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Vaidade das vaidades, diz o Eclesiastes, vaidade das vaidades, tudo é
vaidade. Que proveito tira 0 homem de todo o trabalho com que se afadiga
debaixo do sol? Uma geragéo passa, e outra vem. O sol se levanta, o sol

se pbe; apressa-se a voltar ao seu lugar; em seguida se levanta de novo. O
vento vai em diregdo ao sul, vai em dire¢do ao norte, volteia e gira nos
mesmos circuitos. Todos os rios se dirigem para o mar, e 0 mar ndo se
enche; os rios continuam a correr em dire¢do ao mar e ndo se cansam;
Todas as coisas se afadigam mais do que se pode dizer. A vista ndo se

farta de ver, o ouvido nunca se sacia de ouvir.

Eu apliquei meu espirito a um estudo atencioso e a sabia observagao de tudo
0 que ha debaixo dos céus: Foi posto ao homem esta obrigagao ingrata. Vi
tudo o que se faz debaixo do sol e percebi: tudo era vaidade e correr atras do
vento,; Eu disse comigo mesmo: “Eis que amontoei e acumulei mais sabedoria
do que todos antes de mim”; porque meu espirito estudou muito a sabedoria
e a ciéncia e apliquei o meu espirito ao discernimento da sabedoria, da
loucura e da tolice, mas cheguei a conclusdo que isso também era vaidade e
correr atras do vento; Que prazer tem o homem ao ver seu trabalho debaixo
do sol, além de olha-lo e contempla-lo? Apenas este é o seu proveito. Passei
entdo a pensar na sabedoria na loucura e na tolice. Conclui que a sabedoria
leva vantagem sobre a loucura, como a luz leva vantagem sobre as trevas.
Mas notei que o mesmo destino espera ambos, sabio e louco; e notei que a
minha sorte sera a mesma dos demais. Entdo para que serve a minha
sabedoria? Percebi entdo que pensar em tudo isso também era vaidade e

correr atras do vento.

Adaptado do livro do Eclesiastes, capitulos 1 e 2
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RESUMO

MONTENEGRO, M.F. Efeitos do tamoxifeno e seus metabdlitos na reatividade vascular.
2009. 100 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade
de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2009.

O tamoxifeno é um antiestrogénico largamente utilizado no tratamento e prevengao
do cancer de mama. Entretanto, varios estudos epidemiolégicos tém demonstrado sua
capacidade de reduzir significativamente o risco de doengas cardiovasculares, ao mesmo
tempo em que aumenta os riscos de trombose. As causas desses efeitos ambiguos do
tamoxifeno permanecem desconhecidas. Neste trabalho, objetivamos testar a hipétese de
que esses diferentes efeitos cardiovasculares do tamoxifeno poderiam ser resultantes da
acao de seus diferentes metabdlitos: 4-hidroxi-tamoxifeno n-desmetil-tamoxifeno e o
recém caracterizado endoxifeno. Esta hipétese baseou-se no conhecimento de que o
tamoxifeno € extensamente metabolizado por enzimas do sistema citocromo P450, as
quais produzem os referidos metabdlitos, que possuem atividade farmacolégica superior
ao proprio tamoxifeno. Para testar esta hipotese, estudamos os efeitos do tratamento com
tamoxifeno ou seus metabdlitos na reatividade vascular do trem posterior de ratos, além
de diferentes parametros bioquimicos, que poderiam indicar acao benéfica ou deletéria
destes metabdlitos na funcdo endotelial, tais como os niveis de nitratos e nitritos e o
estresse oxidativo, além da atividade de enzimas envolvidas no controle e producao de
espécies reativas do oxigénio, como a atividade da superéxido dismutase, catalase,
glutationa peroxidase e NADPH oxidase. Adicionalmente, avaliamos os possiveis efeitos
agudos induzidos pelo tamoxifeno e seus metabolitos em anéis de aorta, utilizando
técnicas de 6rgao isolado, bem como o0s possiveis mecanismos envolvidos em tais
efeitos. Os resultados mostraram que enquanto o tratamento com tamoxifeno promoveu

uma reducdo no vasorelaxamento dependente do endotélio, o tratamento com seus
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metabdlitos n-desmetil-tamoxifeno, 4-hidroxi-tamoxifeno e endoxifeno promoveu melhoras
significativas no mesmo parametro, avaliado em um importante leito vascular de
resisténcia, o trem posterior de ratos. O tratamento com tamoxifeno aumentou o estresse
oxidativo e diminuiu os niveis de metabdlitos do NO, enquanto seus metabdlitos
mostraram-se antioxidantes sem afetar significativamente os niveis de metabdlitos do NO.
Por fim, assim como o tamoxifeno, os metabdlitos n-desmetil-tamoxifeno, 4-hidroxi-
tamoxifeno e endoxifeno induziram vasorelaxamento agudo de anéis de aorta contraidos,
sendo que a amplitude do vasorelaxamento foi superior para os metabdlitos n-desmetil-
tamoxifeno e endoxifeno. Os resultados obtidos nesse estudo sugerem que o0s
metabdlitos do tamoxifeno exercem efeitos diferenciados aos do tamoxifeno, o que
poderia explicar, ao menos em parte, os diferentes achados descritos para o uso do

tamoxifeno.
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ABSTRACT

MONTENEGRO, M.F. Effects of tamoxifen and its metabolites on vascular reactivity.
2009. 100 p. Thesis (PhD) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de
Sé&o Paulo, S&o Paulo, 2009.

Tamoxifen is a selective estrogen receptor modulator (SERM) widely used to treat or
prevent breast cancer. Several epidemiological studies have suggested that tamoxifen
produces beneficial cardiovascular effects at the same time that it increases the risk of
thrombosis. The mechanisms explaining these contradictory effects are not well known. In
this study, we evaluated the hypothesis that these different cardiovascular effects reported
with the use of tamoxifen could be due to the effects of main tamoxifen metabolites: 4-
hydroxy-tamoxifen, n-desmethyl-tamoxifen, and a recently characterized metabolite
named endoxifen. This hypothesis is based on knowledge that tamoxifen is extensively
metabolized by P450 enzymes, which are responsible for the production these metabolites
which have been reported to have superior pharmacological properties than the parent
drug. To test this hypothesis, we studied the effects of treatment with tamoxifen and its
metabolites (N-desmethyl-tamoxifen, 4-hydroxy-tamoxifen, and endoxifen) on vascular
reactivity on perfused hindquarter vascular bed of rats. In addition, we assessed
biochemical parameters related to endothelial function, such as plasma nitrite and nitrate
levels, oxidative stress, and activity of enzymes enrolled in the control and production of
reactive oxygen species, superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase and
NADPH oxidase. Finally, we evaluated the possible acute effects induced by tamoxifen
and its metabolites on pre-contracted aortic rings, using standardized organ bath
techniques. Our results showed that while tamoxifen impaired endothelial-dependent
vasodilator responses, tamoxifen metabolites N-desmethyl-tamoxifen, 4-hydroxy-

tamoxifen, and endoxifen improved endothelial-dependent vasodilator responses. While
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tamoxifen increased oxidative stress and decreased nitric oxide formation, treatment with
tamoxifen metabolites decreased oxidative stress, without producing significant effects on
markers of nitric oxide formation. Finally, similar to tamoxifen, tamoxifen metabolites
induced vasorelaxation in isolated precontracted aortic rings, although these effects were
more pronounced with N-desmethyl-tamoxifen and endoxifen. Our results suggest that
tamoxifen metabolites produce different effects when compared with tamoxifen and may

explain, at least in part, the controversial effects associated with tamoxifen treatment.
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1. Introducao

O tamoxifeno produz diferentes efeitos no sistema cardiovascular

Doencas cardiovasculares estdo entre as principais causas de morte em todo
mundo e fortes evidéncias sugerem que a sinalizagdo hormonal desempenha um
importante papel na regulagdo de mecanismos cardioprotetores [1]. Neste sentido, varios
estudos tém mostrado que mulheres antes da menopausa apresentam um risco
significativamente mais baixo de doenga cardiovascular, quando comparado com o0s
homens da mesma faixa etaria [2]. Entretanto, este risco aumenta consideravelmente com
o0 inicio da menopausa [3].

Nos ultimos anos, muitas evidéncias epidemiolégicas tém mostrado que mulheres
tratadas com tamoxifeno, um medicamento largamente utilizado no tratamento e
prevencdo do cancer de mama, apresentam risco cardiovascular diminuido, mesmo
durante a menopausa [4].

Este efeito protetor exercido pelo tamoxifeno no sistema cardiovascular resulta
principalmente na reducgéo de infarto do miocardio [5], 0 que tem sido confirmado por uma
série de outros estudos [4, 6-9]. Esta particularidade tem levado alguns autores a sugerir
que o efeito cardioprotetor do tamoxifeno € semelhante ao observado com uso das
estatinas [2, 9, 10]. O tratamento com tamoxifeno, entretanto, resulta em grande
variabilidade de prognostico, e 0s mecanismos pelos quais estas respostas variaveis ao
tamoxifeno ocorrem, até o0 momento permanecem desconhecidos.

Por outro lado, o tamoxifeno n&o é usado sem riscos. Em direto contraste com os
estudos anteriormente citados, hoje o0 maior consenso a respeito de suas agbes no
sistema cardiovascular € o aumento do risco de trombose venosa [4, 11] e embolia
pulmonar [12]. Este aumento no risco de trombose, ao menos em parte, parece ser

mediado por espécies reativas do oxigénio [13], que promovem um aumento da funcéo
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plaquetaria [13]. A suscetibilidade a trombose com uso de tamoxifeno assemelha-se
aquelas observadas com uso de estrogenos na terapia de reposi¢ao hormonal [14, 15].
Entretanto, este risco parece ndo acontecer com uso do raloxifeno, um antiestrogénico da
mesma familia e estruturalmente relacionado ao tamoxifeno [16];

Nao esta claro na literatura cientifica as possiveis causas pelas quais o tratamento
croénico com tamoxifeno aumenta o risco de trombose ao mesmo tempo em que diminui o
risco de infarto do miocardio [17]. E importante ressaltar que a maioria dos dados
atualmente disponiveis a respeito dos efeitos do tamoxifeno no sistema cardiovascular
séo provenientes de estudos cujo objetivo principal foi avaliar o impacto desta droga no
cancer de mama e néo no sistema cardiovascular. Sendo assim, a maioria dos dados hoje
disponiveis a respeito do efeito protetor ou deletério do tamoxifeno no sistema
cardiovascular baseiam-se em analises secundarias. Neste sentido, estudos cujo objetivo
principal seja avaliar a acdo do tamoxifeno no sistema cardiovascular e a descoberta dos
mecanismos pelos quais o tamoxifeno exerce estes diferentes efeitos seriam de grande
interesse para o desenvolvimento de terapias racionais, que possam fazer uso das ag¢des

benéficas que o tamoxifeno parece exercer no sistema cardiovascular.

O tamoxifeno e as enzimas P450: producao de diferentes metabdlitos ativos

O tamoxifeno foi o protétipo de um grupo de drogas estruturalmente relacionadas
chamadas de moduladores seletivos dos receptores de estrégeno (ou SERMs). Estes
SERMs tém a capacidade de atuar no receptor de estrégeno de forma diferente daquelas
pelas quais atua o proprio estrégeno; podem agir como agonistas ou antagonistas,
dependendo do tecido alvo. Esta particularidade pode estar associada aos diferentes
efeitos que o tamoxifeno exerce no sistema cardiovascular. Por outro lado, hoje sabemos

que o tamoxifeno & extensamente metabolizado por enzimas do sistema P450 [18-21].
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Seus efeitos ocorrem via formagéo de metabdlitos ativos antiestrogénicos, que sdo mais
potentes que o préprio tamoxifeno [22-26]. Este processo de metabolizacdo via P450
resulta em dois metabdlitos ativos bem estabelecidos: o 4-hidroxi-tamoxifeno e o n-
desmetil-tamoxifeno [27, 28]. Mais recentemente, um grupo de pesquisadores da Indiana
University School of Medicine, EUA, caracterizaram outro metabdlito ativo do tamoxifeno,
4-hidroxi-n-desmetil-tamoxifeno, denominado endoxifeno [26]. Embora este metabdlito
tenha sido identificado em 1988 (naquela época recebeu a sigla BX para designa-lo),
nenhum estudo verificou sua atividade [25]. Para surpresa dos pesquisadores, 0
endoxifeno apresentou alta afinidade por ambos receptores de estrégeno (a e B) e
poténcia antiestrogénica 100 vezes superior ao tamoxifeno [26, 29]. Além do mais, 0
endoxifeno tem sido descrito como o metabdlito mais importante clinicamente, uma vez
que a concentracdo plasméatica de endoxifeno é cerca de seis vezes maior do que o 4-
hidroxi-tamoxifeno, o qual se acreditava até entdo, ser o metabdlito encontrado em maior
quantidade no plasma durante o tratamento com tamoxifeno [24, 26].

A importancia que diferentes isoformas de enzimas P450 podem exercer nos
efeitos farmacoldgicos das drogas € amplamente conhecida. [30, 31]. Com o tamoxifeno,
estas enzimas tém igual importancia: diferentes isoformas de enzimas P450 metabolizam
o tamoxifeno (Figura 1) resultando em diferentes compostos [23, 31, 32], com diferentes
efeitos, o que poderia explicar, ao menos em parte, as disparidades na literatura a

respeito dos efeitos do tamoxifeno sobre o sistema cardiovascular.
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Figura 1. Rota metabdlica do tamoxifeno a endoxifeno e outros metabdlitos. Adaptado de

Stearns et al.[26]

Tamoxifeno e reatividade vascular

A reatividade vascular tem se mostrado um eficiente pardmetro para avaliar a
funcdo vascular [33] e a correlagdo entre reducdo na resposta vascular mediada pelo
endotélio, disfungdo endotelial e doenga cardiovascular esta bem estabelecida [33-35].
Neste sentido, muitos estudos clinicos e experimentais tém demonstrado que o
tamoxifeno melhora a reatividade vascular, exercendo um efeito benéfico nas respostas
vasodilatadoras dependentes do endotélio. Por exemplo, Clarke e cols. demonstraram
que homens com doenca arterial coronariana submetidos ao tratamento com tamoxifeno
tinham uma melhora significativa na funcao endotelial [36], avaliada por meio de dilatacéao

mediada pelo fluxo [36]. Outro estudo comparou o0 mesmo parametro em mulheres pés-
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menopausadas tratadas ou ndo com tamoxifeno [37]. As mulheres que receberam
tratamento com tamoxifeno apresentaram um aumento significativo na dilatagdo mediada
pelo fluxo, indicando melhora na fungdo endotelial [37]. Sbarouni e cols. [38] encontraram
uma significativa melhora no mesmo paradmetro com uso da raloxifeno, porém com
magnitude inferior a observada com tamoxifeno; Estas melhoras na reatividade vascular
induzidas pelo tamoxifeno também tém sido relatadas em estudos experimentais
utilizando coelhos e ratos de ambos os sexos [39-41]. Conjuntamente, estes resultados
sugerem que as evidéncias experimentais indicando efeitos protetores do tamoxifeno, sdo
confirmadas em estudos clinicos, e que este efeito benéfico na vasculatura parece ser
independente de género.

