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Resumo

Introducao: Os disruptores sdo compostos naturais ou sintéticos que podem perturbar a
homeostasia do sistema endo6crino em humanos e animais. Ha alguns medicamentos
definidos como possiveis disruptores endocrinos. O diclofenac (DCF) é um anti-
inflamatorio nao esteroide (AINE) enquanto que o paracetamol (PAR) é um farmaco
analgésico e antipirético, sendo dos medicamentos mais utilizados a nivel mundial.
Recentemente, alguns estudos sugeriram que o paracetamol e o diclofenac podem ter um
potencial disruptor endoécrino interferindo na homeostasia hormonal sexual. No entanto,

seu efeito vascular enquanto disruptor endécrino nunca foi estudado.

Objetivo: Assim, o objetivo deste estudo é investigar os efeitos do paracetamol e do
diclofenac nas células do muisculo liso da aorta do rato, sem endotélio, a fim de analisar seus

potenciais efeitos nao genémicos independentes do endotélio.

Material e Métodos: Utilizando a técnica padrao de banho de 6rgaos, contrairam-se os
anéis aorticos de ratos sem endotélio com noradrenalina (NA) a 1uM e cloreto de potassio
(KCI) a 6omM. Os efeitos do paracetamol e do diclofenac foram analisados em diferentes

concentracoes crescentes.

Resultados: Os resultados preliminares demonstraram que o paracetamol induz um
relaxamento da aorta, sendo este efeito vasorelaxante maior nas artérias previamente
contraidas com NA do que com KCl. No que concerne ao diclofenac, os resultados
demonstram uma menor atividade vasorrelaxante que o paracetamol. O efeito
vasorelaxante significativo maximo foi observado nas artérias contraidas com KCl. Por
outro lado, os resultados sugerem que o diclofenac ndo apresenta um efeito relaxante

significativo nas aortas de ratos contraidas com NA.

Discussao e Conclusao: Os dois farmacos induzem a um relaxamento nas células do
musculo liso vascular de rato sendo necessarios mais estudos para esclarecer o seu modo de
acao vascular. Estes efeitos parecem ser similares aos do estrogénio a nivel vascular o que
podera corroborar os trabalhos de investigacao que apontam estes farmacos como tendo

uma acao disruptora endocrina estrogénica.
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Abstract

Introduction: Endocrine disruptors are natural or synthetic compounds that can disturb
the homeostasis of the endocrine system in humans and animals. There are a few drugs that
have been defined as possible endocrine disruptors. Diclofenac (DCF) is a nonsteroidal anti-
inflammatory drug (NSAID) and Paracetamol (PAR) is an analgesic and antipyretic drug,
both are among the most used drugs worldwide. Recently, some studies suggested that
paracetamol and diclofenac can have endocrine disruptive potential through interference
with sexual hormonal homeostasis. However, its vascular effect as an endocrine disruptor

has never been analysed.

Objective: In this sense, the aim of this study is to analyse the Paracetamol and Diclofenac
effects on the rat aortic smooth muscle cells without endothelium in order to analyse its

potential non-genomic effects independent of endothelium.

Material and Methods: Using a standard organ bath technique, rat aortic rings without
endothelium were contracted with noradrenaline (NA) at 1uM and Potassium chloride (KCI)
at 6omM. The effects of Paracetamol and Diclofenac were analysed at different

concentrations.

Results: Preliminary results indicated that Paracetamol induces aorta relaxation with a
higher vasorelaxant effect in the arteries previously contracted with NA than with KCI.
Regarding Diclofenac, ours results demonstrate a lower vasorelaxant activity than
paracetamol. The maximal significant vasorelaxant effect was observed in the arteries
contracted with KCl. On the other hand, the results suggest that Diclofenac has no

significant relaxant effect in rat aortas contracted with NA.

Discussion and Conclusion: The two drugs induce relaxation on rat vascular smooth
muscle cells and further studies are needed to clarify their vascular mode of action. These
effects appear to be similar to those of estrogen on vascular level, what can confirm the

researches that suggest that these drugs can have a estrogenic endocrine disruptive action.
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Capitulo 1

1. Introducao

1.1  Enquadramento geral

O desenvolvimento cientifico e tecnologico permitiu significativos avancos que vieram
colmatar as necessidades médicas, cientificas, agricolas e industriais, possibilitando
grandes beneficios na qualidade de vida, saide e bem-estar do ser humano. No entanto,
apesar dos impactos positivos inerentes ao referido desenvolvimento, estes avancos
também trouxeram o chamado «reverso da medalha», isto é, efeitos negativos ao nivel da

saade.®

Assim, nas ultimas décadas, é cada vez maior a consciéncia e uma inerente preocupacao,
face ao potencial efeito disruptor endbcrino de algumas substancias e dos maleficios
provocados a saude humana e aos ecossistemas como consequéncia do aumento de

patologias endécrino-mediadas.®)-(3)

Hoje, sao conhecidas ou suspeitas cerca de 800 substancias quimicas, passiveis de interferir
com a homeostasia endocrina. Contudo, apenas uma pequena fracao destes produtos foi

investigada em testes capazes de identificar efeitos endocrinos evidentes em humanos.@

