a-adrenérgicos) e lipoliticos como catecolaminas (via
receptores [-adrenérgicos), hormdnio do crescimento, peptideos natriuréticos,
leptina, horménios tireoidianos, testosterona e estrogénio (BJORNTORP, 1997;
MCMURRAY; HACKNEY, 2005).

O estrogénio, um hormdnio esterdide, presente em quantidades significantes no
plasma da mulher sob as formas: B-estradiol, estrona e estriol. Os receptores de
estrogénio (REs) sdo detectados em diversos tecidos podendo ser expressos em
niveis similares ou diferentes (HALL, 2004). Em 1962 foi detectada a existéncia de
um receptor ligante para o 17b- estradiol por Jensen e Jacobson. Em 1986, Green e
colaboradores clonaram o primeiro receptor de estrogénio, chamado REa (NR3A1).
Ja em 1996 foi clonado o segundo receptor para o estrogénio, conhecido como RE[
(NR3A2) (KUIPER; NILSSON; GUSTAFFSON, 1996). Os receptores de estrogénio
sao proteinas intracelulares, membros de uma superfamilia dos receptores
hormonais nucleares, que inclui receptores de progesterona, glucocorticoides,
androgenos, hormoénios tireoidianos e vitamina D. (EVANS, 1988). Outros efeitos do
estrogénio sdo mediados por receptores localizados na superficie da célula. A
ativacao dos receptores de superficie de membrana esta relacionada a mecanismos
nao gendbmicos do estrogénio que envolve vias de sinalizagdo rapida tais como
acoplamento com proteinas G e geragcado de segundos mensageiros (RUSSEL et al.,
2000). A proteina GPR30 quando ativada pelo estrogénio também dispara respostas
rapidas (HEWITT; DEROO; KORAC, 2005).

Os REa sao encontrados principalmente no endomeétrio, prostata, ovario, mama,
0sso0s, cérebro, tecido adiposo, figado, dentre outros. Ja os RE[ sdo principalmente
expressos no colon, prostata, ovario, glandula salivar, endotélio vascular, rim,
bexiga, sistema nervoso central, dentre outros (MAYES; WATSON,2004).

A estrutura do RE nuclear (figura 3) € composta por 6 dominios (A a F): o dominio
A/B corresponde a porgcdo amino-terminal e codifica a Funcdo de Ativacdo de

Transcricdo Independente de Horménios (AF-1), regido que envolve interagéo



proteina-proteina. O dominio C é conhecido como Dominio Ligante do DNA (DBD),
local de interacdo do receptor com porcdes especificas da fita de DNA, os chamados
Elementos de Resposta ao Estrogénio (ERE). O dominio E/F é a porgédo carboxi-
terminal denominada Dominio Receptor Ligante (LBD), possui conformacéo de 12 a
hélice, em 3 camadas, com uma cavidade hidrofébica onde se ligam os hormdnios,
este dominio também abriga a Funcdo de ativagdo de Transcricdo Dependente de
Horménios (AF-2) (KUIPER et al.,1997).

Dissociation of Target Gene Activation

Figura 3: Estrutura e mecanismos de acédo do REa e REB. AF-,1, Funcado de Ativacéo de Transcrigdo
independente de horménios; FA-2, Fungao de ativacdo de Transcricao dependente de hormonios;
DBD, Dominio Ligante do DNA; LBD, Dominio Receptor Ligante; E2, estradiol; ER, receptor de
estrogénio; Hsp90, proteina heat shock 90; CoA, coativadores; ERE, elementos de resposta ao
estrogénio. Fonte: (LEWIS; JORDAM, 2005)

Os REa e REB divergem quanto a suas estruturas, possuindo 97% de similaridade

no dominio C (DBD), 56% na regidao de LBD e somente 24% de similaridade no



dominio A/B. O dominio A/B parece ser mais ativo no REa do que no REB (LEWIS;
JORDAN, 2005).

Semelhante aos demais receptores nucleares hormonais, o RE atua como dimero
para ativacdo da transcricdo e requer interagcdo com proteinas correguladoras
ativadoras ou repressoras da expressao génica (KLINGE, 2000).

Os estrogenos e seus agonistas iniciam a ativagdo de transcricdo por induzir
mudangas conformacionais no LBD. Um rearranjo na estrutura 12 hélices leva a
ativacdo de AF-2 e permite a ligacdo de coativadores nessa estrutura. Uma vez
ativado o complexo horménio-receptor, ocorre dissociagao da proteina Hsp90,
formacao de dimeros, e em seguida liga-se a regides especificas do DNA (ERE),
assim, esta iniciada a transcricdo (figura 3) (KLINGE, 2000; BRZOZOWSKI et
al.,1997; LEWIS; JORDAN, 2005).

Tém-se estudado e identificado mutagbes do REs. Sitios de polimorfismo do REa
estdo associados a condi¢gbes patoldégicas como cancer de mama, céncer de
préostata, osteosporose, Alzheimer e doengas cardiovasculares. Mutagbes do REP
estdo associadas a alteragcdo da pressao arterial, doengcas Oésseas e bulimia
(BRANDI et al, 1999; OGAWA et al., 2000).

Evidéncias verificadas em animais e humanos sugerem que o estrogénio tem um
papel importante na regulacédo do tecido adiposo branco e esta modulagdo seria
sitio-especifica (TCHERNOF et al.,2000; ELBERS et al., 1999, HEINE et al., 2000).

A ovariectomia e a menopausa estdo associadas com ganho de peso corporal,
ganho de gordura visceral e perda do tecido adiposo subcutaneo (TOTH et al.,
2000). Mulheres e ratas que recebem a reposicdo do estrogénio apresentam
reducdo da deposicdo de tecido adiposo visceral e maior deposicao de tecido
adiposo subcutaneo (PEDERSEN et al., 2004; ELBERS et al., 1999 ; OHLSSON et
al., 2000). Tais evidéncias apontam para um importante papel do estrogénio na
modulac¢do do tecido adiposo via lipolise e/ou lipogénese (PEDERSEN et al., 2004;
HEINE et al., 2000).



Mattiasson e colaboradores (2002) mostraram atravées da tomografia
computadorizada que o tratamento de mulheres com estradiol, em um ano, foi capaz

de reduzir a gordura intra-abdominal e intra-pélvica.

Estudos in vitro tém demonstrado que os adipdcitos femorais sdo menos lipoliticos
do que adipdcitos abdominais, consequéncia do aumento na sensibilidade a insulina
e a epinefrina atuando em receptores a-adrenérgicos (ELBERS et al., 1999;
PEDERSEN et al., 2004)

Pedersen e colaboradores (2004) também demonstraram que o tratamento com
estradiol promove efeitos antilipoliticos na massa adiposa subcutanea por ser capaz
de elevar a expressao do receptor a-adrenérgico neste local e toda essa modulagéo
do receptor a-adrenérgico seria promovida pelo REa. O mesmo n&o é encontrado no
tecido adiposo visceral.

Por muitos anos nao se conhecia a presen¢ca do RE no tecido adiposo. A primeira
indicagdo da sua presencga no tecido adiposo foi mostrada por Wade e Gray, em
1978. Gray, Dudley e Wade, em 1981, identificaram a ligacdo do estrogénio em
receptores nucleares de adipdcitos. Echeverria e colaboradores, em 1994,
demonstraram a presenca de RE no nucleo e membrana celular dos adipécitos. A
presenca do RE no tecido adiposo leva a crer que a modulagcdo da massa adiposa
feita pelo estrogénio seja um mecanismo direto (PEDERSEN et at., 1996).

Dessa forma, o tecido adiposo expressa ambos os subtipos do RE, REa e RE[, em
sua membrana celular e nucleo (CRANDALL et al., 1998). Anwar e colaboradores
(2001) identificaram que os subtipos do RE estdo expressos em pré-adipécitos e nos
adipdcitos maduros, bem como, observaram que a expressao e regulagao desses
receptores € dose-dependente de estrogénio. Essa observagdo tem importantes
implicagbes para explicagdo das diferengas encontradas na distribuicdo de gordura

corporal apds a deficiéncia de estrogénio.

O fato de o animal knouckout para REa apresentar hiperplasia e hipertrofia do tecido
adiposo demonstra uma influencia do estradiol, via REa, sobre o ciclo celular do
adipdcito (HEINE et al., 2000).