Por outro lado, alguns estudos ndo observaram efeitos vasculares associados ao
uso do tamoxifeno. Por exemplo, Ong e cols. ndo encontraram diferengas na reatividade
vascular avaliada pela dilatagdo mediada pelo fluxo em mulheres menopausadas tratadas
com tamoxifeno [42]; Griffits e cols. utilizando raloxifeno [43] encontraram resultados
semelhantes, em direto contraste com os estudos anteriormente citados. E importante
ressaltar, entretanto, que nenhum destes estudos levou em consideracdo a agdo dos
diferentes metabdlitos do tamoxifeno. Como mencionamos anteriormente, a formagéao
destes metabdlitos pode ser significativamente alterada pela acdo de enzimas do sistema

citocromo P450.

Os diferentes metabolitos do tamoxifeno podem ter acoes diferentes na reatividade
vascular

Embora esteja bem estabelecido na literatura que o tamoxifeno sofre extensa
metabolizagdo e que seus metabdlitos possuem efeitos farmacolégicos, nenhum estudo

prévio havia avaliado se estes metabdlitos poderiam alterar a reatividade vascular de
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forma diferenciada. Neste sentido, o grande interesse deste trabalho foi verificar a agéao

do tamoxifeno e seus diferentes metabdlitos na reatividade vascular.

O oxido nitrico (NO) pode estar envolvido nos efeitos benéficos exercidos pelo
tamoxifeno na vasculatura.

O NO é um gas soluvel com papéis fisioldégicos fundamentais. Alteragcdes na
atividade do NO contribuem para o desenvolvimento de varios estados fisiopatolégicos,
tais como hipertensdo arterial, aterosclerose, doenga coronariana e hipertensao pulmonar,
entre outras [44]. Estas alterag6es podem ser devidas, ao menos em parte, a variagdes
de atividade da enzima sintase do 6xido nitrico endotelial (eNOS), a qual produz NO a
partir da L-arginina e outros cofatores [44, 45].

O NO tem um papel essencial na manutencao da homeostase, tendo potente agcao
vasodilatadora, bem como anti-plaquetéria [44] e a diminuicdo da biodisponibilidade de
NO pode promover o meio ideal para a trombose [44].

Recentemente, uma série de estudos tem demonstrado que o raloxifeno, um SERM
relacionado ao tamoxifeno, aumenta a expressao da eNOS [46], bem como a produgéo de
NO [47], de forma semelhante ao estrogeno [1, 48]. Estas evidéncias sugeriram
fortemente que a interacdo de agonistas com os receptores de estrogeno poderia ativar
rapidamente a eNOS por mecanismos ndao-genémicos [49-51] e ser, a0 menos em parte,
responsavel pelo efeito benéfico ao sistema cardiovascular relatados em mulheres que

fazem uso de SERMs como tamoxifeno [4, 6-9].

O tamoxifeno promove vasorelaxamento agudo de anéis de aorta contraidos
Estudos in vitro tém demonstrado que o tamoxifeno tem a propriedade de induzir

vasorelaxamento agudo, provavelmente envolvendo mecanismos nao-genémicos,
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semelhantes ao descrito para o estradiol, em mecanismo em parte dependente de NO
[40]. Além disso, o tamoxifeno mostrou-se eficaz em induzir vasorelaxamento agudo de
leito mesentérico contraido, nas concentragcbes a partir de 1 pM, préximas aquelas
encontradas no plasma de pacientes em tratamento com tamoxifeno [52]. Apesar disto,
nenhum estudo prévio havia avaliado se metabdlitos do tamoxifeno promoviam
vasorelaxamento, se este vasorelaxamento seria similar ao observado com tamoxifeno e
a participacao da producao de NO nesses efeitos. Esta constatacdo poderia explicar, ao
menos em parte, a melhora na reatividade vascular observada com uso do tamoxifeno.
Sendo assim, foi de grande interesse para este estudo avaliar se 0 tamoxifeno ou seus
metabdlitos apresentariam propriedades de induzir vasorelaxamento, bem como se esses

efeitos seriam dependentes da sintese de NO.

O Tamoxifeno aumenta o estresse oxidativo ao mesmo tempo em que aumenta a
expressdo de enzimas antioxidantes

As espécies reativas de oxigénio (ROS) influenciam uma série de processos
bioquimicos, e atuam como sinalizador intracelular, em um mecanismo fisiol6gico
controlado por uma série de enzimas chamadas antioxidantes, entre as quais podemos
citar a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) entre
outras [53-56]. Entretanto, em estados patolégicos, ou por exposicdo a substancias
exogenas (como drogas, por exemplo), este equilibrio fisiolégico entre a producao
endégena de ROS e sua eliminagcdo por enzimas antioxidantes pode sofrer alteracoes,
promovendo diversos processos deletérios ao organismo (estresse oxidativo) [54, 57]. Por
exemplo, pode ocorrer peroxidagcdo de membranas lipidicas, seqiestro de NO e morte
celular. Na vasculatura, o estresse oxidativo pode atuar de forma altamente deletéria, uma

vez que o aumento de ROS promove um sequestro de NO (via reducdo) e formacgao de
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peroxinitrito (ONOQ") [45]. Esta reacao tem importancia fundamental, pois impede que o
NO atue na manutengéo do ténus vascular, e ainda forma peroxinitrito, uma molécula com
alta capacidade oxidante. Além do mais, o estresse oxidativo aumenta a fungéo
plaquetaria, contribuindo para os estados pré-coagulantes envolvidos na trombose. Neste
sentido, varios estudos tém demonstrado que o tamoxifeno aumenta o estresse oxidativo
[58]. Por exemplo, foi demonstrado que os 3 principais metabdlitos ativos do tamoxifeno
(4-hidroxi-tamoxifeno, n-desmetil-tamoxifeno e endoxifeno) aumentam em diferentes
proporcdes a geracao de ROS em plaquetas [13].

Por outro lado, um estudo recente mostrou um aumento na expressao e atividade
da enzima SOD mitocondrial (MNSOD ou SOD2, isoforma constitutiva da SOD), em
tecidos cardiacos e em cardiomidcitos submetidos ao tratamento com tamoxifeno [59].
Este aumento na expressdo da MnSOD induzido pelo tamoxifeno ja foi observado
anteriormente [47, 60]. Entretanto, nenhuma alteracdo na atividade CAT e GPx [47, 60] foi
observada, indicando que a SOD parece de fato ter maior importancia no que se refere ao
tamoxifeno.

Estes experimentos sugerem que tamoxifeno exerce diferentes agbes no que se
refere & producdo de espécies reativas de oxigénio. E interessante notar que o aumento
de ROS na vasculatura pode resultar em alteragdes na atividade plaquetaria. Estudos “in
vitro” sugerem que o tamoxifeno induz a producdo de ROS em plaquetas isoladas [13] e
aumenta a concentracao intracelular de calcio em plaquetas [61] aumentando funcao
plaquetaria. Essa caracteristica por ter relacdo com os eventos de trombose venosa e
tromboembolia relatados na terapia com tamoxifeno [12]. Por outro lado, o aumento na
atividade de enzimas antioxidantes (como a SOD) pode exercer um efeito protetor,
reduzindo a acdo de ROS sobre a funcdo plaquetéria. Estas evidéncias experimentais

demonstram novamente os efeitos ambiguos que o tamoxifeno possui sobre o sistema
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cardiovascular, os quais podem ser devidos, ao menos em parte, pela agcdo de seus

diferentes metabdlitos.



HIPOTESE
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2 - Hipotese

Assim, considerando os estudos acima descritos, formulamos a hip6tese de que
os diferentes (por vezes antag6nicos) efeitos cardiovasculares do tamoxifeno poderiam
resultar da acdo de seus diferentes metabdlitos: 4-hidroxi-tamoxifeno n-desmetil-

tamoxifeno e endoxifeno, os quais poderiam ser benéficos ou deletérios.



OBJETIVO
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3 — Objetivo

Baseado nesta hipotese, este estudo teve como objetivo:
a) Avaliar os efeitos de 14 dias de tratamento com tamoxifeno ou seus 3 principais
metabdlitos (4-hidroxi-tamoxifeno, n-desmetil-tamoxifeno e o recentemente caracterizado
endoxifeno) sobre a reatividade vascular do trem posterior de ratos;
b) Avaliar os efeitos desse tratamento nos niveis plasmaticos de metabolitos do NO, bem
como estresse oxidativo.
c) Estudar se os metabdlitos do tamoxifeno apresentam efeitos agudos em anéis de aorta

contraidos, bem como os possiveis mecanismos envolvidos nesses efeitos.



MATERIAIS E
METODOS
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4 - Materiais e Métodos

Realizamos especificamente os seguintes ensaios:

1)

Avaliagdo da reatividade vascular no trem posterior dos ratos, em resposta a
acetilcolina (Ach) e ao nitroprussiato de sédio (NPS);

Determinacado dos niveis plasméaticos de nitratos e nitritos, medidos pelo reagente
de Griess, bem como os niveis plasmaticos de nitrito quantificados por
quimiluminescéncia;

Avaliacao do estresse oxidativo, pela quantificacdo dos niveis de malondialdeideo
(MDA) no plasma e sangue, e a analise da oxidacdo da dihidroetidina (DHE) em
anéis de aorta;

Avaliacao da atividade eritrocitica de enzimas envolvidas no controle e produgao
de espécies reativas do oxigénio, tais como a SOD, CAT, GPx, bem como a
atividade tecidual da enzima NADPH oxidase na aorta dos animais.

Avaliagdo dos efeitos agudos induzidos pelo tamoxifeno e seus metabdlitos em

anéis de aorta contraidos com fenilefrina.

Consideracoes Gerais:

Este estudo foi aprovado pela comissdo de ética e experimentagdao animal

(CETEA) da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo, sob

nuamero 136/2006. Neste estudo, foram utilizados ratos Wistar provenientes do biotério

central da Universidade de Sao Paulo — Ribeirdo Preto (USP), com 6 semanas de idade,

pesando entre 190 e 210 gramas no inicio do estudo. Os animais foram mantidos em

gaiolas coletivas, em numero maximo de 5 animais por unidade com agua e ragao

apropriada “ad libitum”, cumprindo adequadamente as exigéncias vigentes. O protocolo

experimental consistiu no tratamento diario dos animais com veiculo controle, tamoxifeno
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ou seus metabdlitos durante 14 dias. Os animais foram divididos em 5 grupos

experimentais:

1) Controle: ratos tratados subcutaneamente com 6leo de milho;

2) Tamoxifeno: ratos tratados subcutaneamente com 1mg/kg de tamoxifeno dissolvido
em 6leo de milho;

3) n-desmetil-tamoxifeno: ratos tratados subcutaneamente com 1mg/kg de n-desmetil-
tamoxifeno dissolvido em 6leo de milho;

4) 4-hidroxi-tamoxifeno: ratos tratados subcutaneamente com 1mg/kg de 4-hidroxi-
tamoxifeno dissolvido em 6leo de milho;

5) Endoxifeno: ratos tratados subcutaneamente com 1mg/kg de endoxifeno dissolvido em

6leo de milho;

Tamoxifeno e seus metabdlitos foram emulsificados em 6leo de milho, como
descrito previamente [62] e as doses utilizadas foram escolhidas com base em estudos
anteriores 0s quais sugerem que essas doses sdo capazes de inibir o crescimento de
tumores mamarios, em modelo experimental de cancer de mama em roedores [62].

Apés o periodo de tratamento (14 dias), os animais foram anestesiados, e
submetidos a analise da reatividade vascular do trem posterior. Este mesmo protocolo foi
repetido, sendo que ao fim do tratamento, os animais nao foram submetidos a reatividade
vascular do trem posterior, mas somente sangue e tecidos foram coletados para a
continuidade das analises dos diferentes ensaios bioquimicos propostos nesses estudo.
Por fim, ratos Wistar saudaveis pesando de 200-300g foram utilizados nos estudos de

anel isolado de aorta.
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Preparacao do leito vascular do trem posterior do rato

Os animais foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de uretana (1,2 g/kg).
Apos a indugao da anestesia, uma incisdo abdominal foi realizada e a aorta abdominal
ligada e canulada, na regido préxima a bifurcacao iliaca. O trem posterior foi entao
perfundido in situ com solugéo de Krebs - bicarbonato (borbulhada com 95% O, 5% COs,,
a 37 °C, pH 7,4), com uso de bomba peristaltica (Carter-Manostat, Barnant Com, IL, USA)
ao fluxo constante de 16 ml/Kg/minuto (min). Em seguida, o animal foi sacrificado com
injecao intracardiaca de KCI 3 mol/l e a veia cava seccionada para o escape do
perfusado. A pressdo de perfusdo basal foi ajustada para aproximadamente 90 mmHg
adicionando-se metoxamina (50-100 umol/l), um agonista a4-adrenérgico, diretamente na
solugdo de Kreb’s. Nestas condigdes, como o fluxo € constante, mudangas na pressao
de perfuséo refletem mudangas no ténus vascular do trem posterior. Apds o inicio da
perfusdo, um periodo de aproximadamente 20-30 min foi esperado para estabilizagdo da
preparacdo e entdo as curvas aos vasodilatadores foram iniciadas. Entre a bomba
peristaltica e o cateter na aorta, um transdutor de pressao (conectado a um sistema de
aquisicao de dados, MP150CE; Biopac Systems Inc. CA, USA) foi inserido para a
avaliacao em tempo real das mudancas na pressao de perfusdo. Curvas dose-resposta a
Ach e ao NPS foram examinadas, para avaliacdo das respostas dependente e
independente do endotélio, respectivamente. Ach (3.10* a 10" pg) ou NPS (3.10° a 102
mg) foram injetados em pequenos volumes (30-100 pl), diretamente no circuito de
perfusdo, conforme descrito anteriormente [63, 64]. A figura 2 demonstra de forma

esquematica a preparacao do leito do trem posterior.