O sistema endécrino é indispensavel para a satide de todos os seres vivos. E constituido por
glandulas que secretam hormonas que atuam em pequenas concentracoes e momentos
precisos de forma a regular o crescimento e desenvolvimento do organismo, o seu
metabolismo, imunidade e o proprio comportamento. Assim sendo, infimas alteracoes na

homeostasia enddcrina, poderao ter repercussoes severas no mesmo organismo.(

1.2 Disruptores Endocrinos
Os Disruptores Endocrinos (DEs) sdo substancias ou misturas exégenas que conseguem
interferir com a acao fisiolégica das hormonas endogenas e consequentemente exercer

efeitos deletérios na satde dos individuos expostos e a sua descendéncia.(®

O tempo de laténcia entre a exposicao a DEs e o surgimento de repercussoes clinicas pode
ser longo manifestando-se, muitas vezes, anos apos a exposicao ter cessado. O efeito dos
DEs pode advir da acdo de metabolitos primarios e ou secundarios, provenientes da
metabolizacdo do composto principal.® Os DEs englobam um grupo ubiquo e heterogéneo
de compostos aos quais as pessoas estdo expostas no seu quotidiano ocupacional, através

da dieta ou no meio ambiente.
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Os DEs podem ser classificados em compostos naturais tais como os fitoestrogénios,
extratos de plantas ou fungos e em produtos sintéticos, na sua maioria, produzidos e
libertados pela atividade humana para os ecossistemas.? O tltimo grupo inclui quimicos
utilizados na agricultura e controlo de pragas (pesticidas, fungicidas, inseticidas),
compostos utilizados na producao de plasticos, lubrificantes, metais pesados, aditivos e

contaminantes alimentares, cosméticos e farmacos.®-©)

1.2.1 Vias de Exposicao

A exposicao aos DEs pode dar-se por via inalatoéria, cutanea ou pela ingestao de produtos
contaminados.(*) Estes compostos tém o potencial de atravessar a barreira placentaria,
sendo transmitidos por via vertical da mae para o filho, ou de serem excretados no leite

materno.©

O periodo durante o qual decorre a exposicdo aos DEs tem um impacto crucial na sua
toxicidade. A sensibilidade a desregulacao endocrina nao é a mesma em todos os recetores,
tecidos ou orgaos, sendo maior durante o desenvolvimento do tecido. Apesar de terem
repercussoes nefastas na satide em todas as idades e géneros, as gravidas e os grupos etarios

mais jovens, sao particularmente mais suscetiveis e sensiveis a estes xenobidticos.©-0v

A exposicdo a DEs durante o periodo embrionério, perinatal e em estadios de vida precoces
comporta maiores riscos do que em idades adultas devido a maior plasticidade, turnover

celular e imaturidade dos sistemas fisiologicos inerente a esses periodos de vida.(12)(13)

A exposicao a DEs pode ter efeitos adversos cumulativos sobre as futuras geragoes. Novas
evidéncias sugerem que a exposicdo numa fase precoce da vida deixa marcas epigenéticas
no genoma, o que podera acarretar um maior risco de patologia oncolégica (4 e

cardiovascular em fases mais tardias da vida.®5)(16)

2. Efeitos ao nivel da saude

Diferentes estudos indicaram a potencial relacdo dos disruptores endocrinos com distirbios
cardiovasculares, pulmonares, anomalias ao nivel do sistema reprodutor, disfuncao

tiroideia, disfuncao adrenal, patologia neurologica e desregulacao imunitaria.7)-(8),(9)

A interferéncia com diversos 6rgaos e sistemas demonstra que os DEs poderao estar
associados a uma multiplicidade de patologias tais como, infertilidade, sindrome do ovario
poliquistico, hipotiroidismo e patologias neurocognitivas como a doenca de alzheimer e

parkinson.(?
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Para além da infertilidade, os DEs também tém sido apontados como tendo efeitos
deletérios ao nivel do desenvolvimento do sistema reprodutivo masculino, incluindo
defeitos congénitos como criptorquidia e hipospadias. ®) Varios estudos tém apontado
alguns DEs como responsaveis pela desregulacdo do sistema imunitario e pelo

desenvolvimento de alergias e patologias como a asma.®?

A interferéncia ao nivel da homeostasia tiroidea, para além de repercussoes ao nivel do
metabolismo basal e no desenvolvimento de obesidade, podera estar envolvida na génese
de perturbacées neurocomportamentais na infancia, dado o papel crucial das hormonas

tiroideas no neurodesenvolvimento.(2

Estes xenobidticos, tém também, sido associados ao desenvolvimento de fatores de risco
cardiovasculares tais como, obesidade visceral, dislipidemia e resisténcia a insulina, cuja
coexisténcia pode culminar em sindrome metabolica.©-3) Em especial, estudos envolvendo
reconhecidos DEs com uma acdo moduladora seletiva dos recetores estrogénicos (SERM)
tém demonstrado o potencial destes compostos em provocar desequilibrios ao nivel do
sistema cardiovascular repercutindo-se no desenvolvimento de patologias como a
hipertensao. Esta disrupcao, podera verificar-se durante periodos de maior plasticidade,
como o periodo fetal, durante o qual a exposicao a este DEs podera repercutir-se em
alteracOes genomicas no sistema cardiovascular, criando as condigdbes para o