O REa esta envolvido com muitos aspectos do metabolismo lipidico por acdes
mediadas pelos co-ativadores para processos transcricionais: PGC1 a e f
(RODRIGUEZ-CALVO et al., 2006; SONODA et al., 2007). No intestino de ratas o
REa controla a Apolipoproteina A-4, o que reduz a absor¢géo de gordura durante a
digestdo (LUO et al.,, 2003; CARRIER et al., 2004). Defeitos no metabolismo
oxidativo tem sido visto em animais knouckout para REa no intestino, musculo
esquelético, coracao e tecido adiposo (VILLENA et al., 2007 e ALAYNICK, 2007).

Em nivel celular o estrogénio regula a producdo do RNAm de proteinas envolvidas
no metabolismo lipidico. No tecido adiposo o estrogénio tem efeito direto sobre a
LPL e LHS. A alteragdo sobre a LPL ocorre a curto prazo, enquanto a alteragao
sobre a LHS é lenta. Este horménio também atua indiretamente sobre o tecido
adiposo estimulando horménios lipoliticos como catecolaminas, hormdnio do
crescimento, glucagon e hormdnios tireoidianos (SZAFRAN; SMIELAK-KOROMBEL,
1998).

Muitos estudos tém demonstrado influencias do estrogénio no desenvolvimento,
fisiologia e fisiopatologia da glandula tiredide (KAWABATA et al, 2003, BANU et al.,
2001). A presenca de receptores de estrogénio na tiredide sugere uma acao direta
dos estrogenos sobre e glandula (ZAYED; ESCH; MCCONNELL,1998; KAWABATA
et al.,, 2003, CORREA et al, 2001). Apés a menopausa € comum identificar
mulheres com desequilibrio do feedback de triiodotironina (T3), tireoxina (T4) e
horménio tireoestimulante (TSH). Mulheres pds-menopausadas demonstram uma
crescente prevaléncia de altos niveis de TSH e maior indice de cancer de tiredide
(SCHINDLER, 2003).

Estudos experimentais demonstram que o estrogénio é capaz de realizar um
upregulation dos préprios receptores na tiredide e por meio disso influenciar no
crescimento e proliferagdo dos tiredcitos ,assim como, a fungéo glandular (MANOLE
et al., 2001; MACNAB; TALLARIDA; JOSEPH, 1997). Embora outras pesquisas
sugiram um efeito indireto do estrogénio promovendo o aumento dos niveis de
globulina fixadora de tireoxina (TBG) (ZIDAN; RUBENSTEIN, 1999) ou mesmo um
efeito sobre a glandula pituitaria e consequentemente alteragdo do TSH (DONDA et
al., 1990). Banu e colaboradores (2001) concluiram que os hormoénios sexuais



influenciam o crescimento da tiredide por intervir na secrecdo de TSH bem como

regular o numero de receptores deste horménio na glandula.

Os receptores para horménios tireoidianos (RT) fazem parte da super familia dos
receptores nucleares e sao produtos de dois genes: C-ErbAa que originam RTa1,
RTa2 e RTa3 e o gene C-ErbAB que originam RTBR1 e RTBR2. Os hormdnios
tireoidianos aumentam a taxa metabdlica e lipdlise do tecido adiposo por estimular a
transcricdo de proteinas e influenciar a PKA, e assim, levam a redugdo do peso
corporal (PSARRA; SOLAKID; SEKERIS, 2006).

Os estrégenos, da mesma forma, sdo capazes de influenciar o metabolismo
hepatico das lipoproteinas, promovendo os eventos: os triglicerideos plasmaticos
aumentam devido ao aumento da producdo de VLDL, a concentracdo de LDL é
reduzida devido a um upregulation na expressdo do seu receptor, a HDL é
aumentada por dois mecanismos: maior secre¢cdo de apolipoproteina A-1 e menor
remogao de seus lipidios, pois os estrogenos levam a reducéo da atividade da lipase
hepatica (ZHU et al., 1999).

A deficiéncia de estrogénio, causada pelo processo natural da menopausa ou
mesmo através da intervengdo cirurgica (ooforectomia), € a maior causa de
remodelagdo O6ssea e consequentemente leva a osteoporose em mulheres (KRUM,;
MIRANDA-CARBONI; HAUSCHKA, 2008). Existem evidéncias da expressao REa e
REB em células do estroma da medula éssea e osteoblastos (ZHANG et al., 1995;
KOMM et al., 1988). O estrogénio atua mantendo uma apropriada proporg¢ao entre a
formacéo éssea pelos osteoblastos e reabsor¢cdo éssea dos osteoclastos, em parte,
através da indugdo da apoptose dos osteoclastos e um upregulation dos
osteoblastos (KRUM ; MIRANDA-CARBONI ; HAUSCHKA, 2008).

Apesar de seus diversos beneficios, o estrogénio pode causar aumento da
incidéncia de cancer de mama devido ao seu efeito citoproliferativo nesse local
(BURCKHARDT,1999). Cerca de 87% dos receptores de cancer de mama sao
estrogénio dependente (FINK et al., 2004).

Drogas capazes de modular os REs tém sido utilizadas na pratica clinica todos os

dias (JORDAN, 2001). Elas sdo denominadas Moduladores Seletivos de Receptor



de Estrogénio (SERMSs) por sua capacidade de ativar e modular diferentes agdes
nestes receptores, desenvolvendo atividade agonista ou antagonista. (MUCHMORE,
2000).

O Tamoxifeno foi o primeiro SERM a ser estudado, sendo utilizado como
contraceptivo, mas sem sucesso. Mais tarde foi classificado como um agente nao
esteroidal antiestrogénico (JORDAN, 1998). E desde 1970 é utilizado na pratica
clinica como terapia adjuvante no tratamento do cancer de mama sensivel a
estrogénio (TAN-CHIU; WICKERHAM, 2000; TAKANISHI; BORST, 2001). Sua
principal agdo conhecida se da pelo bloqueio dos receptores de estrogénio no tecido

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

Estudos indicam que o citrato de tamoxifeno tem sua principal atividade no bloqueio
competitivo em nivel do receptor de estrogénio do tecido mamario tumoral, inibindo
dessa forma, a sintese de RNA-m, parece haver também, um efeito inibidor sobre o
fator de transformagao e crescimento (TGFn) e o fator de crescimento epidérmico
(EGF), ambos fatores de proliferacdo de células tumorais e normais. Além de ser um
potente inibidor da proteina quinase C (BUTTA et al., 1992).

De acordo com Tan-Chiu e Wickerham (2000), o tamoxifeno reduz em 49% e 50% o

risco de cancer de mama invasivo e nao invasivo, respectivamente.

A hipétese de que o tratamento com tamoxifeno altera os niveis das proteinas
séricas ainda geram controvérsias na literatura (HEMIEDA, 2007; SILVA et al.,
2005). Com relagdo a musculatura estriada, ja foi descrito, em pesquisa
experimental, que a droga leva a redugéo expressiva do peso absoluto e relativo do
coragao (PELZER et al,2005), porém suas agdes sobre o metabolismo de proteinas

da musculatura esquelética ainda nao foram descritas.

Segundo Romero, 2007, ratas SHR ooforectomizadas e tratadas com tamoxifeno
apresentaram reducdo da frequéncia cardiaca, reducdo pressado arterial média,
reducdo do peso umido do ventriculo esquerdo e do indice de contratilidade do
miocardio (derivada de press&o sobre derivada de tempom- DP/DT maxima).

Casos clinicos de indugao hepatotéxica pelo tamoxifeno tém sido descritos, incluindo

hepatite tdxica, esteatose hepatica ndo alcodlica e necrose hepatica em mais de



30% dos pacientes que fazem uso dessa droga (EL- BESHBISHY, 2005). Essa
hepatotoxidade também tem sido encontrada em roedores. Pesquisadores associam
esses danos a metabolizagdo da droga que ocorre no figado e envolve neste
processo a oxidacdo de acidos graxos e principalmente a geracao de espécies
reativas de oxigénio e deplegéo de ATP (ELEFSIONISTIS et al., 2004).

O Teste de Prevencgado do Cancer de Mama (BCPT) iniciado em 1992 pelo Instituto
Nacional do Cancer confirmou que com o uso do tamoxifeno estdo associados: alta
incidéncia de tromboembolismo venoso e cancer endometrial devido a sua atividade
agonista nos RE e derrame devido a sua atividade antagonista nos mesmos
receptores (TAN-CHIU; WICKERHAM, 2000).

Nos casos de contra-indicagdo 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, mas, somente em
mulheres pds-menopausadas e com tumores positivos para receptores hormonais
(CONSENSO BRASILEIRO DE CANCER DE MAMA, 2004).