38

Aveiacavae

saida do pt;rﬁ;sado //’ /‘If — P

N Croe) | #%

Jur=y 8l |

37°C W T Wy

Figura 2. Demonstracao esquematica da preparacao do leito do trem posterior do rato.

Drogas e solucoes

Os metabolitos n-desmetil-tamoxifeno e 4-hidroxi-tamoxifeno foram obtidos da
Toronto Research Chemicals (Toronto, Canada). O endoxifeno (4-hydroxy-N-desmethyl-
tamoxifeno) foi sintetizado e doado pelo Dr. Zeruesenay Desta (Indiana University School
of Medicine, Indianapolis, EUA). As demais drogas e reagentes foram adquiridos da
Sigma Chemical Co. (St Louis, EUA). As solugdes de Ach e NPS utilizadas foram

preparadas em solugéo salina imediatamente antes do uso.
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Determinacao de nitritos plasmaticos por quimiluminescéncia

Neste trabalho, as determinagbes de nitritos no plasma foram realizadas em
duplicata, pelo método de quimiluminescéncia. Utilizamos um analisador de NO
automatizado marca Sievers Model 280 NO Analyzer, Boulder, CO, USA, o qual permite
determinar NO em concentracdes de pmol/l [65]. Resumidamente, 8 ml de uma solugao
redutora (KI 1g + 12 0,65 mg + 20 ml de agua + 70 ml de acido acético glacial) foram
adicionados a um frasco (purge vessel) conectado em linha com o analisador. Este frasco
possui um septo que permite a injecdo de amostras diretamente na solucédo redutora que
tem a propriedade de converter o nitrito @ NO (2 NO2™ + 217 + 4H'— 2NO + l> +2H,0).
Além disso, por meio desse sistema em linha, um gas inerte é corrido (nitrogénio). Sendo
assim, 100 pl de plasma heparinizado provenientes de animais dos diferentes grupos
experimentais foram injetados diretamente na solugédo redutora, e o nitrito da amostra foi
reduzido a NO, que por sua vez foi arrastado pelo nitrogénio até uma camara que possui
ozbnio (Os). O principio da detecgdo do NO por quimiluminescéncia se baseia na rapida
reacdo do NO na fase gasosa O3 que resulta em nitrito no seu estado excitado (NO2*).
Como o elétron excitado retorna ao seu estado fundamental, um féton é emitido e
detectado como quimiluminescéncia (hv), como exemplificado a seguir:

NO + O3 — NOx* + O, — NO* — NO, + hv

O sinal de quimiluminescéncia é detectado pelo analisador de NO, convertido a
sinal elétrico e transformado em area (AUC, area sob a curva), pelo software do
equipamento. Como a area resultante é diretamente proporcional a quantidade de sinal de
quimiluminescéncia, uma curva padrao de nitrito de sédio foi construida (10 a 500 pmol/l),
e a AUC obtida com as amostras foram comparadas com os valores de AUC da curva
padrao de nitrito de sddio e interpolada por meio de regressdo dos dados, utilizando o

software do equipamento.
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Determinacao de nitratos e nitritos (NO,) com reagente de Griess

Aliquotas de plasma em heparina foram estocadas a -70°C. As concentragdes de
NOy foram determinadas em duplicata pelo reagente de Griess como descrito
anteriormente [66] com as seguintes modificagdes. Em resumo, 40 ul de plasma foram
incubados 40 pl de tampao de nitrato redutase (0,1 mol/l de fosfato de potassio, pH 7,5,
com 1 mmol/l de fosfato de B-nicotinamida adenina dinucleotideo (NADPH), 10 mmol/l
flavina adenina dinucleotideo, e 2 unidades de nitrato redutase/ml) em cada poco de
placas de 96-pocos. A placa entao foi incubada por 16h a 37 °C protegidas da luz. Oitenta
microlitros (80 pl) de reagente de Griess (preparado na hora do uso: 1% sulfanilamida,
0,1% naftilenodiamino em 5% acido fosforico) foram adicionados a cada pogo, com
subsequente incubagao por 15 min a temperatura ambiente. Uma curva padréo de nitrato
de sédio foi obtida incubando nitrato de sddio (0,2-200 umol/l) nas mesmas condigdes. O
total de nitrito recuperado foi superior a 97% e a absorbéancia foi medida 540 nm utilizando
um espectrofotdmetro de placas. Os resultados foram expressos como micromoles por

litro (umol/l) de NOx (nitrato + nitrito).

Determinacao do estresse oxidativo:
1. Avaliacao da peroxidacao lipidica

Neste trabalho, o estresse oxidativo foi determinado pela metodologia
espectrofluorimétrica descrita por Yagi [67, 68]. Embora o principio da metodologia seja o
mesmo descrito para técnica de espécies reativas do acido tiobarbiturico (TBARS), a
principal vantagem neste método é a maior sensibilidade e a eliminagdo de possiveis
interferentes. Estas caracteristicas tém um importante impacto nas medidas plasmaticas
do estresse oxidativo, com maior fidedignidade dos valores, e na reducao de interferentes

nas analises de TBARS. Além disso, na metodologia espectrofluorimétrica, determinamos
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os niveis de MDA, os resultados s&o expressos em niveis de “MDA” e ndo somente como

espécies reativas do acido tiobarbiturico “TBARS”.

Curva padrao de MDA

Para obtencdo da curva-padrao de MDA, 1,1,3,3-tetrametoxipropano foi utilizado
como padrao. Este composto reage com o &cido tiobarbiturico (TBA) formando MDA.
Plasma de ratos saudaveis receberam concentracoes crescentes de 1,1,3,3-
tetrametoxipropano (0,05 a 0,5 nmol/ml de plasma) e foram analisados utilizando o préprio
1,1,3,3-tetrametoxipropano como controle (0,05 a 0,5 nmol). Os resultado obtidos
apresentaram uma forte correlagcao entre os padrdes de 1,1,3,3-tetrametoxipropano e os
valores de MDA no plasma tratado (Figura 3), sugerindo que o método é linear e que

amostras de plasma de ratos ndo possuem interferentes significativos na analise.

Determinagéo dos niveis plasmaticos de MDA

Foram misturados 10 pL de plasma com 2 ml de H.SO4 0,04 mol/l em tubo de
ensaio. Posteriormente, adicionou-se 250 pL de acido fosfotungstico 10% a mistura, que
foi entdo vigorosamente agitada. Depois de ficar em temperatura ambiente por 5 min, a
mistura foi centrifugada a 3.000 g por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado misturado com 1 ml de 0,04 mol/l e 150 pL de acido fosfotunguistico 10%.
Centrifugou-se novamente essa nova mistura a 3.000 g por 10 min. O precipitado foi
resuspenso com 2 ml de agua destilada, mais 1 ml de &cido tiobarbiturico (TBA) (uma
solucdo de igual volume de TBA aquoso 10% e acido acético glacial). Em tubos de
ensaio, a mistura foi aquecida a 95 °C por 60 min em banho-maria. Apds o resfriamento,
adicionou-se 250 ulL de n-butanol, seguido de agitacdo vigorosa. Depois de nova

centrifugacdo a 3.000 g durante 15 min, a camada de n-butanol foi quantificada em
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espectrofluorimetro a 553 nm de excitacdo e 515 nm de emissdo. Ap6s a medida de
fluorescéncia, os niveis de MDA foram obtidos pela férmula mostrada a seguir, onde fé a
intensidade de fluorescéncia da amostra, e F a intensidade de fluorescéncia da solugao
padréo, obtida pela reacdo de 0,5 nmol de 1,1,3,3-tetrametoxipropano com TBA: MDA=

0,5x f/Fx1,0/0,01 =7/Fx25 (nmol/ml de plasma).
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Figura 3. Linearidade do método de determinagcdo de MDA no plasma obtida neste
estudo. (N=3, leituras em triplicata). Plasma de ratos foram tratados com crescentes
concentracoes de 1,1,3,3-tetrametoxipropano e submetidos a analise de MDA. Os
resultados mostraram uma forte correlagdo entre o MDA recuperado a partir do plasma
e a curva padréo de 1,1,3,3-tetrametoxipropano.
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2. Oxidacao da DHE

A DHE é oxidada por espécies reativas de oxigénio a hidroxietidio e etidio, 0os quais
emitem fluorescéncia. Sendo assim, utilizamos essa substancia para avaliar a produgao
de espécies reativas do oxigénio na aorta dos animais dos diferentes grupos
experimentais, como previamente descrito [69], com algumas modificagcdes. Em resumo,
anéis de aortas dos diferentes grupos experimentais, foram incubados em tampao fosfato
contendo &acido etilenodiamino penta acético (100 umol/l) e DHE (50 umol/l) a 37 °C
durante 30 min. Apds este periodo de incubacdo, os anéis foram lavados com tampao
fosfato para retirar o excesso de DHE e entdo macerados em nitrogénio liquido. Em
seguida, o macerado de aorta foi transferido para tubos de eppendorf de 1,5 ml e
ressuspensos em 500 pl de acetonitrila. Todas as amostras foram homogeneizadas em
vortex durante 20-30 segundos, seguida de centrifugacdo a 12.000 rotagbes por minuto
(RPM) a 4 °C durante 10 min. Duzentos microlitros (200 pl) do sobrenadante foram entéao
transferidos para uma placa opaca de 96 pocos e entdo a leitura foi realizada em

espectrofluorimetro em 392 nm de excitagcdo e 410 nm de emisséo.

Avaliacao da atividade da SOD

A metodologia para a avaliagdo da atividade da SOD utilizada foi a descrita por
Misra & Fridovic [70]. Esta técnica se baseia na autoxidagdo espontanea da epinefrina a
adrenocromo, que é dependente do anion superdxido (O.). O adrenocromo formado é
quantificado espectrofotometricamente a 480 nm. A SOD presente na amostra compete
pelo anion superéxido, impedindo a formacado de adrenocromo, que é proporcional a
autoxidagao da epinefrina. Sendo assim, quanto mais unidades de SOD estao presentes
na amostra, menor € a formagédo de adrenocromo. Uma unidade (1U) de SOD ¢é definida

como a quantidade de SOD responsavel por 50% de inibicdo da autoxidagdo da
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epinefrina a 25 °C. O método consiste em reagir 100 ul uma solucédo de epinefrina (10
mmol/l em HCI 0,01 mol/l) com 2,9 ml de tampédo de carbonato de sédio (NaxCOs -
NaHCO3) a 0,05mol/l, com pH 10,2. A leitura € realizada durante um tempo de 5 min. A
figura 4 mostra uma tipica curva de autoxidacdo da epinefrina obtida durante a

padronizagdo. Utilizamos 50 ul de sangue de para as leituras.

100- -
Padrao

1U SOD
2U SOD
3U SOD
4U SOD
5U SOD

O <« p =

O

% Autoxidacao da epinefrina

0 1 2 3 4
Tempo (minutos)

o1

Figura 4. Formacao de adrenocromo em funcéao do tempo. Epinefrina foi adicionada a
0,05 mol/l de tampéao de carbonato de sodio contendo 0,1 mmol/l de EDTA, pH 10,2 a
25 °C. A concentragéao final de epinefrina foi de 10 mmol/l, leitura realizada a 480nm.
Na auséncia de SOD (padrdo) a epinefrina é totalmente oxidada a adrenocromo.
Contrariamente, na presenca de SOD, a oxidagdo da epinefrina a adrenocromo €
reduzida.
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Atividade da CAT

A atividade da CAT foi determinada pelo método espectrofotométrico descrito por
Beers [71], onde a atividade € determinada pela velocidade de consumo do substrato da
CAT a 240 nm. Resumidamente, 5 ul de sangue total sdo adicionados a uma cubeta de
vidro contendo 2.995 ml de uma solucdo de perdxido de hidrogénio a 0,036% (v/v),
preparada em tampao fosfato salina (PBS), pH 7,0. O tempo para a diminuicdo da
absorbéancia de 0,45 para 0,40 a 25 °C é medido em min, e utilizado para o célculo da
atividade enzimatica, onde: Unidade de CAT/ml sera igual 3,45 x fator de diluicdo/ min x

0,1.

Atividade da GPx

A atividade da GPx foi determinada pelo método espectrofotométrico descrito por
Flohé [72], onde a atividade € determinada pela velocidade de consumo de NADPH a 340
nm. Resumidamente, amostras de sangue dos animais dos diferentes grupos
experimentais, foram diluidas na concentracdo de 3 mg de hemoglobina por ml (3
mgHb/ml). A quantificacao dos niveis de hemoglobina foi realizada com uso do reagente
de Drabkin. Em uma cubeta de espectrofotometro, 100 ul de cada amostra diluida foram
adicionadas a 700 pl de um coquetel contendo 0,24 U de glutationa redutase (GR), 10
mmol/l de glutationa (GSH), 1 mmol/l de azida sodica e 48 mmol/l de fosfato de sddio.
Apos leve agitagao, a cubeta foi entdo incubada durante 10 min a 37 °C. Em seguida, 100
ul de NADPH foram adicionados ao ensaio, e o consumo de NADPH independente de
GPx foi avaliado durante 3 min. Por fim, 100 pyl de uma solucdo de 0,0007% (v/v) de
perdxido de hidrogénio foram adicionados ao ensaio e o consumo de NADPH dependente
de GPx foi monitorado durante 5 min a 340 nm em espectrofotémetro, a 25 °C. O branco

do ensaio seguiu 0 mesmo protocolo, exceto que 100 ul de PBS foram utilizados. A
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diferenca entre a absorbéancia inicial e final (apés os 5 min de ensaio) das amostras e do
branco foi utilizada para o calculo da atividade enzimatica com a seguinte férmula: (AAbs
340nm /min amostra - AAbs340nm / min branco) x (2) x (1) x (f.d.)/ (6,22) x (0,1), onde:

2 = 2 ymol de GSH produzidos por umol de NADPH oxidado

3.1 = volume total em ml do ensaio

f.d. = fator de diluicao

6,22 = coeficiente de extincdo molar do NADPH a 340 nm

0,1 = Volume em ml da amostra utilizada.