desenvolvimento, durante a vida adulta de patologias como a hipertensao.¥

No que concerne a patologias do foro oncolégico a exposicao a DEs podera aumentar o risco
de desenvolvimento de cancros ginecol6gicos hormono-dependentes, tais como os cancros
da mama, do ovéario e do endométrio e de tumores das células germinativas do testiculo, nos

homens. @5

2.1.1 Mecanismos de Acao

Estas moléculas tém carateristicas semelhantes as hormonas. Os mecanismos através dos
quais desempenham a sua a¢ao envolvem uma interferéncia no dominio da biossintese
hormonal, da ligagdo a proteinas e da sua distribui¢do no organismo, alteracoes ao nivel do

metabolismo, e também a ligacao a recetores hormonais nucleares e nao nucleares.

Os DEs podem exercer a sua acao através de via genomica ou de mecanismos nao

gendmicos. 20

No que respeita a via genémica, os seus efeitos decorrem da ligacao a recetores nucleares
(recetores de androgénio, de estrogénio, de progesterona, e de aril-hidrocarboneto), nos

quais estes compostos vao exercer agdes agonistas ou antagonistas, culminando na
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estimulacdo ou inibicdo de mecanismos de transcricdo ou pos transcricao celular e na

subsequente alteracdo da expressao genética.

Relativamente aos efeitos relacionados com a via ndo genomica, estes podem ocorrer
através da promocao de stress oxidativo, da ligacao a recetores membranares de hormonas
esteroides ou a recetores acoplados a proteina G produzindo alteracdes ao nivel da

sinalizacdo intracelular a jusante.(*

Os DEs interferem com os normais mecanismos epigenéticos, com repercussoes ao nivel da
expressao genética. ? Esta interferéncia ao nivel da programacao epigenética, durante o
desenvolvimento, fomenta mecanismos moleculares que aumentam a suscetibilidade para

o desenvolvimento de patologias em idades mais tardias. 27

2.2 Produtos Farmacolégicos

Os medicamentos para além da acdo farmacologica pretendida, ndo sao desprovidos de
efeitos adversos, sendo que alguns estudos tém demonstrado o potencial de alguns destes
em exercerem acoes disruptivas endocrinas. Alguns dos farmacos com este potencial,
incluem anti-inflamatorios nao esteroides (AINEs), hormonas sexuais, glucocorticoides,
antiarritmicos, anti hipertensores, medicamentos antidislipidémicos, antidepressivos e

antipsicoticos. (18):(28),(29)

Apesar da crescente consciéncia do papel de alguns medicamentos na perturbaciao da
homeostasia endocrina, o namero de farmacos definidos como disruptores endocrinos,
ainda é escasso em consequéncia da falta de realizacdo de testes através dos métodos

disponiveis.(13)

A problematica do efeito dos farmacos na disrupcdo endocrina nao se restringe a
administracdo destes em virtude da doenca, mas também a sua perpetuacao no meio
ambiente numa espécie de ciclo vicioso, e a consequente entrada na cadeia alimentar.
Alguns produtos farmacolégicos constituem um grupo emergente de contaminantes
ambientais. A capacidade de interferirem em mecanismos enziméaticos e metabolicos, de
resistirem a degradacao metaboélica e de serem farmacologicamente ativos entre um elevado
nimero de espécies, acrescida a capacidade de serem biologicamente ativos em baixas

concentracoes, exponencia o seu potencial deletério.0)

Muitas vezes, as acoes deletérias destes farmacos, em combinacao, sdo superiores quando

comparadas com os mesmos efeitos quando isolados.sv:(32)
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2.3 Anti-Inflamatérios Nao Esteroides
Os AINEs sao das classes farmacolégicas mais utilizadas e prescritas no mundo. Sdo um

grupo muito heterogéneo de fairmacos presentes no mercado global.

Configura-se como uma classe de medicamentos com excelente reputacao no seio da
populacao em geral, amplamente utilizados em contexto de automedicacao e profilaxia,

muitas vezes, de forma indiscriminada.(33)34)

Os trés principais efeitos terapéuticos desta classe de medicamentos sdo a acdo anti-
inflamatoria, analgésica e antipirética. Sao farmacos considerados para tratamentos a curto
prazo de condicOes dolorosas comuns, incluindo cefaleias, e para terapias de longo prazo,
como sejam as patologias inflamatorias cronicas, incluindo a osteoartrite e a artrite

reumatoide.

Neste grupo de farmacos, faz-se a distin¢ao entre os AINEs nao seletivos ou tradicionais e
os AINEs seletivos para a COX-2.(34

2.3.1 Mecanismo de acao

Apesar de existirem diferencas estruturais, farmacocinéticas e farmacodinamicas entre os
farmacos referidos, assume-se que os seus efeitos farmacologicos estdo relacionados com
um mecanismo similar, que consiste na inibicao da cicloxigenase (COX) e o consequente

bloqueio da cadeia de conversao do 4cido araquidénico em mediadores pro-inflamatorios.