Apesar de ser fortemente reconhecido como um agente anti-estrogénico, o
tamoxifeno, controversamente, possui ac¢des agonistas sobre receptores de
estrogénio em diferentes tecidos e sobre o metabolismo lipidico (HOZUMI et al.,
1998; KARIMIAN et al., 2008; CHRISTIE et al., 2008; CZERNY et al., 2003).

Clinicamente foi demonstrado que o tamoxifeno, promove diminuicdo do colesterol
total, reduz o colesterol LDL (KUSAMA et al., 2004; SAWADA et al., 2005; Jordan,
2001), promove elevagao dos triglicerideos (HOZUMI et al., 1998, SAWADA et al.,
2005; NTUKIDEM et al., 2007) e redu¢do da massa e/ou atividade da LPL no tecido
adiposo (HOZUMI et al., 1998; HOZUMI et al., 2000). Seus efeitos sobre as
lipoproteinas e lipidios plasmaticos podem ser explicadas por uma agao agonista ao
estrogénio nos receptores do figado (SAWADA et al., 2005; MILIONIS;
LIBEROPOULOQOS; ELISAF, 2001).

Ainda nao é claro porque os SERMs podem ser agonistas ou antagonistas nos

diversos tecidos. Sugere-se que possam induzir mudangas especificas e unicas de



conformacgdo do RE, o que conta para suas caracteristicas farmacologicas em cada
tecido (LEWIS; JORDAN, 2005).

Com relagdo as alteragcbes ponderais, pesquisas experimentais (CZERNY et al.,
2003; PELZER et al., 2005; WALLEN; BELANGER; WITTNICH, 2002; ROMERO.,
2007), demonstram que o tratamento crénico com tamoxifeno promove redugéo do
peso corporal. Pelser et al (2005), demonstraram em estudos experimentais que o
peso uterino aumentou significantemente em ratas SHR ooforectomizadas e tratadas
com tamoxifeno quando comparada ao grupo ooforectmizado ndo tratado. O mesmo
estudo mostrou que o peso corporal de ratas que receberam a droga é

significantemente menor que os das ratas nao tratadas.

Entretanto, estudos clinicos ainda divergem quanto os efeitos do tamoxifeno sobre
as alteragcbes ponderais, algumas pesquisas mostram que mulheres com céncer de
mama e em uso do tamoxifeno ganham peso corporal (HOSKIN; ASHLEY;
YARNOLD, 1992; NGUYEN et al., 2001). Contrariamente, outras pesquisas mostram
que estas mulheres ndo alteram o peso nem o indice de massa corporal (SAQUIB et
al, 2007; OZET et al., 2001).

Apesar de associagdes do tamoxifeno com peso corporal, a identificacdo dos tecidos
responsaveis por essa perda e o mecanismo de agao promovido por esse SERM

ainda nao esta totalmente esclarecido na literatura.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Correlacionar a perda de peso promovida pelo tamoxifeno com alteragdes da massa

protéica, éssea e lipidica, assim como, propor 0os mecanismos de agao envolvidos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos do tratamento crénico com tamoxifeno sobre:
e peso corporal;
e peso tecido adiposo visceral, peso da musculatura esquelética e peso 6sseo;
e niveis séricos proteinas sanguineas;
e niveis séricos de triglicerideos e lipase lipoproteica;
e glicemia capilar;

e niveis hormonais de T4 e TSH.



3 METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizadas ratas normotensas (Wistar) e com hipertenséo arterial espontanea
(SHR), pesando entre 50 e 80 gramas e com 30 a 40 dias de vida, fornecidas pelo
Biotério de pesquisa do Programa de Pdés-graduacdao em Ciéncias Fisiolégicas da
Universidade Federal do Espirito Santo. Os animais permaneceram em ambiente de
temperatura controlada (20-24°C) e iluminagdo artificial de acordo com o
recomendado para os biotérios de pesquisa (FINEP). Tiveram acesso a agua e
racao ad libidum. O manuseio dos animais foi de acordo com as normas de

tratamento de animais adotadas pela Sociedade Brasileira de Fisiologia.

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

As ratas foram divididas randomicamente nos seguintes grupos (n=10):

Normotensas:

1) Controles (NC)

2) Tratadas (NT)

3) Ooforectomizadas (NOC)

4) Ooforectomizada e tratadas (NOT)

Hipertensas:

5) Controles (SC)

6) Tratadas (ST)

7) Ooforectomizadas (SOC)

8) Ooforectomizadas e tratadas (SOT)

3.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL



1° dia do protocolo:
- randomizacao e separagao dos animais em grupos.

- castracao (ooforectomia bilateral).

6° dia do protocolo:
- verificagao de peso corporal.

- 0s animais foram acondicionados em gaiolas metabdlicas individuais por 8 horas
diurnas em jejum alimentar, ndo hidrico. Em seguida os animais foram colocados

novamente em gaiolas coletivas.

- dosagem da glicemia capilar em jejum.

7° dia do protocolo:

- inicio do tratamento com tamoxifeno.

52 ° dia do protocolo (45 dias de tratamento):

- 0s animais foram acondicionados em gaiolas metabdlicas individuais por 8 horas
diurnas em jejum alimentar, ndo hidrico. Em seguida os animais foram colocados

novamente em gaiolas coletivas.

- dosagem da glicemia capilar.

97° dia do protocolo (apds 90 dias de tratamento):

- 0s animais foram acondicionados em gaiolas metabdlicas individuais por 8 horas
diurnas em jejum alimentar, ndo hidrico. Em seguida os animais foram colocados

novamente em gaiolas coletivas.

- dosagem da glicemia capilar.

98° dia do protocolo (fim do tratamento):



- sacrificio e retirada das amostras de tecido do animal.

3.4 CASTRACAO DOS ANIMAIS

ApOs anestesia com pentobarbital sdédico (50mg/kg), as fémeas foram submetidas a
uma incisao bilateral na pele e camada muscular dorsal, abrindo a cavidade
peritoneal para posterior ligadura da tuba uterina e retirada dos ovarios
(ooforectomia), seguida de sutura da musculatura e pele. Ao final do procedimento,
0s animais receberam 0,1 ml do antibidtico Enrofloxacina 2,5%, via intramuscular.

Permaneceram 7 dias em recuperagao pés-operatoria.

3.5 TRATAMENTO COM TAMOXIFENO

Os grupos tratados receberam doses diarias de citrato de tamoxifeno, 0.1mg/ 100g
de peso corporal, por vai oral (método de gavagem) durante 90 dias. Para isso, a
droga era dissolvida diariamente em agua destilada e utilizada imediatamente. Os
grupos néo tratados receberam diariamente, pelo mesmo método, agua destilada,

0,1ml/100g de peso corporal.

3.6 CONTROLE DO PESO CORPORAL

Todos os animais foram pesados a cada sete dias para controle ponderal e ajuste da

dose do medicamento.

3.7 GLICEMIA CAPILAR



Um dia antes de iniciar o tratamento com tamoxifeno, assim como, no 45°. e 90°. dias
de tratamento, apds 8 horas de jejum alimentar diurno, realizamos uma leve perfuragao,
com agulha 13x4,5, na regiao terminal da cauda das ratas para gotejamento de sangue.
Os valores de glicemia capilar foram mensurados por aparelho de hemoglucoteste
(Prestige 2000).

3.8 RETIRADA DOS ORGAOS E AMOSTRA SANGUINEA

Ao final dos 90 dias de tratamento, no periodo vespertino, os animais foram
anestesiados com halotano e decapitados com uso de guilhotina. Em seguida os
tecidos foram removidos, consecutivamente: sangue, gordura visceral, musculo séleo

direito e esquerdo e fémur direito.

3.8.1 Soro sanguineo

Todo sangue disponivel foi coletado em tubos de ensaio, colocados em banho maria a
37° C por 15 minutos e centrifugados (Eppendorf - 5804 R) a 1000xg, 4°C, por 10
minutos. O soro foi armazenado a -20°C e posteriormente utilizado para quantificagéo

da proteina total sérica; albumina, globulina, TG, LPL e dosagem hormonal.

3.8.2 Gordura visceral

Para retirada da gordura intra-abdominal, o figado e o bago foram primeiramente
removidos. Retirou-se entdo a gordura ao redor do utero e bexiga. Para remover a

gordura mesentérica, realizou-se um corte transversal no eséfago, e o tubo digestivo



tracionado para fora do abdémen. A gordura mesentérica foi desprendida do intestino.
Uma vez que a gordura mesentérica e o tubo gastro-intestinal foram removidos, foi
possivel remover a gordura retroperitoneal e perirenal. A gordura foi pesada

imediatamente.