Atividade da NADPH oxidase

Para a determinagéo da atividade da enzima NADPH oxidase, utilizamos a técnica
de luminescéncia com o probe Lucigenina. Em resumo, anéis de aorta provenientes de
animais dos diferentes grupos experimentais foram transferidos para frascos de
luminescéncia contendo 1 ml de tampao Krebs-HEPES, pH 7,2, contendo 5 umol/l de
lucigenina. Apos avaliagdo dos valores da linha de base, 300 pmol/l de NADPH foram
adicionados e as contagens de luminescéncia foram medidas continuamente durante 15
min em luminémetro marca Berthold 9505 (EG&G Instruments GmbH, Munich, Germany)
a 37 °C. Os valores da linha de base obtidos sem a presenca de NADPH foram
descontados dos valores obtidos na presenca de NADPH. Os resultados foram
normalizados pelo peso seco dos anéis de aorta e expressos em unidades relativas de

luminescéncia (RLU) /mg/min, como descrito previamente [73].

Avaliacao dos efeitos agudos induzidos pelo tamoxifeno e seus metabolitos

Ratos Wistar foram anestesiados com tribromoetanol (2,5 g/Kg), em seguida

decaptados. A aorta toracica foi cuidadosamente removida, lavada com solugdo de
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Krebs, e dissecada de tecidos conjuntivos e gordura. Cerca 3 anéis de 3-4 mm de
comprimento foram extraidos da parte proximal de cada aorta e montados em cubas para
orgaos isolados (volume de 10 ml) com transdutor de tensdo isométrica (FT 03, Grass
Instrument Divison), contendo solucao de Krebs- Henseleit (em mmol/l: NaCl 130, CaCl,
1,6, MgS0O4 1,2, KHoPO4 1,2, KCI 4,7, NaHCO3 14,9, glicose 5,5), em uma temperatura de
37 °C e pH de 7,4, sob constante gaseificacdo com carbogénio (95% de O, e 5% de COy,).
Os dados foram registrados em gramas, utilizando o programa Summit for ACQuire e
Data viewer (Gould Instruments Systems). Apdés 60 min de estabilizacao sob tensao basal
de 1,0 g (demonstrada como a melhor tensédo aplicada ao sistema), os anéis adrticos
foram estimulados com fenilefrina (0,1 pmol/l), um agonista as-adrenérgico, por trés
vezes. Os anéis que ndo apresentaram contragéo entre 80 e 100% acima da tenséo basal
(0,8 a 1 g) ndo foram utilizados nos experimentos. ApOs a terceira contragdo com
fenilefrina, a presenca ou a auséncia de endotélio foi testada mediante a resposta
vasorelaxante a Ach (1umol/l). Os anéis incapazes de produzir 80% de relaxamento em
resposta a Ach foram excluidos. Em seguida, uma quarta contracdo com fenilefrina (0,1
umol/l) foi realizada e os anéis que nao resultaram em contracdo similar a terceira
contracao com fenilefrina foram descartados. Finalmente, apds a quarta contracado com
fenilefrina (0,1 pmol/l), as respostas ao tamoxifeno e aos diferentes metabdlitos foram

realizadas.

Estudo dos efeitos agudos do tamoxifeno ou seus metabolitos em anéis isolados
de aorta

Em anéis isolados de aorta contraidos com fenilefrina (0,1 pmol/l), curvas
concentracdo efeito foram construidas em resposta ao tamoxifeno ou seus metabdlitos,

nas concentracdes de 107 até 10 mol/l.
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Estudo participacao dos receptores de estrégeno na resposta vascular induzida
pelo tamoxifeno ou seus metabdlitos

Para verificar qual a participacao dos receptores de estrogeno na resposta vascular
ao tamoxifeno ou seus metabdlitos, em outra série de experimentos, anéis de aorta com
endotélio foram pré-incubados por 30 min com ICI 182.780 (10 pmol/l), um antagonista
dos receptores de estrégeno. Apds este periodo, curvas concentracao efeito em resposta

ao tamoxifeno ou seus metabolitos foram realizadas (10* a 10 mol/l).

Determinacao dos mediadores envolvidos na resposta vascular ao tamoxifeno ou
seus metabdlitos

Para determinar os possiveis mediadores envolvidos na vasodilatacdo induzida
pelo tamoxifeno ou seus metabdlitos em anéis de aorta, as preparagdes foram pré-
incubadas com inibidor da sintase do o6xido nitrico, N,-Nitro-L-arginina metil éster (L-
NAME, 100 ymol/l), com inibidor da ciclooxigenase (COX), indometacina (10 pumol/l) ou
associacdo de ambos, por 30 min. Apds este periodo, curvas concentragdo efeito em

resposta ao tamoxifeno ou seus metabolitos foram realizadas (107 a 10®° mol/l).

Analise estatistica

Para analisar os resultados de reatividade vascular, os parametros levados em
consideragao foram a curva de relaxamento, pD; (- log EC50) e efeito maximo (Emax) dos
grupos tratados em relagdo ao grupo controle, por meio de andlise da curva da regressao
nao-linear dos dados. Os resultados foram analisados por meio de analise de variancia
(ANOVA) de uma via, seguida do teste Dunnett’s ou teste t student (quando indicado)

com o software Prism 3 (Graph-Pad Software Inc., San Diego, California, USA). Em
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relacdo a analise dos dados das concentragbes de nitrato e nitrito plasmaticos, stress
oxidativo e a atividade de diferentes enzimas para os grupos controle e tratados, os
resultados foram analisados com ANOVA de uma via, seguido do teste Dunnett’s. Todos
os resultados foram analisados levando-se em consideracdao os erros padrdes de suas
respectivas médias (E.P.M.), e foi considerado estatisticamente significativo o valor de

probabilidade inferior 5% (p<0,05).



RESULTADOS
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5 — Resultados

Efeitos do tamoxifeno e seus metabdlitos na freqliéncia cardiaca, pressao arterial
sistémica e peso corporeo.

O tratamento de ratos durante 14 dias (1 mg/Kg/dia subcutaneamente) com
tamoxifeno ou seus metabdlitos (n-desmetil-tamoxifeno, 4-hidroxi-tamoxifeno ou
endoxifeno) ndo promoveram mudangas significativas na freqiiéncia cardiaca e na
pressao arterial sistémica entre os diferentes grupos (P>0,05; Tabela 1). Entretanto, os
animais que receberam tratamento com tamoxifeno ou seus metabdlitos ganharam menos
peso que 0s animais que receberam apenas veiculo (P<0, 05; Tabela 1). Conjuntamente,
esses dados indicam que o tratamento realizado nao promoveu mudangas significativas
na freqiéncia cardiaca e na pressdo arterial sistémica o que poderia limitar as

interpretagbes dos dados de reatividade vascular.

Tabela 1. Peso corpéreo (PC), Pressdo arterial média (PAM) e freqiéncia cardiaca (FC) de ratos

anestesiados tratados com veiculo (Controle), tamoxifeno ou seus metabolitos.

Grupo n PC PAM FC
) (mmHg) (opm)
Controle 8 3305 83+3 3388
Tamoxifeno 7 270 £ 172 85+ 1 344 £12
N-desmetil-Tam 8 247 +5° 87+3 379 + 21
4-hidroxi-Tam 7 246 + 8° 8315 347 +23
Endoxifeno 8 257 + 7° 89+6 369 +8

%P<0,01 versus grupo controle (ANOVA seguido por teste de Dunnett's.).

Os valores sao média + E.P.M
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Efeitos do tamoxifeno e seus metabdlitos na reatividade vascular do trem posterior
de ratos a Ach e ao NPS.

Para avaliar os efeitos vasculares do tamoxifeno ou seus metabdlitos, o trem
posterior dos ratos tratados foi isolado e sua funcionalidade foi avaliada em resposta a
Ach e ao NPS (6-8 por grupo), como descrito em detalhes na secdo de materiais e
métodos. As figuras. 5 e 6 mostram, respectivamente, o vasorelaxamento dependente do
endotélio e independente do endotélio induzidos por doses crescentes de Ach (3.10* a
10" pg) e NPS (3,10° a 102 mg). O tratamento com tamoxifeno por duas semanas
promoveu uma significativa redugé@o na resposta vasodilatadora a Ach quando comparado
com animais controles que receberam apenas o veiculo (a pD. reduziu de 2,21+0,06 para
1,9510,05; P<0,05; Fig.5, painel A e E). Contrariamente, o tratamento com os metabdlitos
do tamoxifeno resultou em um significativo aumento nas respostas vasodilatadoras a Ach
(a pD> aumentou de 2,21+0,06 no grupo Controle para 2,52 + 0,04 no grupo n-desmetil-
tamoxifeno, para 2,54 £ 0,03 no grupo 4-hidroxi-tamoxifeno e para 2,63 = 0,08 no grupo
endoxifeno; P<0,01; Fig.5; painéis B-E). Enquanto nenhuma diferenga significativa foi
observada no efeito maximo induzido pela Ach nos grupos tamoxifeno, n-desmetil-
tamoxifeno e endoxifeno, um aumento significativo no efeito de relaxamento maximo a
Ach foi observado nos animais do grupo 4-hidroxi-tamoxifeno (efeito de relaxamento
maximo aumentou de 44+2 mmHg no grupo Controle para 621 mmHg no grupo 4-
hidroxi-tamoxifeno; P<0,001; Fig. 5; painéis C e E). Nesse estudo, n6s ndo encontramos
mudancas significativas na pD. (Fig. 6; painel A-D) ou no efeito de relaxamento maximo
ao NPS (P>0,05; Fig. 6, painel E). Conjuntamente, esses dados indicam que enquanto o
tratamento com tamoxifeno promoveu um efeito deletério na reatividade vascular
(reduzindo as respostas dependentes do endotélio a Ach), seus principais metabdlitos

promoveram efeitos benéficos, melhorando de forma significativa a reatividade vascular
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Figura 5. Vasorelaxamento endotélio-dependente induzido pela acetilcolina no leito vascular
do trem posterior de ratos tratados com Tam (A), n-desmetil-tamoxifeno (B), 4-hidroxi-
tamoxifeno (C), Endoxifeno (D) ou veiculo (Controle). Painel E mostra os valores obtidos para
o efeito relaxante maximo e pD.. As respostas vasculares foram avaliadas apés pré-contracao
do leito vascular do trem posterior com metoxamina até uma pressdo média de ~90 mmHg.
Dados sdo mostrados como médias + E.P.M (n = 6-8 por grupo). *P<0,05, **P<0,01,
***P<0.001 versus grupo Controle (ANOVA seguido por teste de Dunnett's).
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Figura 6. Vasorelaxamento endotélio-independente induzido pelo NPS no leito vascular do
trem posterior de ratos tratados com Tam (A), n-desmetil-tamoxifeno (B), 4-hidroxi-
tamoxifeno (C), Endoxifeno (D) ou veiculo (Controle). Painel E mostra os valores obtidos
para o efeito relaxante maximo e pD,. As respostas vasculares foram avaliadas apés pré-
contracao do leito vascular do trem posterior com metoxamina até uma pressdao média de
~90 mmHg. Dados sdo mostrados como médias + E.P.M (n = 6-8 por grupo). N.S. = ndo

significativo versus grupo Controle (ANOVA seguido por teste de Dunnett's).
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dependente do endotélio. Adicionalmente, as respostas inalteradas ao NPS indicam que o
tratamento com tamoxifeno ou seus metabolitos ndo promoveu alteragées significativas

no relaxamento da musculatura lisa vascular independente do endotélio.

O tratamento com tamoxifeno aumenta os niveis de MDA no plasma e sangue,
enquanto seus metabolitos apresentam efeitos antioxidantes

Neste estudo, n6s avaliamos o estresse oxidativo por meio de duas metodologias.
A primeira foi a peroxidacao lipidica medida pelos niveis de MDA no plasma e sangue, € a
segunda foi a oxidagdo da DHE induzida por anéis de aorta provenientes dos diferentes
grupos experimentais, como descrito em detalhes na se¢do de métodos. Os resultados
mostraram que o tratamento com tamoxifeno promoveu um significativo aumento do
estresse oxidativo, quando comparado com 0s animais do grupo controle (P<0,05; Fig. 7,
painéis A e B). Contrariamente, o tratamento com os metabdlitos n-desmetil-tamoxifeno,
4-hidroxi-tamoxifeno ou endoxifeno promoveu um significativo efeito antioxidante, com a
diminuicdo dos niveis de MDA quando comparado com o grupo Controle (P<0,01 para
plasma e P<0,05 sangue total; Fig. 7, painéis A e B respectivamente). Por outro lado, no
estresse oxidativo, avaliado pela oxidagdo da DHE nas aortas provenientes de ratos dos
diferentes grupos experimentais, nenhuma diferenga foi observada (P>0,05; Fig. 10,
painel B). Estes resultados sugerem que enquanto o tamoxifeno aumenta o estresse
oxidativo, seus metabalitos tém efeitos antioxidantes relevantes, acordando com os dados

funcionais de reatividade vascular.
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Figura 7. Concentragbes de espécies reativas do &cido tiobarbiturico
(TBARS) expressos em termos de MDA (nmol/ml) no plasma (A) e sangue
total (B) de ratos Controles ou tratados com Tam, n-desmetil-tamoxifeno, 4-
hidroxi-tamoxifeno ou Endoxifeno. Dados sdo mostrados como médias +
E.P.M (n = 6-8 por grupo). *P<0,05, **P<0,01 versus grupo Controle (ANOVA
seguido por teste de Dunnett's).
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O tratamento com tamoxifeno diminui os niveis plasmaticos de metabdlitos do
oxido nitrico (nitratos e nitritos).