Héa pelo menos 2 isoformas conhecidas de COX, a COX-1 e a COX-2. Apesar de estarem
relacionadas entre si e de catalisarem a mesma reagao, estas enzimas divergem entre si na
sua regulacao e expressao em tecidos diversos. A enzima é bifuncional, com a atividade de
cicloxigenase de acidos gordos. Aquela catalisa a conversao do acido araquidénico em
prostaglandina G.(PGG.) e a atividade de prostaglandina hidroperoxidase catalisando a

conversao de PGG. em PGH..(5)

A COX-1 é uma isoenzima constitutiva com func¢oes preponderantes na manutencao da
homeostasia dos tecidos. E responsavel pela producio de prostaglandinas envolvidas na
agregacao plaquetaria, homeostasia vascular, citoprotecao gastrica, na modulacao do fluxo

sanguineo renal e na percecdo da dor. E a tnica isoforma expressa nas plaquetas.

Por sua vez, a COX-2 é uma enzima induzivel geralmente ausente em condi¢oes basais na
maioria dos tecidos normais. A sua expressao é geralmente induzida por mediadores
inflamatorios (interferao-y, TNF-a, IL-1), hormonas, hipoxia tecidual catalisando a

producdo de prostaglandinas em contexto inflamatério e oncologico. E expressa
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constitutivamente no cérebro, medula espinal ossos e rim. A sua atividade é importante na

regulacao do fluxo sanguineo glomerular e no equilibrio hidroeletrolitico.(33)(34)

O acido araquidonico é um acido gordo insaturado com 20 carbonos, produzido a partir dos
fosfolipidos da membrana celular através da acao da fosfolipase A.. O metabolismo do 4cido
araquidonico (AA) da-se através de duas vias enzimaticas principais: a da cicloxigenase que
estimula a producao de prostaglandinas (PGs) e de tromboxano (TXA.) e a lipoxigenase

responsavel pela producao de leucotrienos e lipoxinas-(36)

A producao de prostaglandinas depende da atividade de ambas as isoformas da COX. Na
primeira reacao o acido araquidonico é metabolizado em PGG., que através da acdo da
peroxidase forma a PGH.. Esta é convertida por isomerases e sintetases especificas em cinco
prostaglandinas biologicamente ativas: PGD., PGF.a, PGE,, PGI. E TXA,.G?

A COX-1induz a sintese de TXA., nas plaquetas, um potente agente vasoconstritor e indutor
da adesdo e agregacao plaquetéria, produzido através da acdo da enzima tromboxano

sintetase.

Contrariamente, a COX-2 induz a sintese de PGI, nas células endoteliais através da
prostaciclina-sintetase, responsavel pela formacao da PGI,, um vasodilatador e potente
inibidor da agregacao plaquetaria. A PGIL,, devido a inibi¢ao da atividade simpética ao nivel

do epicardio, tem uma acao antiarritmica endégena.(s®)

As prostaglandinas e tromboxano, desempenham uma funcao crucial na manutencao da
homeostasia e na mediagdo da resposta inflamatéria. Exercem os seus efeitos através da

ligacdo a recetores acoplados a proteina G.(39
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Figura 1 - Via da COX e sintese de prostaglandinas, retirado de (Kawahara et al., 2015) (40

As acOes farmacolégicas dos AINEs, devem-se a inibicio das enzimas COX e
consequentemente ao decréscimo da sintese de PGs, culminando na redugao da inflamacao,

dor e febre.

A PGE,, PGF. e a PGD., (sendo esta tltima a principal prostaglandina produzida na via dos
mastocitos), causam vasodilatacao e edema. A acao anti-inflamatéria destes farmacos deve-
se essencialmente a diminuicdo da producao destas PGs. A PGE. e a PGI, medeiam as
respostas nociceptivas centrais e periféricas, sendo que a inibicdo da sua sintese é o

principal mecanismo responséavel pelo efeito analgésico dos AINEs.

Num contexto febril, a PGE, esta também aumentada provocando a elevacao do set-point
do termostato hipotalamico. Assim, o efeito antipirético dos AINEs deve-se

prioritariamente a inibicao desta prostaglandina.

A PGE. e a PGI,, protegem a mucosa gastrica contra os efeitos erosivos do acido do
estbmago e s3o as prostaglandinas com funcbes renais mais bem estabelecidas,
acreditando-se que incrementam a secrecao de potéassio devido a ativacdo do sistema
Renina-Angiotensina e da secrecdo de Renina. A PGE. medeia a reabsorcao de sédio no
tabulo distal renal. Assim, a inibicao destas prostaglandinas, fulcrais na protecao gastrica e
na manutencao homeostasia, é responsavel pelos efeitos deletérios a nivel gastrico e renal,

associados a esta classe de farmacos. 37,39

Para além do efeito toxico renal e no dominio gastrointestinal, os AINEs, estao associados
a ocorréncia de eventos cardiovasculares. Os mecanismos relacionados com os possiveis

efeitos deletérios no sistema cardiovascular incluem uma disfuncao endotelial e a reducao
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da producao de 6xido nitrico (NO) contribuindo para a aceleracdo da formacao da placa
aterosclerotica, uma interferéncia com a homeostasia renal e o consequente aumento da
pressao arterial 37 e uma toxicidade dos cardiomiocitos devido ao dano oxidativo mediado

por disfun¢do mitocondrial e dos proteossomas.“?