3.8.3 Musculo séleo

Ap0s incisdo cirurgica nas patas direita e esquerda, o musculo séleo de cada pata foi
dissecado, removido e refrigerado a -20°C em recipientes contendo salina (0,9%).

3.8.4 Fémur

O osso fémur da pata direita foi extraido, todo tecido conectivo foi removido e o osso foi
mantido em estufa a 98° C por um periodo de 24 horas, ao término, verificamos o peso

SeCo.

3.9 PREPARAGCOES DAS AMOSTRAS E ENSAIO DE PROTEINAS DO MUSCULO
SOLEO

O musculo soleo direito foi retirado da refrigeragdo e pesado. Em seguida, o tecido foi
colocado em uma placa de Petri sobre banho de gelo e triturado com auxilio de um
bisturi, a amostra foi vertida em um homogeneizador de vidro contendo solugdo com
EDTA (5mM) (1:5). As amostras foram centrifugadas a 1000xg, +4°C, durante 10
minutos. O sobrenadante foi entdo diluido em agua destilada (1:20) e utilizado para

medida da concentragéo protéica através do Método de Bradford (1976) em ftriplicata,



usando soro albumina bovina (BSA) como padréo. A leitura foi realizada no aparelho
Espectrofotbmetro com o comprimento de onda ajustado em 595 mn.

3.10 EXTRAGCAO DE PROTEINAS E PESO SECO DO MUSCULO SOLEO

O musculo séleo esquerdo foi retirado da refrigeracédo e pesado. O tecido foi
colocado em uma Placa de Petri sobre banho de gelo e triturado com auxilio de um
bisturi, a amostra foi vertida em um homogeneizador de vidro em diluicdo 1:10 de
agua destilada. As proteinas totais foram extraidas de acordo com o método descrito

por Barany et al (1965):

1- Foi acrescido ao homogeneizado TCA 10% por uma hora, apds, a amostra foi

centrifugada a 4000 rpm,+4°C , por 10 minutos;

2- O precipitado foi diluido com de TCA a 10 % (1:1) e centrifugado a 4000 rpm,

+4°C, por 10 minutos;

3- O precipitado foi diluido com etanol a 95% (1:1) e centrifugado a 4000 rpm, +4°C,

por 10 minutos (repetiu-se o processo 2 vezes);

4- O precipitado foi diluido com uma mistura de etanol e éter etilico (3:1) e

centrifugado a 4000 rpm, +4°C, por 10 minutos (repetiu-se o processo por 2 vezes);

5- O precipitado foi diluido com éter etilico (1:1) e centrifugado a 4000 rpm, +4°C,

por 10 minutos (repetiu-se o processo por 2 vezes).

6- A amostra foi colocada em banho maria por 30 minutos a 37°C para remover o
éter e, em seguida, colocou-se a amostra em estufa 98°C por 24 h. Ao final, foi

realizado o peso seco da proteina utilizando balanga de precisao 0,001mg.

3.11 DOSAGENS BIOQUIMICAS



Parte do soro extraido foi encaminhado ao Laboratério de analises bioquimicas do
HUCAM (Hospital Universitario Cassaino Antonio de Morais) para dosagem da proteina
sérica total e suas fragées (albumina e globulina), dos triglicerideos e LPL, bem como,
hormonios TSH e T4 total.

A determinagédo da concentragdo das proteinas totais foi realizada utilizando o método
do Biureto, onde as ligagdes peptidicas das proteinas (-HN-CO-) reagem com ions
cupricos em meio alcalino (Reagente do Biureto) formando um complexo de coloragao

violeta, cuja absorbéancia foi medida em 545 nm (aparelho espectrofotémetro).

A quantificagdo das fragdes protéicas Albumina e Globulina foi realizada através de
eletroforese em acetato de celulose, utilizado tamp&o Tris-Veronal (Biomidi) pH 8,6 -
8,8.

Os ftriglicerideos foram quantificados pelo método enzimatico colorimétrico (Kit

Bioclin, KO55), a LPL foi mensurada pelo método colorimétrico (Bioclin Kit ,K025).

TSH e T4 foram quantificados pelo automated chemiluminescence system, ACS:180

(SIEMENS e Bayer, respectivamente).

3.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos com média + erro padrdo da média (EPM). Os resultados
foram analisados através da anadlise de variancia (ANOVA) de 1 via, seguida do
teste post-hoc Tukey/Kramer Procedure. As diferengas foram consideradas

significantes quando p<0,05.



4 RESULTADOS

41 EFEITOS DO TRATAMENTO COM TAMOXIFENO SOBRE O PESO
CORPORAL

Os resultados apresentados no grafico 1 demonstram que os animais tratados com
tamoxifeno, normotensos (NT e NOT) e hipertensos (ST e SOT), obtiveram ao longo

de todo tratamento, menor ganho ponderal quando comparado aos animais sem

tratamento.
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Grafico 1: Peso corporal (g) com 0, 30, 60 e 90 dias de tratamento com tamoxifeno. (A)- de ratas
normotensas: controles (NC), tratadas (NT), ooforectomizadas controles (NOC) e ooforectomizadas
tratadas (NOT); dados expressos em média £ EPM . *p< 0,05 e **p < 0,01 vs. NC, ##p < 0,01 vs. NT,
++p< 0,01 vs. NOC. (B)- de ratas SHR: controles (SC), tratadas (ST), ooforectomizadas controles
(SOC) e ooforectomizadas tratadas (SOT); dados expressos em média + EPM **p< 0,01 vs. SC,
# p<0,05 e ##p < 0,01 vs. ST, ++p < 0,01 vs. SOC. N= 10 ratas em cada grupo.



Nos grupos normotensos (grafico 1.A), antes do inicio do tratamento, os animais
apresentavam peso corporal semelhantes: NC (123,9 + 3,1g); NT (121 + 3,1g); NOC
(132,3 £ 2,1g) e NOT (129,4 £ 2g), 30 dias ap6s o inicio do tratamento os grupos NT
e NOT apresentaram peso corporal significativamente menor (150,2+3,6 e
159,2+4,1 g, respectivamente) que NC e NOC (184,2 + 53 e 212,7£5,6 g,
respectivamente). Diferente do grupo NC, o grupo NOC apresentou valores ainda
maiores no peso corporal (p < 0,01). Todas essas diferengas sustentam-se ao longo
dos 60 dias (NC: 227,2+3,8 g; NT: 187+3,5 g; NOC: 258,3+5,4 g; NOT: 186,7+3,8 g)
e 90 dias de tratamento (NC: 256,8+5,7g; NT: 212,84£3,2 g; NOC: 292+4,9 g; NOT:
205,7+3,7 g).

Nos grupos SHR, antes do inicio do tratamento n&o existia diferenga com relagéo ao
peso corporal: SC (68+2,2 g); ST (68,2+2,4 g); SOC (68,9+1,84g) e SOT (68,2t 29).
A partir do 30° dia de tratamento, identificamos que SOC (152,6 4,1 g) possuia
peso corporal superior aos demais grupos em estudo: ST (101,9+3,6 g); SC
(127+2,8 g) e SOT (120,1£3,7 g), enquanto que o peso corporal de ST também foi
menor que SC e SOT. Essas diferengas sustentaram - se ao longo dos 60 dias (SC
176,7+2,2 g; ST 129+2 g; SOC 201,644,3 g e SOC 142,3£1,9 g) e 90 dias do
tratamento (SC 186,7+2,7 g; ST 151+2,3 g; SOC 224+3,7 g e SOT 149,4+2,11 g),
com excegao dos grupos ST e SOT que aos 90 dias passam a ter médias de peso

corporal semelhantes.

4.2 EFEITOS DO TRATAMENTO COM TAMOXIFENO SOBRE O PESO E A
CONCENTRACAO DE PROTEINAS NO MUSCULO SOLEO E CONCENTRACAO
PROTEICA SANGUINEA.

Como apresentado nas tabelas 1 e 2, o peso seco e a concentragado protéica do
musculo séleo, assim como, a concentragado de proteina sérica total e suas fragdes
(albumina e globulina), foram semelhantes entre os grupos normotensos e entre os

grupos hipertensos.



Tabela 1 — Peso seco de proteinas totais do musculo s6leo (mg/g de musculo), concentragao de

proteinas no musculo séleo (mg/ml/g de musculo), concentragdo da proteina sérica total (g/dL),

albumina (g/dL) e globulina séricas (g/dL), apds 90 dias de tratamento com tamoxifeno. Nos grupos

normotensas: controles (NC), tratadas (NT), ooforectomizadas controles (NOC) e ooforectomizadas

tratadas (NOT). N=10 em cada grupo.