NoOs avaliamos se o tratamento com tamoxifeno ou seus metabdlitos promoviam
alteracdes na formacao de NO, medindo os niveis plasmaticos de NOy (Nitrato+Nitrito) e
de nitrito, utilizando dois métodos diferentes (reagente de Griess e quimiluminescéncia,
como descrito anteriormente). O niveis plasmaticos de NOy e nitritos dos ratos tratados
com tamoxifeno foram significativamente baixos, quando comparados com 0s niveis
plasmaticos dos ratos do grupo Controle (ambos P<0,05 versus grupo controle; Fig. 8,
painéis A e B), enquanto nenhuma diferenca significativa foi encontrada nos niveis
plasmaticos de NOy e nitritos dos ratos tratados com os diferentes metabdlitos do
tamoxifeno (todos P>0,05 versus grupo Controle; Fig. 8, painéis A e B). Essa diminuicdo
nos niveis de metabolitos do NO observada no grupo tamoxifeno sugerem que, ao menos
em parte, o aumento do estresse oxidativo nesse grupo (Fig.7) pode diminuir a
biodisponibilidade de NO, com impacto deletério na fungdo endotelial, como observado

pelos dados de reatividade vascular no grupo tamoxifeno (Fig.5, painel A e E).

Efeitos do tratamento com tamoxifeno ou seus metabdlitos na atividade de enzimas
antioxidantes

Amostras de sangue total dos ratos submetidos aos diferentes tratamentos foram
coletadas e a atividade da SOD, CAT e GPx foram determinadas como descrito na se¢ao
de métodos. Os resultados mostraram que o tratamento com tamoxifeno ou seus
metabdlitos promove um significativo aumento da atividade da SOD, quando comparado
com o grupo Controle (P<0,05; Fig. 9, painel A). Enquanto o tratamento com tamoxifeno

ou seus metabdlitos ndo promoveu mudangas significativas na atividade da CAT
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Figura 8. Concentracdes de NOy (nitrato + nitrito; umol/l; A) e nitrito (nmol/l; B) no

plasma de ratos Controles ou tratados com Tam, n-desmetil-tamoxifeno, 4-hidroxi-

tamoxifeno ou Endoxifeno. Dados sdo mostrados como médias + E.P.M (n = 6-8 por

grupo). *P<0,05 versus grupo Controle (ANOVA seguido por teste de Dunnett's).
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(P>0,05; Fig. 9, painel B), a atividade da GPx foi significativamente aumentada nos grupos
tratados com n-desmetil-tamoxifeno, 4-hidroxi-tamoxifeno e endoxifeno (P<0,05; Fig. 9,
painel C). Por fim, o tratamento com tamoxifeno ou seus metabdlitos ndo promoveu
mudangas significativas na atividade da NADPH oxidase na aorta dos animais dos
diferentes grupos experimentais (P>0,05; Fig. 10, painel A). Conjuntamente, estes dados
indicam que o tratamento com tamoxifeno ou seus metabdlitos influencia de forma
diferenciada na atividade de enzimas antioxidantes. Enquanto nenhuma alteracdo na
atividade da CAT foi observada, o tratamento com tamoxifeno ou seus metabdlitos induziu
um significativo aumento da SOD. Entretanto, somente nos grupos tratados com o0s
metabolitos do tamoxifeno (n-desmetil-tamoxifeno, 4-hidroxi-tamoxifeno e endoxifeno) o
aumento da atividade da GPx foi observado. Estas evidéncias sdo compativeis com 0s
achados descritos anteriormente, que demonstram que somente 0s animais tratados com
tamoxifeno apresentaram um aumento nos niveis plasmaticos e sangiineos de MDA
(Figura 7), bem como niveis plasmaticos reduzidos de metabolitos do oxido nitrico (Figura
8). Adicionalmente, os resultados de atividade da NADPH oxidase na aorta s&o
compativeis com o0s resultados da oxidacdo da DHE, e sugerem que a aorta ndo é
significativamente afetada, pelo menos no seu status oxidativo, pelo tratamento com

tamoxifeno ou seus metabalitos.

Efeitos do tamoxifeno ou seus metabolitos em anéis de aorta contraidos com
fenilefrina.

Para avaliar possiveis efeitos agudos induzidos pelo tamoxifeno ou seus
metabdlitos, anéis isolados de aorta foram montados e preparados em banho de érgao-
isolado e curvas concentragdo-efeito ao tamoxifeno, n-desmetil-tamoxifeno, 4-hidroxi-

tamoxifeno e endoxifeno foram construidas, como descrevemos em detalhes na se¢ao de
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Figura 9. Atividade no sangue total da SOD (A), CAT (B) e GPx (C) em ratos Controles ou
tratados com Tam, n-desmetil-tamoxifeno, 4-hidroxi-tamoxifeno ou Endoxifeno. Dados séo
mostrados como médias + E.P.M (n = 6-8 por grupo). *P<0,05 versus grupo Controle

(ANOVA seguido por teste de Dunnett's).
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Figura 10. Atividade da NADPH oxidase (A) e producéo de anion superodxido (B) na aorta de
ratos Controles ou tratados com Tam, n-desmetil-tamoxifeno, 4-hidroxi-tamoxifeno ou
Endoxifeno. Dados sdo mostrados como médias + E.P.M (n = 4-5 por grupo). N.S. = nado

significativo versus grupo Controle (ANOVA seguido por teste de Dunnett's).
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materiais e métodos. O tamoxifeno e seus metabdlitos induziram vasorelaxamento agudo
dos anéis de aorta contraidos, de forma concentracdo-dependente (Figura 11, painéis A,
B e C). Enquanto o 4-hidroxi-tamoxifeno induziu efeito relaxante maximo similar ao
tamoxifeno (92,61+2% versus 88,50+2%, respectivamente; P>0,05; Figura 11, painéis B e
D), os metabdlitos n-desmetil-tamoxifeno e endoxifeno induziram um relaxamento maximo
superior ao do tamoxifeno (101,18+1,85% e 101,50%1,8%, respectivamente versus
88,50+2% do tamoxifeno; P<0,05; Figura 11, painéis A, C e D). Adicionalmente, enquanto
os valores de pD. obtidos para 4-hidroxi-tamoxifeno foram similares ao tamoxifeno
(8,88+0,12 versus 8,55+0,12, respectivamente; P>0,05; Figura 11, painel D), os valores
de pD; para os metabdlitos n-desmetil-tamoxifeno e endoxifeno foram superiores ao do
tamoxifeno (9,07+0,14 e 8,9+0,08, respectivamente versus 8,55+0,12 do tamoxifeno;
P<0,05 somente para o n-desmetil-tamoxifeno; Figura 11, painel D). Conjuntamente,
esses dados indicam que enquanto o metabolito 4-hidroxi-tamoxifeno induz efeitos
agudos similares ao do tamoxifeno, seus metabolitos n-desmetil-tamoxifeno e endoxifeno
apresentam efeitos agudos diferenciados, com resposta vasodilatadora aumentada e com

deslocamento da curva de concentracdo efeito para esquerda em relagao ao tamoxifeno.

Papel dos receptores de estrogeno nos efeitos vasodilatadores exercidos pelo
tamoxifeno e seus metabdlitos.

Para avaliar se os efeitos vasorelaxantes do tamoxifeno e seus metabdlitos séo
dependentes dos receptores de estrégeno, curvas concentragdo-efeito foram construidas
em anéis de aorta pré-incubados com ICI 182.780, um antagonista dos receptores de
estrégeno a e B, na concentracdo de 10 umol/l. Essa concentracao de ICI 182.780 nao
influenciou na contracao induzida pela fenilefrina (0,1 pumol/l), pois esta foi similar na

auséncia ou presenca de ICI 182.780. Os efeitos vasorelaxantes induzidos pelo
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tamoxifeno e pelo 4-hidroxi-tamoxifeno foram similares, na presengca ou auséncia do
antagonista dos receptores de estrogeno (Figura 12, painéis A e C; P>0,05).
Contrariamente, as respostas vasorelaxantes induzidas pelos metabdlitos n-desmetil-
tamoxifeno e endoxifeno foram significativamente reduzidas na presencga do ICl 182.780
(Figura 12, painéis B e D; P<0,01). Conjuntamente, esses dados indicam que enquanto o
tamoxifeno e o 4-hidroxi-tamoxifeno induzem seus efeitos vasorelaxantes de forma
independente dos receptores de estrégeno, seus metabdlitos n-desmetil-tamoxifeno e
endoxifeno exercem seus efeitos, ao menos em parte, dependentes dos receptores de

estrégeno.

Efeito do L-NAME na vasodilatacao induzida pelo tamoxifeno e seus metabdlitos.
Para avaliar se os efeitos vasorelaxantes do tamoxifeno e seus metabdlitos séo
dependentes da sintese de NO, curvas concentracao-efeito foram construidas em anéis
de aorta pré-incubados com L-NAME, um inibidor da sintase do NO na concentracao de
100 pmol/l. Novamente, os efeitos vasorelaxantes induzidos pelo tamoxifeno e pelo 4-
hidroxi-tamoxifeno foram similares, na presenca ou auséncia de L-NAME (Figura 13,
painéis A e C; P>0,05). Contrariamente, as respostas vasorelaxantes induzidas pelos
metabdlitos n-desmetil-tamoxifeno e endoxifeno foram significativamente reduzidas na
presenca de L-NAME (Figura 13, painéis B e D; P<0,01). Conjuntamente, esses dados
indicam que o tamoxifeno e o 4-hidroxi-tamoxifeno ndo dependem da sintese de NO para
promover vasorelaxamento. Contrariamente, os metabdlitos n-desmetil-tamoxifeno e
endoxifeno dependem, ao menos em parte, da sintese de NO para produzir

vasorelaxamento.
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Efeito da Indometacina na vasodilatacao induzida pelo tamoxifeno e seus
metabdlitos.

Para avaliar a contribuicdo da sintese de prostandides nos efeitos vasorelaxantes
induzidos pelo tamoxifeno e seus metabdlitos, curvas concentragdo-efeito foram
construidas em anéis de aorta pré-incubados com indometacina, um inibidor ndo seletivo
das ciclooxigenases, na concentracao de 10 pumol/l. A inibicdo das ciclooxigenases com
indometacina reduziu significativamente as respostas vasorelaxantes induzidas pelo

tamoxifeno e seus metabolitos (Figura 14, painéis A, B, C e D; P<0,01).

Efeito da associacdao de L-NAME e indometacina na vasodilatacao induzida pelo
tamoxifeno e seus metabdlitos.

Quando L-NAME (100 umol/l) e indometacina (10 umol/l) foram associados na
cuba de orgao-isolado, as respostas vasorelaxantes induzidas pelo tamoxifeno e seus

metabdlitos foram praticamente abolidas (Figura 15, painéis A, B, C e D; P<0,01).
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Figura 11: Vasorelaxamento agudo induzido pelo Tam e seus metabdlitos (A, B e C)

em anéis de aorta contraidos com fenilefrina. Figura D mostra o perfil de Efeito

relaxante Maximo e pD. obtidos. Enquanto o metabdlito 4-hidroxi-Tam induziu efeito

maximo igual ao do Tam (B), os metabdlitos, N-desmetil-Tam e endoxifeno induziram

efeitos maximos superiores (A e C). Adicionalmente, o metabdlito N-desmetil-Tam

deslocou a curva para esquerda, com significativo efeito nos valores de pD,. Dados séo

mostrados como médias + E.P.M (n = 5-6 por grupo). *P<0,05, ***P<0,001 versus grupo

Controle (ANOVA seguido por teste de Dunnett's).
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Figura 12: Papel dos receptores do estrégeno no vasorelaxamento agudo induzido pelo

Tam e seus metabdlitos em anéis de aorta com endotélio contraidos com fenilefrina.

Enquanto os efeitos do Tam e do metabdlito 4-hidroxi-Tam (A e C) nao foram

significativamente influenciados pelo pré-tratamento com antagonista do receptor de

estrégeno ICI 182.780, as respostas aos metabdlitos N-desmetil-Tam e endoxifeno foram

significativamente reduzidas (B e D). Dados sdo mostrados como médias = E.P.M (n = 5-6

por grupo). **P<0,01 versus grupo Controle (teste t student).
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Figura 13: Efeito do L-NAME no vasorelaxamento agudo induzido pelo Tam e seus
metabdlitos em anéis de aorta com endotélio contraidos com fenilefrina. Enquanto os
efeitos do Tam e do metabdlito 4-hidroxi-Tam nao foram significativamente influenciados
pelo L-NAME (A e C), o pré-tratamento dos anéis com L-NAME reduziu significativamente
o efeito maximo obtido para metabdlitos N-desmetil-Tam e endoxifeno (B e D). Os graficos
mostram ainda a resposta a Ach na presenca e auséncia de L-NAME nas mesmas
condi¢des experimentais. Dados sdo mostrados como médias + E.P.M (n = 5-6 por grupo).
N.S. = nao significativo versus Tam + veiculo (A) ou 4-hidroxi-Tam + veiculo (C);
***P<0,001 versus N-desmetil-Tam + veiculo; **P<0,01 versus Endoxifeno + veiculo (teste

t student).
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tratamento dos anéis com indometacina (10umol/l, Indo), um inibidor das cicloxigenases,
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(teste t student).
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Figura 15: Efeito da associagédo de indometacina (Indo) e L-NAME no vasorelaxamento

agudo induzido pelo Tam e seus metabdlitos em anéis de aorta com endotélio contraidos

com fenilefrina. O pré-tratamento dos anéis com inibidores da NOS e COX praticamente

aboliu a resposta vasodilatadora ao Tam e a seus metabdlitos. Dados s&o mostrados

como médias = E.P.M (n = 5-6 por grupo). ***P<0,001 (teste t student).
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6 — Discussao

Os principais resultados desse estudo foram: (I) O tratamento com tamoxifeno
promove uma redugédo no vasorelaxamento dependente do endotélio em resposta a Ach;
(1) Os metabdlitos n-desmetil-tamoxifeno, 4-hidroxi-tamoxifeno e endoxifeno promovem
melhoras significativas no vasorelaxamento dependente do endotélio induzido pela Ach;
(1) Enquanto o tamoxifeno aumenta o estresse oxidativo e diminui os niveis de
metabdlitos do NO, seus metabdlitos diminuem o estresse oxidativo sem afetar
significativamente os niveis de metabdlitos do NO; (IV) Assim como o tamoxifeno, os
metabdlitos n-desmetil-tamoxifeno, 4-hidroxi-tamoxifeno e endoxifeno induzem o
vasorelaxamento agudo de anéis de aorta contraidos, embora as amplitudes desses
efeitos sejam superiores para os metabdlitos n-desmetil-tamoxifeno e endoxifeno; (V)
Enquanto os efeitos vasorelaxantes agudos induzidos pelo tamoxifeno e 4-hidroxi-
tamoxifeno sdo independentes do receptor de estrogeno e da NOS, os efeitos dos
metabdlitos n-desmetil-tamoxifeno e endoxifeno sdo parcialmente dependentes do
receptor de estrégeno e da NOS; (VI) O vasorelaxamento agudo induzido pelo tamoxifeno
e seus metabdlitos n-desmetil-tamoxifeno, 4-hidroxi-tamoxifeno e endoxifeno sdo em
parte devido a sintese de prostandides e; (VIl) O vasorelaxamento agudo induzido pelo
tamoxifeno e seus metabdlitos n-desmetil-tamoxifeno, 4-hidroxi-tamoxifeno e endoxifeno
sao dependentes da COX e da NOS. Conjuntamente, estes resultados demonstram que
os metabdlitos do tamoxifeno atuam de forma diferenciada em relagdo ao tamoxifeno e
sugerem que a variabilidade nos efeitos cardiovasculares descritos durante o tratamento
com tamoxifeno possa ser devido, a0 menos em parte, pela associagdo dos diferentes
efeitos do tamoxifeno e seus metabdlitos ativos.