2.3.2 Diclofenac

O diclofenac é um AINE nao seletivo derivado do 4cido fenilacético com acdo anti-
inflamatoria, analgésica e antipirética. Ao contrario de outros AINEs, o diclofenac, é um
inibidor mais potente da COX-2 do que da COX-1.42

O DCF é o AINE mais utilizado nos paises de baixo, médio e alto rendimento.58 E utilizado
em diversas condi¢does médicas, tais como no controlo da febre em quadros infeciosos, no
tratamento sintomatico da dor e inflamacao em patologias osteoarticulares, na colica renal,

e no controlo da dor visceral no p6s- parto e em contexto de patologia oncologica.“2

Devido ao uso, muitas vezes indiscriminado, constitui um dos principios ativos

farmacolégicos, comummente detetados nos ecossistemas aquaticos em todo o mundo.“3)

Tal como a maioria dos AINEs, o diclofenac inibe a sintese de prostaglandinas pro-
inflamatérias e nociceptivas no sangue e nos tecidos. E um dos mais eficazes inibidores da
producao da PGE., tendo sido reportada, na sua capacidade de inibicao COX, uma poténcia

3 a 1000 vezes em relacao a outros AINEs.4)

Alguns estudos demostraram, que para além de inibir a producdo de PGs, este farmaco
reduz também a producao de leucotrienos, através da inibicdo da enzima lipoxigenase.
Supde-se que o seu mecanismo de acao englobe também a inibicao da fosfolipase A2, sendo

que estes mecanismos de acao adicionais poderao explicar a alta poténcia deste farmaco.2

Para além dos efeitos secundarios inerentes ao seu mecanismo de acao farmacologica e
comuns aos restantes fairmacos do mesmo grupo, diversos estudos tém sugerido que o
diclofenac possa atuar como disruptor endocrino com interferéncia, nomeadamente, na

homeostasia hormonal sexual.

Efeito disruptor endocrino

Alguns estudos tém revelado um potencial efeito disruptor endocrino estrogénico, apos
exposicao cronica a DCF, através de interferéncia com o eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal,
patente pela reducao da expressdao de genes de hormonas pituitarias, como a hormona

luteinizante (LH).“5
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Foi demonstrado em estudos in vivo, a capacidade do DCF em atuar como um indutor da
biossintese da proteina do ovo vitelogelina (VIG), um marcador classico de atividade
estrogénica, nos hepatocitos de Oreochromis niloticus 45, e em Xenopus laevis. No mesmo
estudo realizado em X. Laevis, a exposicao a DCF conduziu a desequilibrios das hormonas

sexuais verificando-se uma reducdo da relacao androgénio/estrogénio.“®

Estudos in vitro realizados em peixes Cyprinus carpio, com o intuito de avaliar a
interferéncia do DCF ao nivel da sintese de androgénios, demonstraram a capacidade deste
farmaco em inibir em 56% a atividade enzima C17,20-liase (CYP17) com concentragoes de
1 mM. Esta enzima tem um papel chave na producao de androgénios sendo responsavel pela

conversao de 17a-hidroxiprogesterona em androstenediona.“?

A acao do diclofenac em recetores de estrogénio foi estudada in vitro em linhas celulares do
carcinoma mamario humano, T47D. Verificou-se uma acao antagonista nos recetores de
estrogénio com uma concentracao inibitéria média (IC50) de 63,09. A sua capacidade de
inibicdo dos recetores de estrogénio e testosterona foi avaliada em Saccharomyces
cerevisiae tendo-se constatado um antagonismo dos respetivos recetores com um IC50 de

9.45 UM e de 17,6 M 28

Em ensaios de luminescéncia da enzima luciferase em linhas celulares MDA-kb2, o DCF
apresentou uma atividade antagonista nos recetores estrogénicos (ER) e uma acdo agonista

e antagonista mista dos recetores androgénicos.

Num estudo in vitro em linhas celulares do carcinoma humano que expressam recetores de
androgénio e de glucocorticoides (MDA-kb2) e células pituitarias de rato (GH3) foi
constatada acdo antagonista do diclofenac nos recetores de glucocorticoides (GR) e em

recetores tiroideios (TR) com ICs, de 2,1 x105M e de 9,9 x 10°° M respetivamente.(3)

Cl

Figura 2 - Estrutura quimica do Diclofenac, retirado (Klopd¢ic, I et al. 2018) (3)
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2.4 Paracetamol

O Paracetamol é um derivado do para-aminofenol e constitui um dos farmacos mais
utilizados a escala mundial, sendo uma terapéutica de primeira linha no tratamento da dor
leve a moderada associada a osteoartrose.?” Constitui, muitas vezes, o farmaco de eleicao
em doentes nos quais a administracao de AINEs nao é aconselhada como em doentes com
bronquite asmaética, em criancas com idade inferior a 12 anos e no contexto, por exemplo,

de discrasias sanguineas e de tlcera péptica.“®

O perfil de seguranca presumido do paracetamol tornou-o numa escolha popular de
analgésicos entre mulheres gravidas. De facto, o paracetamol é o tinico analgésico que a U.S.
Food and Drug Administration (FDA) considera seguro e recomendéavel durante a

gravidez.49)