NC NT NOC NOT

Peso seco do séleo 136,2+ 5,1 139,3+4,7 147+4 130,443.5
Concentragio de 113,646,7 99,7427 99444 10745.8
proteina do soleo

. 6,98+0,1 6,58+0,2 6,73+0,1 7.140,07
Proteina sérica total

, 3,65+0,04 3,5+0,05 3.4+0,08 3,540,07

Albumina
Globulina 3.340,04 3.240,06 3.4+0,05 3,540,07

Dados expressos em média + EPM.

Tabela 2 — Peso seco de proteinas totais do musculo séleo (mg/g de musculo), concentragado de

proteinas no musculo séleo (mg/ml/g de musculo), concentragdo da proteina sérica total (g/dL),

albumina (g/dL) e globulina séricas (g/dL) apds 90 dias de tratamento com tamoxifeno. Nos grupos

SHR: controles (SC), tratadas (ST), ooforectomizadas controle (SOC) e ooforectomizadas tratadas

(SOT). N=10 em cada grupo.

SC ST SOC SOT

Peso seco do séleo 109,7+ 5,1 101,442.9 107,643 107,243
Concentragio de 120,5+5 121+4,2 124+5.4 123462
proteina do sdleo

. 7.37+0,09 7.2540,07 7.27+0,06 7,140,06
Proteina sérica total

. 3,9+0,04 3,7+0,02 3,640,05 3,7+0,04

Albumina
Globulina 3,440,06 3,5+0,07 3,6+0,04 3,4+0,07

Dados expressos em média + EPM.



4.3 EFEITOS DO TRATAMENTO COM TAMOXIFENO SOBRE O PESO DO
TECIDO ADIPOSO VICERAL

Os resultados demonstrados no grafico 2.A e 2.B, apontam para menores valores do
peso da gordura visceral nos animais normotensos e hipertensos tratados com

tamoxifeno quando comparados aos grupos sem tratamento.
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Grafico 2: Peso da gordura visceral (mg/g de peso corporal) apés 90 dias de tratamento com
tamoxifeno. (A)- de ratas normotensas: controles (NC), tratadas (NT), ooforectomizadas controles
(NOC) e ooforectomizadas tratadas (NOT); dados expressos em média + EPM, **p<0,01 vs. NC, ##p
< 0,01 vs. NT, ++p< 0,01 vs. NOC. (B)- de ratas SHR: controles (SC), tratadas (ST), ooforectomizadas
controles (SOC) e ooforectomizadas tratadas (SOT); dados expressos em média + EPM **p< 0,01 vs.
SC, ##p< 0,01 vs. ST, ++p< 0,01 vs. SOC. N= 10 ratas em cada grupo.



Assim, NT (41,5+1,77 mg/g) possui valores médios para peso da gordura visceral
menores que NC e NOC (49,39+0,9 mg/g e 73,8+2,61 mg/g, respectivamente), bem
como, NOT (28,2+1,61 mg/g) apresentam valores menores que NC e NOC e NT.

Dentre os animais hipertensos, os grupos ST e SOT apresentaram menor peso da
gordura visceral (19,6+1,04 mg/g e 21,4+1,81 mg/g, respectivamente) quando
comparados aos grupos e SC e SOC (31+0,85 e 30+1,5 mg/g, respectivamente).

4.4 EFEITOS DO TRATAMENTO COM TAMOXIFENO SOBRE O PESO DO
FEMUR
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Grafico 3: Peso seco do fémur (mg/g de peso corporal) apos 90 dias de tratamento com tamoxifeno.
(A)- de ratas normotensas: controles (NC), tratadas (NT), ooforectomizadas controles (NOC) e
ooforectomizadas tratadas (NOT); dados expressos em média + EPM *p <0,05 vs NC; #p <0,05 vs NT
e ++p < 0,01 vs NOC. (B)- de ratas SHR: controles (SC), tratadas (ST), ooforectomizadas controles
(SOC) e ooforectomizadas tratadas (SOT); dados expressos em média £+ EPM *p <0,05 vs SC; #p
<0,05 vs ST e ++p< 0,01 vs SOC. N= 10 ratas em cada grupo.



Com relagao ao peso do fémur (grafico 3.A e 3.B), podemos observar que os grupos
ooforectomizados NOC e SOC apresentaram redugdo significante do peso désseo
(1,48+0,03 e 1,65+0,04 mg/g, respectivamente). Os animais ooforetomizados e
tratados mostraram significativa recuperagdo do peso do fémur (NOT: 1,86+0,07
mg/g e SOT: 1,92+0,05 mg/q).

Nossos dados também demonstram que valores de peso do fémur sdo semelhantes
quando comparamos os grupos NC e NT, (1,73x0,03 mg/g e 1,7+0,03mg/qg,
respectivamente) e entre os hipertensos SC e ST (1,89+0,06 mg/g e

1,87+0,038mg/g, respectivamente).

45 EFEITOS DO TRATAMENTO COM TAMOXIFENO SOBRE OS
TRIGLICERIDEOS E LPL.

Tabela 3 — Influéncia do tratamento crénico com tamoxifeno sobre os niveis séricos de triglicerideos
(TG) e lipase lipoproteica (LPL). Nos grupos: normotensas controles (NC), tratadas (NT),
ooforectomizadas controles (NOC) e ooforectomizadas tratadas (NOT). N=10 em cada grupo.

NC NOC NOT
NT
TG (mg/dL) 91,5+4,3 92,6+4 85,8+1 101,2+1,3 +
LPL (U/L) 16,3+0,8 16,6+0,8 18,8+1.3 20,2+0,4

Dados expressos em média + EPM, +p<0,05 vs.NOC.

Tabela 4 - Influéncia do tratamento crénico com tamoxifeno sobre os niveis séricos de triglicerideos
(TG) e lipase lipoproteica (LPL). Nos grupos: SHR controles (SC), tratadas (ST), ooforectomizadas
controles (SOC) e ooforectomizadas tratadas (SOT). N=10 em cada grupo.

SC SOC SOT
ST
TG (mg/dL) 122,8+2 125,342,1 123,342 133,342,1 **.
LPL (U/L) 20+0,6 20,25+0,6 19,8+0,4 21,3+0,37

Dados expressos em média + EPM, **p <0,01 vs. SC e +p< 0,05 vs. SOC.

Quanto as dosagem de TG, observamos que o grupo NOT possui niveis
estatisticamente superiores quando comparado ao grupo NOC, todavia, ndo foram

observadas diferengas com relagdo aos demais grupos (tabela 3). Dentre os animais



hipertensos, SOT apresentou valores de TG significativamente superiores a SC e

SOC. Os niveis séricos de LPL ndo foram diferentes entre os grupos estudados o
(tabela 4).

4.6 EFEITOS DO TRATAMENTO COM TAMOXIFENO SOBRE A GLICEMIA
CAPILAR.
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Grafico 4: Glicemia capilar periférica com 0, 45 e 90 dias de tratamento com tamoxifeno. (A)- de ratas
normotensas: controles (NC), tratadas (NT), ooforectomizadas controles (NOC) e ooforectomizadas
tratadas (WOT). (B)- de ratas SHR: controles (SC), tratadas (ST), ooforectomizadas controles (SOC)
e ooforectomizadas tratadas (SOT). N=10 em cada grupo. Dados expressos em média + EPM.



Como podemos visualizar no grafico 4 (A e B), o tratamento crénico com tamoxifeno
nao foi capaz de alterar a glicemia capilar de ratas normotensas nem tampouco de
ratas com hipertensédo espontanea. Entre os grupos normotensos, antes do inicio do
tratamento, observamos: NC (68,1£4,3 mg/dl), NT (67,914,25 mg/dl), NOC
(68,2+3,54 mg/dl) e NOT (64+4,09 mg/dl). Com 45 dias: NC (833,05 mg/dl), NT
(80,3+3,16 mg/dl), NOC (85,244 mg/dl) e NT (80+4,2 mg/dl). Aos 90 dias de
tratamento: NC (82,3+4,34 mg/dl), NT (842,61 mg/dl), NOC (90,4+2,17 mg/dl) e
NOT (82+2,7 mg/dl).