Varios estudos tém descrito efeitos cardiovasculares diversos associados ao uso

do tamoxifeno [17, 74], sendo alguns deles divergentes [75-77]. Por exemplo, diversos
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estudos epidemioldgicos associam o uso do tamoxifeno com o risco aumentado de
trombose venosa e tromboembolia [4, 12, 74, 78]. Contrariamente, diversos estudos tém
descrito que o tamoxifeno tem ac¢do benéfica no sistema cardiovascular. Estes incluem
melhoras na funcao endotelial [36, 37], reducao dos niveis de lipideos plasmaticos [9, 37,
79], reducao do risco de infarto do miocardio [4] e efeitos antioxidantes [75, 80]. As
causas para esses resultados divergentes sdo ainda desconhecidas.

Com base no conhecimento que o tamoxifeno é extensamente metabolizado e que
este metabolismo produz metabdlitos ativos com propriedades superiores ao do préprio
tamoxifeno [27, 29, 81], este estudo foi realizado para avaliar a possibilidade do
tamoxifeno e seus metabdlitos produzirem efeitos diferenciados, os quais poderiam ser
benéficos ou deletérios, na reatividade vascular.

Nossos resultados demonstram que o tratamento com tamoxifeno reduziu
significativamente a resposta vasodilatadora a Ach, em um relevante leito vascular de
resisténcia, o trem posterior do rato, sugerindo que o tratamento com tamoxifeno promove
uma leve, porém significativa, disfuncdo endotelial. Contrariamente aos efeitos deletérios
observados com tamoxifeno, seus metabdlitos melhoraram significativamente a resposta
dependente do endotélio a Ach, sugerindo que o tamoxifeno e seus metabdlitos produzem
efeitos divergentes na fungdo endotelial.

A disfuncao endotelial € amplamente associada a diminuigcdo da biodisponibilidade
de NO, como resultado da diminuicdo da expressdo ou atividade da eNOS, ou uma
consequéncia da inativacao do NO formado devido ao aumento de formacao de espécies
reativas de oxigénio [34]. Neste estudo, os animais tratados com tamoxifeno
apresentaram niveis plasmaticos e sanguineos de MDA significativamente aumentados, o
que sugere que o tamoxifeno aumenta a produgao de espécies reativas do oxigénio; Por

outro lado, a melhora observada na resposta dependente do endotélio a Ach apds o
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tratamento com n-desmetil-tamoxifeno, 4-hidroxi-tamoxifeno e endoxifeno foi associada
com a diminuicdo da peroxidagéo lipidica, como sugerido pelos niveis reduzidos de MDA
no plasma e sangue nesses grupos experimentais. Nesse contexto, varios estudos tém
sugerido que o tratamento com antioxidantes resulta em melhora nas respostas
vasodilatadoras dependentes do endotélio [82-84], e é possivel que os efeitos
antioxidantes induzidos pelos metabdlitos n-desmetil-tamoxifeno, 4-hidroxi-tamoxifeno e
endoxifeno sejam os responsaveis pela melhora dependente do endotélio em resposta a
Ach observada no presente estudo.

Por outro lado, outros estudos tém descrito resultados conflitantes a respeito do
papel do tamoxifeno na produgdo de espécies reativas de oxigénio. Por exemplo,
enquanto alguns estudos experimentais e clinicos tém descrito que o tratamento com
tamoxifeno aumenta a formacao de espécies reativas de oxigénio [13, 85-87], outros tém
defendido que o tamoxifeno possui efeitos antioxidantes [75, 80, 88].

Diversos sédo os fatores que podem explicar essas divergéncias. Por exemplo, o
delineamento experimental, dose e duragdo do tratamento e a espécie avaliada, bem
como os métodos utilizados para avaliacdo do estresse oxidativo, podem limitar a
comparagdo de diferentes estudos. Adicionalmente, como sugerido pelos nossos
resultados, os metabdlitos do tamoxifeno podem ter agdes diferenciadas na produgéo de
espécies reativas de oxigénio.

A peroxidacdo lipidica, avaliada neste estudo pela medida dos niveis plasmaticos e
sanglineos de MDA, é o resultado da acdo de espécies reativas de oxigénio sobre
componentes lipidicos das células e tecidos [89, 90]. Embora a determinacdo dos niveis
de MDA possa indicar aumento ou diminuicao do estresse oxidativo, essa abordagem nao
nos permite inferir as causas dessas alteragdes. Por exemplo, drogas podem induzir um

aumento dos niveis de MDA diretamente pelo aumento da formacao de espécies reativas
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do oxigénio; Contrariamente, drogas podem nao induzir diretamente a formagédo de
espécies reativas do oxigénio, porém podem inibir a atividade de enzimas antioxidantes,
contribuindo para o aumento dos niveis de MDA. Por fim, drogas que induzem o aumento
da atividade de enzimas antioxidantes podem reduzir os niveis de MDA. Por essa razao e
com base nas variabilidades descritas para o tamoxifeno, nesse estudo consideramos
importante avaliar se o tratamento com tamoxifeno ou seus metabdlitos influenciaria na
atividade de enzimas antioxidantes, como a SOD, CAT e GPx. Adicionalmente, avaliamos
se o tamoxifeno e seus metabdlitos alteram a atividade de uma das principais enzimas
pro-oxidante, a NADPH oxidase [54].

Nossos resultados demonstraram que o tratamento com tamoxifeno ou seus
metabdlitos ndo induziu alteragbes significativas na atividade da NADPH oxidase,
avaliada em anéis de aorta provenientes dos diferentes grupos experimentais. Estes
resultados foram fortemente compativeis com os resultados da oxidagcédo da DHE, também
em anéis de aorta, os quais igualmente foram inalterados pelo tratamento com tamoxifeno
ou seus metabdlitos. Por outro lado, quando comparado com o grupo Controle, o
tratamento com tamoxifeno ou seus metabdlitos induziu um significativo aumento na
atividade da SOD eritrocitaria. Contrariamente, nenhuma alteragéo significativa na
atividade da CAT foi observada. A SOD e a CAT sé@o enzimas que trabalham de forma
associada: enquanto a SOD catalisa a dismutagdo do radical superéxido (O2) em
oxigénio molecular (O.) e peroxido de hidrogénio (H202) (202" +2H" + SOD — O, +
2H20,), a CAT decompde o perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio molecular (2H20,
+ CAT— 2H,0 + Oy). Sendo assim, um aumento na atividade apenas da SOD observado
pelo tratamento com tamoxifeno ou seus metabdlitos poderia resultar no acumulo de
peréxido de hidrogénio, contribuindo para o estresse oxidativo, que foi observado

somente no grupo tamoxifeno, enquanto seus metabdlitos mostraram-se antioxidantes.
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Estes resultados intrigantes nos estimularam avaliar a atividade da GPx, uma vez que
esta enzima também tem a propriedade de decompor o perdxido de hidrogénio em agua
e oxigénio molecular (2 GSH + H,O, + GPx — GSSG + 2 H,0) [91]. Para nossa surpresa,
somente nos grupos tratados com os metabdlitos n-desmetil-tamoxifeno, 4-hidroxi-
tamoxifeno e endoxifeno a atividade da GPx estava aumentada, enquanto que no grupo
tratado com tamoxifeno, a atividade da GPx foi similar ao grupo Controle. Estes
resultados nos conduziram a sugerir que 0 aumento do estresse oxidativo observado no
grupo tamoxifeno, ao menos em parte, é devido ao acumulo de peréxido de hidrogénio;
Contrariamente, seus metabdlitos n-desmetil-tamoxifeno, 4-hidroxi-tamoxifeno e
endoxifeno podem exercer seus efeitos antioxidantes pelo aumento combinado da
atividade das enzimas SOD e GPx. Estes resultados sao fortemente compativeis com os
resultados funcionais observados, que mostram que enquanto o tamoxifeno produz
efeitos deletérios na reatividade vascular, seus metabdlitos produzem efeitos benéficos
nesse parametro.

Neste estudo, os niveis plasmaticos de nitrito e NOy estavam significativamente
reduzidos no grupo de animais tratados com tamoxifeno, quando comparados com 0s
demais grupos experimentais, sugerindo que o tamoxifeno pode exercer alguma influéncia
na expressao ou atividade da eNOS. Embora estes parametros ndo tenham sido
avaliados neste estudo, os niveis plasmaticos de nitrito tém sido descritos como um
importante marcador da formacdo de NO [92, 93]. Além disso, reducdes nos niveis
plasmaticos de nitrito sdo associados ao grau de disfuncdo endotelial, inclusive em
estudos clinicos [94]. Neste sentido, os niveis reduzidos de nitrito e NOy no plasma dos
animais tratados com tamoxifeno foram compativeis com disfun¢ao endotelial observada.

Neste estudo, o tratamento de ratos durante duas semanas com tamoxifeno ou

seus metabdlitos ndo produziram mudangas significativas na freqiéncia cardiaca e
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pressdo arterial media. Entretanto, os animais tratados com tamoxifeno ou seus
metabdlitos ganharam menos peso que os animais Controles. Embora ndo existam dados
disponiveis a respeito dos metabdlitos do tamoxifeno, evidéncias similares tém sido
descritas por outros estudos experimentais com o tamoxifeno [95-97]. Os mecanismos
que poderiam explicar o ganho de peso reduzido associado ao tratamento com
tamoxifeno ndo é conhecido [96].

Neste estudo, n6s demonstramos pela primeira vez importantes efeitos agudos
induzidos pelos metabdlitos n-desmetil-tamoxifeno, 4-hidroxi-tamoxifeno e endoxifeno em
anéis de aorta contraidos. Nossos resultados sugerem que, assim como previamente
descrito para o tamoxifeno [40, 98], os metabdlitos aqui estudados possuem a
propriedade de induzir vasorelaxamento agudo, em concentragdes bem proximas aquelas
encontradas no plasma de pacientes em tratamento com tamoxifeno [24, 26]. Por
exemplo, pacientes recebendo a dose de 20 mg/dia de tamoxifeno, tipicamente
apresentam concentragcbes médias no plasma de tamoxifeno e n-desmetil-tamoxifeno
proximas de 1 pmol/l, enquanto as concentracbes médias 4-hidroxi-tamoxifeno e
endoxifeno sdo préximas a 100 nmol/l [24, 26]. Em nossos estudos “in vitro”, efeitos
vasorelaxantes foram observados a partir da concentragcdo de 1 pmol/l, com efeito
maximo proximo de 10 pmol/l. Nossos resultados “in vitro” sugerem ainda que existem
diferencas significativas entre tamoxifeno e seus metabdlitos na capacidade de induzir
esses efeitos relaxantes, bem como nos mecanismos de agcdo envolvidos; Entretanto
todos estes efeitos agudos induzidos pelo tamoxifeno e seus metabdlitos foram abolidos
com a inibicao da COX e da NOS, sugerindo que estes efeitos vasorelaxantes envolvem a
sintese de prostandides e NO.