Embora tenha sido descoberto ha mais de 100 anos e amplamente utilizado ha mais de 50,

o seu mecanismo de acao ainda nao se encontra totalmente desvendado.s

Alguns estudos sugerem que o paracetamol funciona como um inibidor da COX no sistema
nervoso central e interage com as vias anti nociceptivas de sinalizacdo endocanabinoide e
vanildide, o que podera explicar o seu efeito sedativo moderado nas criangas.(5? Outros
sugerem que o paracetamol exerca uma inibicao preferencial da COX-2, o que pode explicar
a diminuta toxicidade gastrointestinal exercida quando comparado com os AINEs. Esta
inibicao preferencial da COX-2 podera estar implicada no aumento do risco cardiovascular

verificado em estudos, inerente a utilizacao prolongada do farmaco G5

O mecanismo de acao do paracetamol difere dos AINEs e dos inibidores seletivos da COX-
2. Enquanto que os restantes fairmacos inibem a atividade da COX através de inibicao
competitiva com o acido araquidonico pelo sitio ativo da enzima, tem sido sugerido que o

paracetamol atue como agente redutor na componente peroxidase da COX.

Ao atuar como agente redutor do catido protoporfirina IX de ferro (Fe4*=OPP*) vai provocar
uma diminuicdo do radical tirosil-385, crucial na conversao do acido araquidonico a PGG..
A reducdo deste radical repercute-se na reducdo da producio de PGG,. Como os
hidroper6xidos oxidam a porfirina no local da peroxidase, a inibicdo da COX pelo

paracetamol é reduzida por altos niveis de peroxido.

Apesar de ter propriedades analgésicas e antipiréticas como os AINEs, este medicamento
difere dos farmacos pertencentes a este dltimo grupo, pois apresenta um limitado poder
anti-inflamatoério e uma baixa incidéncia dos efeitos colaterais gastrointestinais nas doses

terapéuticas recomendadas. A sua fraca acdo anti-inflamatéria pode dever-se as altas
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concentracoes extracelulares de 4cido araquidonico e peroxido nos tecidos inflamatorios o

que diminui a acao do referido farmaco.“®

\ CH,
uojij I)r

Figura 3 - Estrutura quimica do Paracetamol, retirado (Klopci¢, I et al. 2018) (13)

Efeito disruptor endocrino

Estudos in vitro, em linhas celulares MDA-Kb2, utilizando o ensaio de luciferase
demonstraram a atividade agonista do paracetamol nos recetores androgénicos e nos
recetores de glucocorticoides, com EC;5, de 1,7 x 10 7 e de 1,4 x 104 M respetivamente. Foi
também verificado um efeito antagonista nos recetores androgénicos com concentracao
menor de ICs;, 1,2 x 10°M. No mesmo estudo constatou-se, também, uma atividade

antagonista nos recetores das hormonas da tiroide com IC 5, de 6,6 x10°¢ M. (13)

Por outro lado, em experiéncias in vivo realizadas em peixes Rhamdia quelen foi verificado
um aumento dos niveis de estradiol nos peixes submetidos a concentracao de 2,5 ug/L de
paracetamol durante 21 dias e reducao dos niveis de testosterona de 58,4 % e de 70,7 % nos
peixes expostos a concentragoes de 0,25 e 2,5 ug/L, respetivamente. No mesmo estudo
verificou-se, também, um aumento dos niveis dos neurotransmissores dopamina (DA) e
serotonina (5-HT) com a concentracao de 0,25 pg/L, que tém uma acdo inibitoria e

estimuladora do eixo hipotalamo-hipo6fise-gonadal respetivamente.(5?

Num outro trabalho de investigacido realizado em ratos transplantados com células
testiculares humanas, que foram sujeitos a doses de paracetamol equivalentes as utilizadas
por humanos, de 60 mg/Kg/dia durante um periodo de 7 dias foi reportado um decréscimo

do nivel de testosterona fetal.(52

Ensaios realizados em células de leydig fetais de rato expostas a varias concentracoes de
paracetamol demonstraram uma reducao da producdo de testosterona. Estes resultados
foram significativos ap6s 24 horas de exposicao a concentracao de 100 uM, apos 48 horas
de exposicao a contracoes de 1 uM e de 100 uM e apds 72 horas com concentracoes de 0,5,

1e 10 pM.63)
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Em linhas celulares do adenocarcinoma humano (H295R), expostas durante 48 horas a
concentracdo de 100 mg/L de paracetamol, ficou patente um aumento significativo da
producao de estradiol (E2) em detrimento da reducao dos niveis de testosterona. Verificou-
se, apds exposicao a concentracao de 100 mg/L, um aumento da transcri¢cao do gene CYP19,
responsavel pela codificacao da enzima aromatase. Constatou-se também, um aumento da
sintese da proteina vitelogenina em peixes macho Oryzias latipes expostos a concentracoes

de 0.95 mg/L de paracetamol.(54

Experiéncias realizadas em linhas celulares humanas adrenocorticais (NCI-H295R),
confirmaram uma reducdo da producao de testosterona quando as células foram

submetidas a concentracoes de 105 e 10-4 M durante 48h e 24 horas respetivamente. (55)

2.5 Células Musculares Lisas
As artérias e as arteriolas sao fulcrais para a homeostasia cardiaca através da manutencao
da resisténcia vascular, contribuindo para a regulacao da pressao arterial e perfusao dos

diferentes 6rgaos e tecidos, de forma a suprir as suas demandas metabdlicas.