Para os grupos hipertensos, antes do inicio do tratamento temos: SC (71+2,89
mg/dl), ST (69+2,83 mg/dl), SOC ( 66,3+2,97 mg/dl) e SOT (67,8+3,83 mg/dl). Com
45 dias: SC (77,5+2,89 mg/dl), ST (75,8+2,6 mg/dl), SOC ( 74,9+4,31mg/dl) e SOT
(68,1+3,81 mg/dl). E aos 90 dias de tratamento: SC (75,7t4,24 mg/dl), ST
(77,3+3,66 mg/dl), SOC ( 853,45 mg/dl) e SOT (77,7+2,25 mg/dl) .

4.7 EFEITOS DO TRATAMENTO COM TAMOXIFENO SOBRE OS NIiVEIS
SERICOS DE T4 E TSH.

Conforme demonstrado no grafico 5.A e 5.B, os animais tratados, tanto normotensos
(NT: 3,03%£0,18 pg/dL e NOT: 3,66+0,2 pg/dL) quanto hipertensos (ST: 2,87+0,05
Mg/dL e SOT: 2,61+0,06 ug/dL), apresentaram maior concentracdo de T4 total
quando comparado aos grupos nao tratados normotensos (NC: 2,15+0,1 pg/dL e
NOC: 2,42+0,11 ug/dL) e hipertensos ( SC: 2,27+0,09 ug/dL e SOC: 2,11+0,04
Mg/dL).
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Grafico 5: Valores de tiroxina sérica total —T4 (ug/dL) apds 90 dias de tratamento com tamoxifeno.
(A)- de ratas normotensas: controles (NC), tratadas (NT), ooforectomizadas controles (NOC) e
ooforectomizadas tratadas (NOT); dados expressos em média + EPM. **p <0,01 vs. NC; #p <0,05 vs.
NT; ++p <0,01 vs. NOC. (B)- de ratas SHR: controles (SC), tratadas (ST), ooforectomizadas controles
(SOC) e ooforectomizadas tratadas (SOT). *p <0,05 vs. SC, **p <0,01 vs. SC; ##p <0,01 vs. ST e
++p< 0,01 vs. SOC; dados expressos em média + EPM. N=10 em cada grupo.
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Grafico 6: Niveis do Horménio Estimulante da Tiredide - TSH (ulu/ml), apds 90 dias de tratamento
com tamoxifeno. (A)- de ratas normotensas: controles (NC), tratadas (NT), ooforectomizadas
controles (NOC) e ooforectomizadas tratadas (NOT). (B)- de ratas SHR: controles (SC), tratadas (ST),
ooforectomizadas controles (SOC) e ooforectomizadas tratada (SOT). N=10 em cada grupo. Dados

expressos em média + EPM.

Em nenhum dos grupos estudados foi detectado diferengas significativas para a
concentragado sérica de TSH: NC (0,89+0,02 plu/ml), NT (1,03+£0,03 plu/ml), NOC
(0,92+0,04 plu/ml) e NOT (0,89+0,03 plu/ml) foram semelhantes. O mesmo foi
constatado entre os grupos de animais hipertensos: SC (1,02+0,08 plu/ml), ST
(1,2£0,1 plu/ml), SOC (1,3620,07 plu/ml) e SOT (1,05£0,07 plu/ml).



5 DISCUSSAO

Este estudo demonstrou nitido efeito do tratamento com tamoxifeno sobre peso
corporal de animais normotensos e hipertensos, assim como localizou o tecido alvo
responsavel pela esta reducdo do peso corporal,especificamente pela redu¢ado no
tecido adiposo visceral (grafico 2). Outros trabalhos apontaram essa perda sem,
entretanto, apontar o tecido responsavel (CZERNY et al, 2003; PELZER et al, 2005;
WALLEN; BELANGER; WITTNICH, 2002).

Romero, em 2007, demonstrou que ratas ooforectomizadas normotensas e
hipertensas tratadas cronicamente com tamoxifeno apresentam menor ganho de
peso corporal sem redugéo na ingestao de alimentos. Este mesmo estudo verificou

que os animais nao tiveram alteragcdes no balanco hidrico.

No entanto pesquisas clinicas ainda divergem quanto ao efeito do tamoxifeno sobre
o peso corporal (NGUYEN et al., 2001). HOSKIN e colaboradores (1992) relatam em
seus estudos que mulheres em tratamento para cancer de mama primario e fazendo

uso do tamoxifeno apresentaram maior ganho de peso corporal.

Contudo Saquib e colaboradores (2007) acompanharam 3088 mulheres com
diagnostico de cancer de mama para monitoramento de alteragdes do peso corporal
apos inicio do tratamento para o cancer. Assim, verificou-se que mulheres que
receberam quimioterapia tiveram ganho ponderal significativo, o qual nao foi
identificado em mulheres que receberam somente tratamento com tamoxifeno. No
entanto, quando associado a quimioterapia o tamoxifeno nao foi capaz de modificar

os efeitos da quimioterapia sobre o ganho de peso corporal.

Da mesma forma, pesquisa clinica realizada por KUMAR e colaboradores, em 1997,
nao mostrou efeitos do tamoxifeno sobre o ganho de peso corporal em mulheres
realizando tratamento para o cancer de mama. O ganho ponderal moderado
observado nesta populagéo de pacientes € comparavel com a populagao geral sem
doencas no periodo pos-menopausal e em processo de envelhecimento e ndo pode

ser relacionado com o tratamento.

Segundo Chagpar e colaboradores (2007) mulheres que fazem uso do tamoxifeno

nao alteram o indice de massa corporal. Outros pesquisadores (ALl et al,1998)



verificaram que mulheres que recebem tamoxifeno ndo alteram a massa magra além
reduzirem a massa de tecido adiposo. Apontando este efeito como uma possivel

acao agonista desta droga sobre a massa adiposa.

E nitidamente reconhecido o importante papel do estrogénio na modulagéo do tecido
adiposo (TCHERNOF et al.,, 2000; ELBERS et al., 1999; HEINE et al., 2000).
Mulheres pds-menopausadas tratadas com estrogénio demonstram atenuagdo no
acumulo de gorduras quando comparado a mulheres sem tratamento. Essa redugéo
dos depdsitos de gordura é detectada predominantemente no tecido adiposo
visceral, uma vez que, este efeito ndo é percebido no tecido adiposo subcutaneo
(principalmente o femural) (KRISTENSEN et al., 1999; GAMBACCIANI et al., 2001),
reforcando a idéia de papéis especificos do estrogénio sobre os adipdcitos das
diferentes regides corporais (VAN PELT et al., 2006).

O tecido adiposo expressa os dois subtipos do receptor de estrogénio, REa e RER,
em sua membrana celular e nucleo, de forma que ambos poderiam modular a massa
adiposa. (CRANDALL et al., 1998). Os achados que camundongos knouckout para
REa demonstram aumento do peso corporal, da massa de tecido adiposo branco e
reducao do gasto energético sugerem um papel predominante do REa, embora o
REB possa apresentar algum papel sobre a lipolise (JANSSON et al., 2006). Um
aumento da reposigcdo com estrogénio em ratos knouckout para REa mostra
pequenos efeitos no tecido adiposo via RE(, porem, em menor significancia (HEINE
et al., 2000).

Nilsson e colaboradores (2007) verificou que os niveis de RNAm do REa no tecido
adiposo de mulheres obesas estavam reduzidos quando comparados com mulheres
nao obesas, reforgcando o papel do estrogénio através do REa no controle do peso

corporal.

A forma pela qual o estrogénio e os SERMs poderiam modular a massa adiposa
ainda é obscura. Pesquisas apontam que o estrogénio pode levar a redugao do
tecido adiposo pelos seguintes mecanismos: redugéo da ingesta alimentar (LIANG et
al., 2002), reducgéo na atividade da LPL no tecido adiposo (PEDERSEN et al., 2004),
aumento da lipolise (DARIMONT et al., 1997) e aumento do gasto energético
(PEDERSEN, 2001; HEINE et al., 2000).



Estudos prévios demonstram que a ooforectomia aumenta a ingestdo alimentar e
este efeito € invertido pela reposicdo com estrogénio (WADE; GRAY; BARTNESS,
1985; ROY; WADE, 1977). Estas a¢des foram mais tarde justificadas pela presenca
de REa e Ref em areas do sistema nervoso central envolvido com o controle
alimentar, como hipotalamo ventro-medial, area pré-6ptica, nucleo arqueado e
nucleo paraventricular (OSTERLUND et al., 1998). Através de infusdes cérebro-
ventriculares de estradiol, Liang e colaboradores (2002) demonstram que este efeito
anoréxico ocorre via Ref3. Entretanto, Heine e colaboradores, em 2000, relatam n&o

perceber em seus experimentos este efeito anoréxico gerado pelo estrogénio.