A extensa metabolizagcdo do tamoxifeno foi caracterizada na década de 70 pelos

trabalhos de Jordan et al. que também caracterizou o primeiro metabdlito do tamoxifeno
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com alta poténcia, o 4-hidroxi-tamoxifeno, o qual apresenta afinidade pelo receptor de
estrbgeno cerca de 100 vezes superior ao tamoxifeno [99]. Posteriormente, foi
demonstrado que este metabdlito era cerca de 30 a 100 vezes mais potente em inibir a
proliferacao celular dependente de estrégeno [27, 100, 101]. Tendo como base estes
resultados, nas ultimas trés décadas o metabdlito 4-hidroxi-tamoxifeno vem sendo
amplamente utilizado em estudos in vitro, como o metabdlito ativo do tamoxifeno. Por
outro lado, apesar da alta poténcia antiestrogénica do 4-hidroxi-tamoxifeno, a contribuicao
deste metabdlito para os efeitos clinicos do tamoxifeno permanecem um assunto de
grande debate, principalmente porque os niveis plasmaticos deste metabdlito séo
relativamente baixos quando comparados aos niveis de tamoxifeno e n-desmetil-
tamoxifeno [100]. A relagcdo entre metabolismo do tamoxifeno e seus efeitos vem sendo
amplamente estudada, ap6s a caracterizagdo do novo metabdlito, n-desmetil-4-hidroxi-
tamoxifeno, realizada pelos colaboradores deste estudo na Universidade de Indianapolis,
nos Estados Unidos, cerca de sete anos atras [26, 29]. O nome endoxifeno foi sugerido
para 0 novo metabdlito e embora 0 mesmo tenha sido identificado em humanos na
década de 80 [25], sua atividade biologica permaneceu desconhecida até recentemente.
Estes pesquisadores demonstraram que pacientes em tratamento com tamoxifeno
apresentavam niveis de endoxifeno cerca de 10 vezes superiores ao do 4-hidroxi-
tamoxifeno, o qual se acreditava ser o metabdlito de maior relevancia clinica.
Adicionalmente, foi observado que pacientes que recebiam tratamento coadjuvante com
paroxetina, um inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina, apresentavam niveis
plasmaticos de endoxifeno significativamente baixos, comparados com 0s que nao
recebiam tratamento coadjuvante. Com base no conhecimento que a paroxetina inibe a
atividade das enzimas CYP2D6, estes pesquisadores verificaram os niveis de endoxifeno

em pacientes portadores de alelos variantes CYP2D6. Novamente, os niveis plasmaticos
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de endoxifeno em pacientes com polimorfismos na enzima CYP2D6 estavam
significativamente baixos, comparado aos pacientes sem variantes genéticos na CYP2D6.
Mais importante, os niveis plasmaticos de tamoxifeno, n-desmetil-tamoxifeno e 4-hidroxi-
tamoxifeno nao foram influenciados por polimorfismos da CYP2D6, bem como pelo
tratamento com paroxetina [26]. Este estudo teve importantes repercussdes, pois ha
tempos estudos de farmacogenética sugerem que polimorfismos genéticos podem
influenciar em aspectos terapéuticos do tratamento de diversos tipos de cancer [31]. Além
disso, estudos subseqlentes tém sugerido que variantes polimorficos da enzima CYP2D6
ou a associagao de inibidores desta enzima (como paroxetina) podem ter impacto na
eficacia do tamoxifeno [19, 102], destacando a idéia de que o endoxifeno poderia ter um
importante papel nos efeitos mediados pelo tratamento com tamoxifeno. Por fim, estudos
in vitro demonstraram que o endoxifeno € formado a partir do n-desmetil-tamoxifeno, via
acao da enzima CYP2D6 [23]. Com base nessas perspectivas a respeito do endoxifeno,
neste trabalho nos avaliamos o papel do tamoxifeno e seus principais metabdlitos,
incluindo endoxifeno, na reatividade vascular. Nossos resultados sugerem que o
tamoxifeno e seus metabdlitos podem atuar de forma diferenciada nos parametros aqui
avaliados, e nos conduz a sugerir que individuos com dificuldades em metabolizar o
tamoxifeno podem estar mais suscetiveis aos efeitos adversos associados com uso de
tamoxifeno.

Finalmente, nossos resultados sugerem que enquanto o tamoxifeno produz efeitos
deletérios, seus metabdlitos produzem efeitos benéficos na vasculatura e na formacao de
espécies reativas do oxigénio. Embora este estudo puramente experimental com todas
suas limitacdes de interpretacdo possa nao refletir a realidade clinica, este trabalho
destaca a importancia da avaliagdo e a consideracdo dos diferentes metabdlitos do

tamoxifeno em futuros estudos clinicos. Se nossos dados puderem ser extrapolados para
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as condicoes clinicas, € possivel que diferencas individuais na capacidade de metabolizar
o tamoxifeno possam influenciar nos beneficios ou riscos cardiovasculares induzidos pelo

tratamento com tamoxifeno.
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7 — Conclusao

Os dados apresentados nesta tese nos permitem concluir que:

a) Nossos resultados sugerem que enquanto o tamoxifeno produz efeitos deletérios
na vasculatura e na formacdo de NO e espécies reativas do oxigénio, seus

metabdlitos produzem efeitos benéficos, com significativos efeitos antioxidantes.

b) O tamoxifeno e seus metabdlitos n-desmetil-tamoxifeno, 4-hidroxi-tamoxifeno e
endoxifeno induzem o vasorelaxamento agudo de anéis de aorta contraidos;
Existem diferencas significativas entre tamoxifeno e seus metabdlitos na
capacidade de induzir esses efeitos relaxantes, bem como nos mecanismos de
acao envolvidos; Entretanto todos estes efeitos agudos induzidos pelo tamoxifeno

e seus metabdlitos sdo dependentes da COX e da NOS.
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Abstract: Tamoxifen has been suggested to produce beneficial cardiovascular effects, although the mechanisms for these
effects are not fully known. Moreover, although tamoxifen metabolites may exhibit 30100 times higher potency than the
parent drug, no previous study has compared the effects produced by tamoxifen and its metabolites on vascular function.
Here, we assessed the vascular responses to acetylcholine and sodium nitroprusside on perfused hindquarter vascular bed
of rats treated with tamoxifen or its main metabolites (N-desmethyl-tamoxifen, 4-hydroxy-tamoxifen, and endoxifen) for 2
weeks. Plasma and whole-blood thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) concentrations were determined using a
fluorometric method. Plasma nitrite and NOx (nitrite + nitrate) concentrations were determined using an ozone-based
chemiluminescence assay and Griess reaction, respectively. Treatment with tamoxifen reduced the responses to acetylcholine
(pD,=2.2%0.06 and 1.9 £ 0.05 after vehicle and tamoxifen, respectively; P < 0.05), while its metabolites improved these
responses (pD, =2.510.04 after N-desmethyl-tamoxifen, 2.5+ 0.03 after 4-hydroxy-tamoxifen, and 2.6 = 0.08 after
endoxifen; P < 0.01). Tamoxifen and its metabolites showed no effect on endothelial-independent responses to sodium
nitroprusside (P > 0.05). While tamoxifen treatment resulted in significantly higher plasma and whole blood lipid peroxide
levels (37% and 62%, respectively; both P < 0.05), its metabolites significantly decreased lipid peroxide levels (by
approximately 50%; P < 0.05). While treatment with tamoxifen decreased the concentrations of markers of nitric oxide
formation by approximately 50% (P < 0.05), tamoxifen metabolites had no effect on these parameters (P > 0.05). These
results suggest that while tamoxifen produces detrimental effects, its metabolites produce counteracting beneficial effects on

the vascular system and on nitric oxide/reactive oxygen species formation.

Tamoxifen is a selective oestrogen receptor modulator
widely used in the treatment and prevention of breast cancer.
In addition to its actions on the breast, tamoxifen produces
cardiovascular effects including alterations of lipid profile
[1,2], down-regulation of inflammatory markers [3,4], and
increased risk of deep venous thrombosis [5]. Experimental
studies have shown that tamoxifen acutely relaxes coronary
rings [6-8], while clinical studies have shown that tamoxifen
enhances flow-mediated dilation [9,10]. Tamoxifen increases
the production of reactive oxygen species by platelets, thus
modestly increasing platelet aggregation [11]. However, the
mechanisms involved in tamoxifen-induced diverse cardio-
vascular effects are poorly understood.

While there are no studies showing how the metabolites
of tamoxifen affect vascular function, it is well known that
tamoxifen is metabolized to several metabolites that possess
variable effects and potencies towards the oestrogen receptors
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depending on the tissue studied. Among the tamoxifen
metabolites, N-desmethyl-tamoxifen has been reported to be
quantitatively important while 4-hydroxy-tamoxifen, although
representing a minor pathway [12,13], exhibits up to a 100
times higher potent antioestrogenic activity than tamoxifen
[14]. For this reason, tamoxifen has been referred to as a
prodrug by some authors [15,16]. However, recent studies
have described another active metabolite, 4-hydroxy-N-
desmethyl-tamoxifen (endoxifen), which has pharmacological
activity and potency comparable to that of observed with
4-hydroxy-tamoxifen [15,17-19]. In addition, the plasma
concentrations of endoxifen in patients taking usual doses
of tamoxifen is on the average over six times higher than
those of 4-hydroxy-tamoxifen [15,19], suggesting that
endoxifen could be a more important tamoxifen metabolite.
In fact, recent clinical data in breast cancer patients are
consistent with an important role of endoxifen in tamoxifen
activity [20].

Despite the improved knowledge on the metabolism of
tamoxifen, no study has addressed whether endoxifen or
other tamoxifen metabolites produce variable effects on the
vascular bed. In the present study, we hypothesized that
tamoxifen and its metabolites promote differential effects
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on vascular resistance vessels. We examined how treatment
with tamoxifen or its main metabolites (N-desmethyl-
tamoxifen, 4-hydroxy-tamoxifen, and endoxifen) affect the
vascular reactivity (endothelium-dependent and endothelium-
independent) in a relevant vascular resistance bed. In addition,
we assessed whether treatment with tamoxifen or its metab-
olites affect nitric oxide formation and oxidative stress.

Materials and Methods

Animals and treatments. The study complied with international
guidelines of the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
as adopted and promulgated by the US National Institutes of
Health and was approved by our institutional ethics committee.
Male Wistar rats (180-200 g) obtained from the colony at University
of Sdo Paulo (Ribeirao Preto Campus, Brazil) were maintained on
a 12-h light/dark cycle at a room temperature (22-25°) with free
access to standard rat chow and water.

The rats were randomly divided into five groups (n = 8/group)
and were treated for 2 weeks with daily subcutaneous injections of
vehicle (Control group; 100 ul of corn oil), tamoxifen (Tam
group; 1 mg/kg), N-desmethyl-tamoxifen (N-desmethyl-Tam group;
1 mg/kg), 4-hydroxy-tamoxifen (4-hydroxy-Tam group; 1 mg/kg),
or 4-hydroxy-N-desmethyl-tamoxifen (Endoxifen group; 1 mg/kg).
Tamoxifen and its metabolites were emulsified in corn oil as
previously described [21]. The doses of tamoxifen were chosen on
the basis on previous work showing inhibition of mammary
tumours in a rat model of breast cancer [21] and beneficial cardio-
vascular effects [22]. Although presumably the metabolites would
normally be present in lower concentrations than tamoxifen itself
after a particular dose, we wanted to compare the effects of equal
amounts of tamoxifen metabolites. Therefore we used the same
dose of each metabolite.

Measurement of cardiovascular responses. After 2 weeks of treat-
ment, the rats (220-340 g) were anaesthetized with urethane
(1.25 g/kg, intraperitoneally) and a tracheotomy was performed
using polyethylene tubing (PE200). Another polyethylene catheter
(PE50) was inserted into the left carotid and the mean arterial
pressure was recorded using a data acquisition system (MP150CE;
Biopac Systems Inc., Goleta, CA) connected to a computer
(Acknowledge 3.2, for windows). Heart rate values were derived
from the blood pressure recordings and processed online. The
absence of somatic motor reflexes in response to tail pitching or
blinking in response to a low-pressure corneal stimulation indicated
deep anaesthesia and analgesia. The data acquisitions were initiated
30 min after onset of anaesthesia.

Preparation of rat hindquarters vascular bed. After baseline assess-
ment of mean arterial pressure and heart rate, a midline abdominal
incision was performed and the aorta was cannulated above the
iliac bifurcation. The hindquarters were then perfused in situ with
Krebs bicarbonate solution bubbled with 95% O,, 5% CO,, at 37°,
pH 7.4, containing (in mmol/l): NaCl 118; NaHCO; 25.0; KCl1 4.7;
KH,PO, 1.2; MgSO, 1.2; glucose 11.0; CaCl,.2.H,0 2.5, and using
a peristaltic pump (Carter-Manostat, Barnant Com, IL) at a constant
rate of 16 ml/min/kg. The vena cava was sectioned to allow the
perfusate to escape. The basal perfusion pressure was similar in all
experimental groups (approximately 25-30 mmHg). Resting
perfusion pressure was adjusted to approximately 90 mmHg by adding
methoxamine (50-100 uM) to the perfusate and remained stable
throughout the experiment. There were no significant differences
between the groups in relation to the concentration of methoxamine
used in the study groups (data not shown). Because the flow was
constant, changes in perfusion pressure reflected changes in vascular
tone. After hindquarter perfusion was initiated, the rat was killed

by an intracardiac injection of KCI 3 M, and 30 min of perfusion
were then allowed for the preparation to stabilize before responses
to vasodilators were measured. A side-arm of the perfusion circuit,
between the peristaltic pump and the aortic catheter, was connected
to a pressure transducer, and perfusion pressure was monitored on
real-time using a data acquisition system (MP150CE; Biopac Sys-
tems Inc., Goleta, CA). Dose-response curves to acetylcholine and
sodium nitroprusside were examined. Acetylcholine (3.10™ to
107" ug) or sodium nitroprusside (3.107° to 10~ mg) was injected in
small volumes (10-100 pl) directly into the perfusion circuit, as
previously described [23].

Drugs and solutions. All drugs and reagents were purchased from
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO), except N-desmethyl-tamoxifen
and 4-hydroxy-tamoxifen, which was obtained from Toronto
Research Chemicals (Toronto, Canada). Endoxifen (4-hydroxy-N-
desmethyl-tamoxifen) was provided by Dr Zeruesenay Desta,
(Indiana University, Indianapolis, IN). Acetylcholine and sodium
nitroprusside were dissolved in saline solution before use.

Determination of plasma NOx (nitrate + nitrite) concentrations.
Arterial blood samples were collected in tubes containing heparin
and immediately centrifuged at 1000 xg for 3 min. Plasma aliquots
were stored at —70° until analyzed. Plasma NOx concentrations
were determined in duplicate by using the Griess reaction as
described previously [24] with the following modifications. Briefly,
40 ul of plasma was incubated with the same volume of nitrate
reductase buffer (0.1 M potassium phosphate, pH 7.5, containing
1 mM B-nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, 10 mM
flavin adenine dinucleotide, and 2 units of nitrate reductase/ml)
in individual wells of a 96-well plate. Samples were allowed to
incubate overnight at 37° in the dark. Eighty microlitres of freshly
prepared Griess reagent (1% sulphanilamide, 0.1% naphthylethylen-
ediamine dihydrochloride in 5% phosphoric acid) were added to
each well and the plate was incubated for an additional 15 min at
room temperature. A standard nitrate curve was obtained by
incubating sodium nitrate (0.2-200 uM) with the same reductase
buffer. The total amount of nitrite recovery was >96% and
absorbances were measured at 540 nm using a microplate reader.
The assay results were not significantly affected by the presence of
plasma proteins and the results are reported as micromoles per litre
(umol/l) of NO, (nitrate + nitrite).