O célcio atua como mensageiro intracelular das células musculares lisas que compdem a
tinica média das artérias. E um ido fundamental na excitacio, contracdo e proliferacio das
células do musculo liso vascular. A manutencao do tonus vascular faz-se através do controlo
da atividade da miosina-quinase da cadeia leve e do grau de fosforilacdo das cadeias leves

de miosina de 20 kD.

As células musculares lisas expressam varios canais tais como os canais de célcio
dependentes de voltagem (VGCCs), canais de K*, recetores de potencial transitorio (RPT) e

canais Cl-.6

Os VGCCs da membrana plasmética e as reservas intracelulares de Ca2* do reticulo

sarcoplasmatico (RS) constituem as fontes primarias do catiao Caz2*.

O céalcio extracelular entra nas células por intermédio de VGCCs, ativados pela
despolarizagdo da membrana plasmaética, nomeadamente através dos canais de calcio do
tipo L (LTCC), dos canais de célcio operados por recetor (ROC) e dos canais operados por
depositos intracelulares (SOC). O Ca2* das reservas intracelulares é libertado do reticulo
sarcoplasmatico (RS) através dos recetores de rianodina (RyR) e dos recetores do trifosfato
de inositol (IP3R), o que conduz a ativacao de canais de potassio de elevada condutancia
ativados por calcio (BK). A abertura dos BK leva ao efluxo do K*, provocando a
hiperpolarizagio da célula e consequentemente o encerramento dos VGCC. Tal efeito limita

a contracao celular através da reducao dos niveis de Ca2* intracelulares.(?
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Inversamente, o encerramento dos canais de K* conduz a despolarizacao da célula, o que
leva a abertura dos VGCC, e se repercute num aumento do Ca2* intracelulares e,

consequentemente, em vasoconstricao celular. 68

Os mecanismos de remocao de Ca2* reduzem a concentracdo de Ca2* livre citosolico.
Aqueles incluem a Ca2*ATPase da membrana plasmatica (PMCA), o trocador de Na *+/ Ca2*
(NCX) que transportam Ca2* para fora da célula. O reticulo sarcoplasmatico possui bombas
Ca2t - ATPase (SERCA) que transportam ativamente o calcio contra o gradiente
eletroquimico, fazendo com que o ido seja acumulado no seu interior e volte aos seus niveis

basais.(67:(59

2.6 Efeito do Estrogénio a nivel Vascular

Os estrogénios endogenos sdo essenciais em muitos processos fisioldgicos, incluindo o
desenvolvimento sexual e reprodutivo, o metabolismo lipidico e dos hidratos de carbono,
na cognicao, no comportamento e na regulacao do sistema muscular esquelético. No que
concerne ao sistema cardiovascular, estas hormonas sao fulcrais na manutencao da
homeostasia cardiovascular, interferindo no desenvolvimento de patologias como a
hipertensdo e a doenca arterial coronaria. O estrogénio pode atuar no sistema
cardiovascular através de acoes diretas ao nivel das células vasculares, tais como as células
endoteliais, as células do musculo liso vascular e cardiomiécitos, ou indiretamente através
de efeitos sistémicos antioxidantes e anti-inflamatoérios. Esta hormona, tem acoes
moduladoras ao nivel da inflamacdo que constitui, muitas vezes, o gatilho para o

desenvolvimento de patologias cardiovasculares.

Para além dos recetores de estrogénio classicos ERa, ER que sao conhecidos mediadores
dos efeitos vasculares dependentes de estrogénio, mais recentemente, foi identificado
também um recetor transmembranar intracelular de estrogénio acoplado a proteina G

(GPER) também expresso no sistema cardiovascular.(¢)

Os recetores ERa, ER[ sdao expressos no nucleo e citoplasma das células, onde funcionam
como fatores de transcricdo, mas também na membrana citoplasmatica das células
musculares lisas e das células endoteliais®), e na membrana de organelos tais como a
membrana mitocondrial e do reticulo endoplasmatico. Ambos os recetores sao expressos no
tecido adiposo e no sistema cardiovascular sendo o ERa amplamente expresso no sistema
nervoso central e em tecidos periféricos tais como o tecido adiposo, o sistema
cardiovascular, o musculo esquelético e as células imunes (células dendriticas, monécitos,
macrofagos). O ERf é expresso primordialmente nos ovarios, pulmao, bexiga, células

hematopoiéticas e no trato gastrointestinal.
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Embora os estrogénios medeiem muitos dos seus efeitos biologicos através de recetores que
atuam no dominio da expressao genética, sabe-se que também ativam as vias nao
gendmicas, através de recetores expressos na membrana plasmaética, responsaveis pelos
seus efeitos rapidos.(®2 Hoje, sabe-se que os recetores citosolicos para além de respostas

gendmicas podem também ser responsaveis por efeitos nao genémicos dos estrogénios.©?