Outras pesquisas demonstram que a ooforectomia eleva a atividade do LPL
(GOLDBERG; MERKEL, 2001; PICARD et al., 2000), portanto, o tratamento com
estrogénio reduz a atividade da LPL no tecido adiposo visceral, sendo este, uns dos
principais mecanismos para reducdo da massa adiposa visceral causada por este
horménio (PRICE et al., 1998; MAYES; WATSON, 2004; HOZUMI et al., 2000).
Mostrou-se que na regidao promotora do gene para LPL existem Elementos de
Resposta ao Estrogénio (ERE). Estes Elementos podem ser os responsaveis pelo
efeito inibitério direto do estrogénio na expressdo do RNAm da LPL e seus
metabdlitos (HOMMA et al., 2000). Mas o estrogénio também poderia influenciar a
atividade da LPL por mecanismos pés-transcricionais ou mesmo através de outros
horménios ou ainda atuar sobre a ativacdo do Sistema Nervoso Simpatico
(LAZZARINI; WADE, 1991).

Por outro lado, a influéncia do estrogénio em propriedades lipoliticas sobre o tecido
adiposo parametrial foi estudada em experimentos in vivo/in vitro. Todos eles
apontam para mecanismos indiretos implicados na potencializagdao da lipdlise
estimulada por catecolaminas (DARIMONTE et al., 1997, REBUFFE-SCRIVE., 1987)
ou a regulacdo da atividade da adenilil ciclase (PASQUIER; PECQUERY;
GIUDICELLI, 1988).

De acordo com Van Pelt e colaboradores(2006), parte da perda de tecido adiposo
provocada pelo estradiol, deve-se ao aumento na atividade do sistema nervoso
simpatico direta e indiretamente. O estrogénio atuaria no cérebro regulando a

atividade dos nervos simpaticos e também estimularia um upregulation de



receptores B-adrenérgicos no tecido adiposo visceral, via epinefrina que é altamente
lipolitica quando atua via receptor B-adrenérgicos (LINDBERG et al.,1990).

A reducao do gasto energético e da taxa metabdlica basal sao fatores importantes e
contribuem para o aumento do peso corporal. O estrogénio via REa é capaz de
aumentar diretamente o gasto energético e metabolismo (HEINE et al., 2000).
Estudos em humanos mostram que a taxa metabdlica sofre redugdo apos a
menopausa e este efeito é revertido, em grande parte, pela reposigdo com
estrogénio (WADE; GRAY; BARTNESS, 1985).

Os horménios sexuais podem regular o metabolismo lipidico também por agdes néo
genbmicas (FALKENSTEIN et al., 2000). A presenca de REa e Rey na membrana
celular do tecido adiposo subcutaneo e omental foram demonstradas (ANWEAR et
al., 2001). Estudos sugerem que o estrogénio eleva o AMPc no tecido adiposo via
receptores de membrana, resultando na estimulagédo da lipase horménio sensivel e
da lipdlise (MAYES; WATSON, 2004).

Dessa forma, o presente estudo sugere um efeito agonista do tamoxifeno sobre os
receptores de estrogénio do tecido adiposo visceral como um possivel mecanismo
para justificar o menor ganho de tecido adiposo e peso corporal. As agdes agonistas
ou antagonistas do tamoxifeno parecem depender de sua interagdo com ambos os
subtipos de receptores de estrogénio (KIAN et al., 2004). Algumas hipdteses tém
sido levantadas em torno de mudangas na estrutura do receptor, ativagao de
proteinas co-reguladoras e diferengas na expressao génica (LEWIS; JORDAN,
2005).

Quando o tamoxifeno atua sobre o dominio TAF1 (Funcdo de Ativagdo de
Transcricao Independente de Hormonios) do receptor de estrogénio exerce efeitos
agonistas, sendo capaz ativar o dominio DNA-ligante. Entretanto ele é capaz de
bloquear o dominio TAF2 (Funcdo de Ativagdo de Transcrigdo Dependente de
Horménios) (BERRY; METZGER; CHAMBON, 1990). Isso pode explicar os efeitos
agonistas e antagonistas desta droga (DIPIPPO et al.,1995).

Brzozowski e colaboradores (1997), assim como, Shiau e colaboradores (1998),

referem que os SERMs, em sua agao antagonista, ligam-se ao sitio LBD e impedem



o remodelamento da 12 hélice, com isso, impedem a ligagao de coativadores no sitio
de AF-2.

E conhecido que o tamoxifeno é capaz de recrutar co-repressores, N-Cor, em
receptores de estrogénio na mama e recruta co-ativadores, SRC-1, para receptores
de células endometriais. Essas observagbes demonstram que o principal
mecanismo pelo qual os SERMs sao capazes de produzir seus efeitos esta ligado

ao recrutamento das proteinas co-reguladoras (SHANG; BROWN, 2002).

Com relagdo a LPL, nosso trabalho ndo identificou alteragbes dos niveis séricos
desta enzima entre os grupos experimentais. Entretanto, estudos mostram que o
tamoxifeno é capaz de reduzir a massa e ou a atividade da LPL no tecido adiposo.
(WADE; HELLER ,1993; HOZUMI et al,1998; HOZUMI et al, 2000).

O tratamento de ratas ooforectomizadas com tamoxifeno simulou os efeitos do
estradiol e causou redugbes significantes no peso corporal, tecido adiposo
parametrial e atividade da LPL, além de elevar o gasto energético. Quando dado
concorrentemente com estradiol, o tamoxifeno ndo mostrou nenhuma evidéncia da

atividade antiestrogénica em alguma dessas medidas (WADE; HELLER, 1993).

O presente estudo verificou que os grupos castrados e tratados (NOT e SOT)
apresentaram maiores niveis de TG séricos que 0s grupos controles. Pesquisas
demonstram que o tamoxifeno modifica o metabolismo dos lipidios e lipoproteinas,
aumentando o catabolismo das LDL e reduzindo o colesterol total (KUSAMA et al.,
2004; SAWADA et al., 2005; JORDAN, 2001), por outro lado, aumentam os niveis de
TG (HOZUMI et al., 1998; SAWADA et al, 2005; NTUKIDEM et al., 2008;
BELCHETZ, 1994).

Hozumi e colaboradores (1998), em estudo experimental, mostraram que o aumento
dos niveis circulantes de TG pode ser resultado da reducao da atividade da LPL. De
forma semelhante, tem-se verificado que pacientes com hiperlipidemia apresentam
baixos niveis da LPL (MASSUNO et al.,1995).

O estrogénio induz mudangas no metabolismo das lipoproteinas incluindo queda do
colesterol total e LDL, aumento do colesterol HDL, maior sintese de TG e VLDL e

reducdo da atividade da LPL no tecido adiposo visceral (ZHU et al.,, 1999). O



tamoxifeno apresenta ac&do agonista no tecido hepatico o que justificaria suas
alteragdes sobre as lipoproteinas e lipidios plasmaticos (SAWADA et al., 2005;
MILIONIS; LIBEROPOULOS; ELISAF, 2001).

Os mecanismos de protegdo cardiovascular exercido pelo tamoxifeno estao
envolvidos principalmente com seu efeito sobre a reducédo do colesterol total e LDL
(LOVE et al.,1994). O tamoxifeno promoveu diminuigdo dos niveis de colesterol total
mesmo na condi¢g&do de Diabetes mellitus, sugerindo um efeito favoravel da utilizagao
de tamoxifeno em mulheres diabéticas (NOGUEIRA et., 2005). Entretanto sua
capacidade de elevar os TG plasmaticos ndo pode ser ignorada, pois atua como
fator de risco para pancreatite aguda e doengas coronarianas (GAZIANO et al.,
1997).

Dewar e colaboradores (1992) descreveram que os efeitos benéficos do tamoxifeno
sobre o metabolismo das lipoproteinas parecem terminar rapidamente com a
interrupcéo no uso do medicamento, levando a uma preocupagado apos 5 anos de

tratamento em relac&o ao risco subsequente de doengas coronarianas.

Em nossos dados, verificamos que o tratamento com tamoxifeno elevou
significantemente os niveis séricos de T4 total sem, entretanto, gerar influencias
sobre os niveis de THS. Sugerindo um efeito agonista direto desta droga nos
receptores de estrogénio presentes na glandula tiredide.

Foi descrito que o tratamento com tamoxifeno € capaz de alterar a histologia e
funcdo da glandula tiredide (ZIDAN; RUBENSTEIN, 1999). Resultados demonstram
que ele é capaz de estimular a proliferacdo das células da tiredide, promover
hipertrofia das células foliculares, reduzir a area coloidal, assim como, aumentar os
niveis séricos de T3 e T4 (ARAUJO et al., 2006).