Measurement of plasma nitrite concentrations. Plasma aliquots were
analyzed in duplicate for their nitrite content using an ozone-based
reductive chemiluminescence assay as previously described [25].
Briefly, to measure nitrite concentrations in plasma, 100 pl of
plasma samples were injected into a solution of acidified tri-iodide,
purging with nitrogen in-line with a gas-phase chemiluminescence
NO analyzer (Sievers Model 280 NO analyzer, Boulder, CO).
Approximately 8 ml of tri-iodide solution (2 g potassium iodide and
1.3 g iodine dissolved in 40 ml water with 140 ml acetic acid) was
placed in the purge vessel into which plasma samples were injected.
The tri-iodide solution reduces nitrites to NO gas, which is detected
by the NO analyzer.

Assessment of lipid peroxide levels in plasma and whole blood.
Plasma and whole blood lipid peroxide levels were determined by
measuring thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) using a
fluorometric method as previously described [26]. This method
requires excitation at 515 nm and emission at 553 nm and uses 1, 1,
3, 3-tetramethoxypropane as standard [27]. The lipoperoxide levels
were expressed in terms of malondialdehyde (nmol/ml).

Statistical analysis. The results are expressed as means £ SEM.
The comparisons between groups were assessed by one-way analysis
of variance followed by Dunnett’s multiple comparison tests
(GraPHPAD PrisM 3 Software, San Diego, CA). A probability value
< 0.05 was considered significant.

© 2009 The Authors
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Table 1.

Body weight (BW), mean arterial pressure (MAP) and heart rate
(HR) in anaesthetized rats treated with vehicle (Control), tamoxifen
(Tam) or its metabolites.

Group n BW (g) MAP (mmHg) HR (bpm)
Control 8 330%5 83+3 338 £8
Tam 7 270 17* 85+ 1 344 + 12
N-desmethyl-Tam 8 247 £ 5* 873 379 + 21
4-hydroxy-Tam 7 246 £ 8% 83 %5 347 £23
Endoxifen 8 257 7* 89t6 369 + 8

*P < 0.01 versus the Control group (ANova followed by Dunnett’s
multiple comparison test.)
The values are means £ SEM.

Results

Body weight, mean arterial blood pressure, and heart rate
responses.

Body weight, mean arterial blood pressure, and heart rate
responses at the end of treatment are shown in table 1. We
found no significant changes in mean arterial pressure and
in heart rate after 14 days of treatment with vehicle (Control),
tamoxifen, or its metabolites (all P > 0.05; table 1). However,
rats that received tamoxifen or its metabolites gained less
weight than animals in the Control group (all P < 0.01;
table 1).

Effects of tamoxifen and its metabolites on the hindquarter
vascular reactivity to acetylcholine and sodium nitroprusside.

To evaluate the vascular effects of tamoxifen and its metab-
olites, rat hindquarter vascular beds were isolated and their
functional responses to acetylcholine and sodium nitroprus-
side (n = 6-8, per group) were assessed. Figures1 and 2
show, respectively, endothelial-dependent and endothelial-
independent vasorelaxation induced by acetylcholine (3.107*
to 10" ug) and sodium nitroprusside (3.107 to 10~ mg) in
the hindquarter vascular bed. Treatment with tamoxifen for
2 weeks reduced the potency of acetylcholine compared to
vehicle in Control rats (pD, decreased from 2.21 + 0.06 to
1.95£0.05; P <0.05; fig. I, panels A and E). Conversely,
treatment with the different tamoxifen metabolites produced
significant increase in the potency of acetylcholine-induced
relaxation (pD, increased from 2.21 * 0.06 in the Control
group to 2.52 + 0.04 in the N-desmethyl-Tam, to 2.54 = 0.03
in the 4-hydroxy-Tam, and to 2.63 £ 0.08 in the Endoxifen
groups; P <0.01; fig. 1; panels B-E). While no significant
differences were observed in the maximum relaxation obtained
in response to acetylcholine in hindquarter bed of rats from
Tam, N-desmethyl-Tam, or Endoxifen groups, a marked
increase in maximum relaxation effect was observed in the
4-hydroxy-Tam group (maximum relaxation effect increased
from 44 + 2 mmHg in the Control group to 62 = 1 mmHg
in the 4-hydroxy-Tam group; P < 0.001; fig. 1; panels C and
E). We found no significant differences in pD, (fig. 2; panels
A-D) or maximum relaxation effect in responses to sodium
nitroprusside (all P > 0.05; fig. 2, panel E).

Treatment with tamoxifen increases oxidative stress while its
metabolites show antioxidant effects.

We found increased plasma and whole blood lipid peroxide
levels in the Tam group compared with the Control group
(P <0.05; fig. 3, panels A and B). However, treatment with
N-desmethyl-Tam, 4-hydroxy-Tam, or endoxifen decreased
the oxidative stress significantly, as suggested by lower plasma
and blood lipid peroxide levels in these groups compared to
the Control group (P <0.01 for plasma and P <0.05 for
whole blood; fig. 3, panels A and B, respectively).

Tamoxifen treatment decreased plasma nitric oxide
metabolites.

We evaluated nitric oxide formation by measuring plasma NO,
(nitrate + nitrite) and plasma nitrite by using two different
methods. Rats in the Tam group showed significantly lower
plasma NO, and plasma nitrite concentrations (both P <
0.05 versus the Control group; fig. 4, panels A and B) compared
to the Control group. However, no significant differences
were found in plasma NO, or plasma nitrite when animals
treated with N-desmethyl-Tam, 4-hydroxy-Tam, or endoxifen
were compared to the Control group (all P> 0.05 versus
Control group; fig. 4, panels A and B).

Discussion

The main findings of this study were: (i) tamoxifen impaired
endothelial-dependent vasodilator response to acetylcholine;
(i1) tamoxifen metabolites N-desmethyl-Tam, 4-hydroxy-Tam,
and endoxifen improved endothelial-dependent vasodilator
response to acetylcholine, and (iii) while tamoxifen increased
oxidative stress and decreased nitric oxide formation,
treatment with tamoxifen metabolites decreased oxidative
stress, without producing significant effects on markers of
nitric oxide formation. These data suggest that the overall
cardiovascular response to tamoxifen is likely to be the net
aggregate effect of tamoxifen and its metabolites and that
improved understanding of the effects elicited by the
individual compounds as well as differences in exposure to
them is important to fully understand the net effect expected
in vivo after tamoxifen administration.

Several reports have described variable cardiovascular
effects produced by tamoxifen [28,29]. The reasons for these
conflicting results are poorly understood. However, no study
has been conducted to examine the possibility that tamoxifen
and its metabolites could produce different, contrasting
effects on the cardiovascular system, although it is known
that tamoxifen is metabolized to several metabolites some of
which are more active (up to 100 times more potent) than
tamoxifen itself [14,17,18]. To our knowledge, this is the first
study comparatively assessing the cardiovascular effects
produced by tamoxifen and its metabolites.

We found that tamoxifen impaired the responses to ace-
tylcholine in a relevant vascular resistance bed. An impaired
endothelium-dependent relaxation has been associated with
lower nitric oxide bioavailability, which may result from
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Fig. 1. Endothelial-dependent vasorelaxation induced by acetylcholine in rat hindquarter vascular bed from animals treated with tamoxifen
(Tam) (panel A), N-desmethyl-Tam (panel B), 4-hydroxy-Tam (panel C), endoxifen (panel D), or vehicle (Control). Panel E shows values
obtained to maximum relaxation effects and pD,. Vascular responses were studied after preconstriction of the hindquarter vascular bed with
methoxamine to a perfusion pressure of approximately 90 mmHg. Data are shown as mean + SEM (n = 6-8 per group). *P < 0.05,

**P < 0.01, ***P < 0.001 versus the Control group.

decreased expression or activity of the endothelial nitric
oxide synthase (eNOS), or impaired NO signalling as a con-
sequence of enhanced nitric oxide inactivation by increased
concentrations of reactive oxygen species [30]. In agreement
with this idea, we found that tamoxifen-induced endothelial
dysfunction was associated with increased plasma and
whole blood malondialdehyde levels, and decreased con-
centrations of relevant markers of nitric oxide formation.
Previous studies, however, have reported conflicting results
on the effects of tamoxifen on reactive oxygen species
concentrations. For example, while some authors reported
increased concentrations of reactive oxygen species in

experimental and clinical studies with tamoxifen [11,31-33],
others have shown antioxidants effects induced by this drug
[22,34,35]. These conflicting results may reflect differences
in the study design including doses, duration of treatment,
or species.

In contrast with the detrimental effects produced by
tamoxifen, we found that tamoxifen metabolites improved
the responses to acetylcholine, thus suggesting that tamoxifen
and its metabolites produce divergent effects on the endothelial
function. 4-Hydroxy-Tam showed the best response among
the tamoxifen metabolites studied here, with significant
effects on acetylcholine-induced relaxation. This finding is
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Fig. 2. Endothelial-independent vasorelaxation induced by sodium nitroprusside in rat hindquarter vascular bed from animals treated with
tamoxifen (Tam) (panel A), N-desmethyl-Tam (panel B), 4-hydroxy-Tam (panel C), endoxifen (panel D), or vehicle (Control). Panel E shows
values obtained to maximum relaxation effects and pD,. Vascular responses were studied after preconstriction of the hindquarter vascular
bed with methoxamine to a perfusion pressure of approximately 90 mmHg. Data are shown as mean = SEM (n =6-8 per group).

N.S. = Non-significant versus Control group.

important because several in vitro experiments have shown
that endoxifen has pharmacological activity that is compa-
rable to that of 4-hydroxy-Tam [17,19]. In the present study,
we report for the first time differential effects produced by
these metabolites. Indeed, the improved endothelial-dependent
responses that we found after treatment with tamoxifen
metabolites were associated with decreased lipid peroxida-
tion levels in both plasma and whole blood, and with
increased concentrations of markers of nitric oxide forma-
tion, consistent with antioxidant effects produced by
tamoxifen metabolites. In this context, several studies have

shown that antioxidants can improve endothelium-dependent
relaxation [36], and it is possible that antioxidant effects
produced by tamoxifen metabolites may have improved the
response to acetylcholine in the present study.

We found lower nitrite and lower NO, concentrations in
rats treated with tamoxifen compared with the concentra-
tions found in the Control group. The lower concentrations
of these markers of NO formation suggest that tamoxifen
may inhibit eNOS activity. Supporting this suggestion, the
plasma nitrite levels have been recently recognized as an
important marker of nitric oxide formation [37-39], and
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Fig. 3. Concentrations of thiobarbituric acid reactive species expressed in terms of malondialdehyde (MDA; nmol/ml) in plasma (panel A)
and blood (panel B) from Control, tamoxifen (Tam), N-desmethyl-Tam, 4-hydroxy-Tam and endoxifen-treated rats. Data are shown as
mean + SEM (n = 6-8 per group). *P < 0.05, **P < 0.01 versus Control group.

promises to give a measurable parameter of clinical utility
[39,40]. Moreover, the concentrations of these makers of
NO formation may reflect the degree of endothelial dysfunc-
tion [41] and also indicate how drugs can affect NO forma-
tion in the vascular system [42—44].

We found that treatment with tamoxifen or its metabo-
lites for 2 weeks produced no effects on baseline heart rate
and mean arterial pressure, although the animals that
received tamoxifen or its metabolites gained less weight than
those treated with vehicle. While no information is currently
available with respect to tamoxifen metabolites, similar findings
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were reported in other experimental studies with regards to
tamoxifen [45-47]. The precise mechanisms that could
explain the lower weight gain associated with tamoxifen or
its metabolites are not well understood [46].

Some limitations of our study should be taken into
consideration. First, we have not examined the activity and
expression of eNOS, an approach that could help to explain
the differential effects of tamoxifen and its metabolites on
the vascular responses to acetylcholine. However, we measured
nitrite concentrations in plasma, and this marker of nitric
oxide formation reflects nitric oxide synthase activity
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Fig. 4. Concentrations of NOx (nitrate + nitrite; pmol/l; panel A) and nitrite (nmol/l; panel B) in plasma from Control, tamoxifen (Tam),
N-desmethyl-Tam, 4-hydroxy-Tam, and endoxifen-treated rats. Data are shown as mean £ SEM (n = 6-8 per group). *P < 0.05 versus the

Control group.
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because approximately 70% of plasma nitrite derives from
nitric oxide synthase activity in the endothelium [37,41].
Second, the precise mechanisms that could elucidate the
mechanisms of the pro- or antioxidant actions of tamoxifen
and its metabolites have not been addressed in the present
study. It would be interesting to examine the effects produced
by tamoxifen and its metabolites in disease conditions, espe-
cially those with altered ROS or NO formation. Third, we
have not examined whether oestrogen receptors are involved
in the responses reported here, or why tamoxifen has opposing
effects to its metabolites. Finally, it might be relevant to
study the effects produced by of other selective oestrogen
receptor modulators on the resistance vascular bed.

If our data could be extrapolated to clinical conditions, it
is possible that interindividual differences in plasma con-
centrations of tamoxifen and its metabolites brought about
by interpatient differences in tamoxifen metabolism could
determine whether an individual patient would derive bene-
ficial effects or is at increased risk for adverse tamoxifen-
induced cardiovascular effects.

In conclusion, our results suggest that while tamoxifen
produces detrimental effects, its metabolites produce counter-
acting beneficial effects on the vascular system and on nitric
oxide/reactive oxygen species formation.
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— Comissio de Etica em Experimentagdo Animal —

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo para uso de animais em
experimentagdo n° 136/2006, sobre o projeto intitulado “Efeitos do tamoxifen
e seus metabdlicos ativos na reatividade vascular-, sob a responsabilidade do
Prof. Dr. José Eduardo Tanus dos Santos, esta de acordo com os Principios
Eticos na Experimentagdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA) e foi APROVADO pela COMISSAO DE
ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL (CETEA) em reunido de 29 de
Jjaneiro de 2007.

(We certify that the protocol #° 136/2006, about “Effects of tamoxifen and active metabolites on vascular
reactivity”, agrees with the ETHICAL PRINCIPLES IN ANIMAL RESEARCH adopted by Brazilian
College of Animal Experimentation (COBEA) and was approved by the COLLEGE OF MEDICINE OF
RIBEIRAO PRETO OF THE UNIVERSITY OF SAO PAULO — ETHICAL COMMISSION OF ETHICS
IN ANIMAL RESEARCH (CETEA) in 01/29/2007 meeting).
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