Os efeitos do estrogénio e do tamoxifeno sobre a glandula tiredide tem sido objeto
de grandes investigacdes, pois muitos aspectos ainda ndo obscuros. A presencga de
receptores de estrogénio na glandula tiredide sugere uma agao direta do estrogénio
e do SERMs sobre esta glandula (ZAYED; ESCH; MCCONNELL, 1998; KAWABATA
et al., 2003).



Sugere-se, também, que o estrogénio e tamoxifeno possam influenciar a glandula
tiredide indiretamente, por aumentar os niveis da proteina ligadora de tireoxina no
plasma ou aumentar os niveis de THS, devido agdo do estrogénio sobre o
hipotalamo e hipofise (ZIDAN; RUBENSTEIN, 1999; BANU et al., 2001).

Nossos dados n&o demonstram modificacbes nos niveis de TSH dos animais
tratados, o que pode ser explicado por um controle de feedback negativo entre T3,
T4 e 0o TSH.

Em estudo clinico, Zidan e Rubenstein (1999) demonstram que mulheres em
tratamento com tamoxifeno ha 3 meses alteram reversivelmente os niveis de TSH,
mas nao demonstram alteragées nos niveis de T3 e T4 livre. Contudo Kostoglou-
Athanassiou e colaboradores, em1998, demonstraram que mulheres apés 6 meses

de tratamento com tamoxifeno tém niveis de T3 e T4 significativamente aumentados.

Os hormonios tireoidianos s&do importantes fatores para regulagdo do metabolismo,
crescimento e desenvolvimento (DE FEO, 1996). Sado capazes de modular o
metabolismo energético por regular a capacidade oxidativa da mitocéndria, além de
elevar os niveis da PKA (ADAMO et al., 2008).

Receptores de estrogénio e hormdnios tireoidianos sdo encontrados na mitocéndria
de diversas células (CAMMARATA et al., 2004; YANG et al., 2004; WRUTNIAK et
al., 1995), a influéncia da ativacado destes receptores na regulagdo da produgéo
energética, transcrigdes da mitocondria e de enzimas da cadeia respiratéria tém sido
demonstradas (PSARRA; SEKERIS , 2008).

Portanto o aumneto do horménio tireoidiano T4 seria mais um possivel mecanismo
pelo qual o tamoxifeno estaria promovendo reducdo do tecido adiposo visceral e
consequentemente do peso corporal.

Este trabalho também verificou que o tamoxifeno ndo modificou o metabolismo das
proteinas da musculatura esquelética, pois hdo houve alteragdes do peso seco nem
da concentragdo protéica do musculo so6leo dos animais tratados, tampouco,
identificamos modificagdes da proteina total sérica e suas fragbes (albumina e

globulina).



As alteragbes protéicas gerados pelo uso do tamoxifeno parecem n&o estar
elucidadas. Hemeida, em 2007, demonstrou redu¢do na concentragdo plasmatica de
proteinas totais e albumina associado com o uso do tamoxifeno, bem como,

identificou um aumento nos niveis séricos de creatinina.

No estudo experimental realizado por Silva e colaboradores (2005) o tratamento de
ratas por 30 dias com tamoxifeno (0,3mg/Kg/dia) foi capaz de diminuir
significantemente os niveis séricos de albumina e elevar os niveis de a e g
globulinas. A albumina é classificada como uma proteina de fase aguda negativa, ja
o aumento das globulinas caracterizam o processo de reagdo de fase aguda
positiva. Essas alteragdes foram justificadas por um possivel processo inflamatorio
causado pelo tratamento com tamoxifeno principalmente sobre o tecido hepatico. O

leve aumento das g globulinas indica o inicio de um processo de defesa.

No estudo realizado por Nogueira e colaborados (2000) verificou-se que os animais
tratados por 60 dias com tamoxifeno (0,3mg/Kg/dia) apresentaram aumento
significativo de proteinas séricas totais, mas, ndo foi verificada diferenca nos niveis
séricos de albumina, creatinina e uréia. Nogueira também afirma que o aumento dos
niveis de proteina total sérica deve-se a um processo inflamatério gerado pelo

tamoxifeno e consequentemente gerando uma reacgéao protéica de fase aguda.

Nosso trabalho ndo detectou alteracbes dos niveis de proteina total sérica e suas
fragdes, possivelmente em fungdo do maior periodo de tratamento e diferengas na

dosagem da droga oferecida diariamente.

Com relagéo ao peso do fémur, o tamoxifeno reproduziu os efeitos agonistas do
estrogénio sobre o metabolismo e remodelamento 6sseo, uma vez que 0s grupos
ooforectomizados e tratados apresentaram peso do fémur maior que os grupos
ooforectomizados controles e peso semelhante aos ndo ooforectomizados. Além
disso, o tratamento nao influenciou o peso do fémur dos animais nao castrados e

tratados.

Dados clinicos da literatura corroboram com nossos resultados (KARIMIAN et al.,
2008; CZERNY et al., 2003). O tamoxifeno tem um efeito agonista do estrogénio no

metabolismo 6sseo de mulheres pds-menopausadas em tratamento para o cancer



de mama. E este efeito associa-se principalmente com a preservagao da densidade
mineral da coluna lombar, coluna cervical e regido femoral (ZIDAN et al., 2004,
LOVE et al., 1992; GRAY et al., 1995).

De acordo com Merja e colaboradores (1998) o tratamento com tamoxifeno de
mulheres com cancer de mama, em 1 ano, aumentou significantemente a densidade
da espinha lombar e regido sacral, outros sitios também mostraram uma tendéncia
clara em diregcdo ao aumento do peso 6sseo, como perna e regiao femural. Este
aumento foi precedido por quedas significantes na eliminagdo urinaria de N-
Telopeptidio do Colageno Tipo1 (NTx) e dos niveis séricos de osteocalcina e do Pré-
Peptidio Amino-Terminal do Colageno Tipo 1 (PINP), 6 meses antes. Assim, o efeito
restaurador do tamoxifeno sobre os ossos causa modificagdes bioquimicas pelo
menos 6 meses antes que a melhora na densidade déssea seja detectada. Da
mesma forma, Love e colaboradores, em 1992, estudando os efeitos de tamoxifeno
na densidade de mineral dos ossos da espinha lombar de 140 mulheres pos-
menopausadas, detectou queda dos niveis séricos de osteocalcina e fosfatases

alcalinas, sem alterar horménios da paratiredide.

Os mecanismos pelos quais tamoxifeno influi na preservagao e sintese dssea nao
sdo claros. Acredita-se que assim como o estrogénio ele atue mantendo uma
apropriada proporcdo entre a formagao Ossea pelos osteoblastos e reabsorgao
ossea dos osteoclastos além de induzir apoptose em pré-osteoclastos (ZIDAN et al.,
2004; WARD et al., 1993; POWLES et al., 1996).

Por todo periodo do experimento o tamoxifeno nao trouxe alteracbes sobre a
glicemia capilar. Outros estudos corroboram com nossos dados (NOGUEIRA et al.,
2000; JONES et al., 2007).

A ovariectomia em roedores leva a alteragdes da tolerancia a glicose e da secregao
de insulina glicose-dependente, embora a reposi¢ado com estrogénio possa reverter
parcialmente ou totalmente estes efeitos (BAILEY; AHMED-SOROUR, 1980). Heine
e colaboradores (2000) referem que camundongos knoutout para REa
desenvolveram resisténcia insulinica. Estudos clinicos também mostram redugao da
sensibilidade a insulina em mulheres pos-menopausadas (LINDHEIM et al., 1994).

Adicionalmente, a falta ou mutacdo do REa em humanos levam a resisténcia



insulinica (SMITH et al., 1994; MORISHIMA et al., 1995). Os estrogenos melhoram a
tolerancia a glicose e responsividade a insulina, em parte, por efeitos diretos nos

receptores para insulina dos adipécitos (PEDERSON et al.,1992).

Finalmente, este estudo aponta mais um sitio especifico de agcdes do tamoxifeno, ou
seja, o tecido adiposo visceral, que € responsavel diretamente pela perda de peso
corporal observada nos animais tratados. Sugerimos que as ag¢des do tamoxifeno
sobre o tecido adiposo sejam por vias direta, enquanto agonista dos receptores de
estrogénio do tecido adiposo visceral e, indiretamente por aumento do metabolismo

via hormonios tireoidianos.
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