2.6.1 Efeitos Genomicos

No que concerne a via gendémica, o estrogénio liga-se ao ERa e Erf} intracelulares, formando
um complexo que dimeriza e entra no ntcleo. Uma vez no niucleo, o mesmo liga-se a
elementos de resposta ao estrogénio (ERE) e a fatores de transcri¢ao na regiao promotora
do gene para regular a expressao de genes alvo no nicleo, como o fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF).

Assim, o estrogénio aumenta ou diminui a expressao de genes alvo através da interacdo com
locais especificos do DNA e com proteinas co reguladoras incluindo co ativadoras e co

repressoras.(©3)

2.6.2 Efeitos Nao Genomicos

Os efeitos nao genoémicos, sao respostas rapidas independentes da expressao genética e da
sintese proteica que envolvem a modulacao de proteinas membranares e citoplasmaticas.
Estes efeitos vasculares ocorrem em minutos ou segundos e envolvem a ativacao de cinases,
do 6xido nitrico sintetase (NOS), da enzima adenilato ciclase, fosfatases e alteracao do fluxo

i6nico através das membranas.(64).(65)

Os efeitos vasculares rapidos, podem dividir-se em efeitos vasorelaxantes dependentes do
endotélio que incluem vias mediadas por 6xido nitrico (NO), prostaciclina (PGI.) e fatores
hiperpolarizantes e mecanismos independentes do endotélio envolvendo essencialmente a

modulacao do fluxo membranar de ides de Calcio (Ca2*) e Potassio (K*).(66).(67)

Os efeitos diretos cardioprotetores do estrogénio englobam acées da hormona ao nivel dos
ERs membranares e citosélicos classicos, mas também no recetor GPER. O recetor GPER
foi descoberto mais recentemente do que os ER e consiste num recetor acoplado a proteina

com 7 dominios transmembranares. (67

A ativacido do GPER pode mediar multiplos efeitos cardiovasculares protetores, através da
via do NO. Estudos tém demonstrado que a ativacao do GPER ¢ fulcral para a producao de
NO endotelial, sendo que esta acao é dependente da ativacao da cascata intracelular c-Src
/EGFR/ PI3K /ERK. Pensa-se que cerca de 50% da acdo vasodilatadora dependente do

endotélio do estrogénio seja mediada por este recetor.(©8)
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Aligacao do E2 a ERs na membrana plasmatica conduz a ativacao das vias de PI3K / Akt e
MAPK, aumentando rapidamente a fosforilacao de eNOS e a producao de NO, um potente
vasodilatador. Os recetores nucleares ERa e Erf3 também tém sido implicados na sintese de
NO.9 0 E2 também se liga a ERs localizados na membrana mitocondrial, contribuindo um

aumento da sobrevivéncia celular através da reducao do stress oxidativo celular.(©3)

A contracao do musculo liso implica a ligacao de agonistas, tal como noradrenalina, ao seu
recetor. Esta ligacdo estimula a ativacao da fosfolipase C (PLC) que catalisa a hidrolise do
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) para produzir dois segundos mensageiros

intracelulares, o inositol1,4,5-trifosfato (IP3) e o diacilglicerol (DAG).

O IP3 vai provocar um aumento do Ca2* do sarcoplasma, através da ligacao a recetores
especificos de IP3 (RIP3) localizados na membrana do reticulo sarcoplasmaético,
provocando uma alteracao da conformacao do recetor e formando um canal que permite a

libertacao controlada do Ca2* das reservas intracelulares no sarcoplasma.

O Ca2*, por sua vez, liga-se a calmodulina (CAM) que ativa a proteina cinase da cadeia leve

da miosina (MLC), a qual fosforila a cadeia leve de miosina e inicia a contracao do MLV.

O DAG em conjunto com o Ca2* ativa a proteina cinase C (PKC), que aumenta a

sensibilidade do miofilamento ao Ca2* mantendo a contragao vascular.

Os possiveis efeitos diretos vasorelaxantes nao gendémicos, independentes de endotélio, do
estrogénio ao nivel do musculo liso sdo mediados através de ERs da membrana plasmatica,
inibindo os mecanismos de contracdo do musculo liso ativados por agonistas como a NA.
Aqueles incluem a ativacdo dos canais de K+, levando a hiperpolarizacdo celular com
consequente inibicdo dos VGCC, o que se repercute na inibicdo da entrada de Ca2*. Tais
efeitos tém como consequéncia a inibicdo da fosforilacio da MLC dependente de Ca2* e
consequentemente a inibicdo da contracdo do misculo liso vascular. O estrogénio pode
também inibir a PKC e / ou a via da MAPK e assim inibir a contracdo do misculo liso

vascular. (66
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Figura 4 - Efeitos genémicos e ndo genémicos do estrogénio no musculo liso vascular. PLC: fosfolipase C; CAM:
calmodulina; PKC: proteina cinase C, ER: receptor de estrogénios; SR: reticulo sarcoplasméatico; MLCK:, cinase
das cadeias leves de miosina; ML: cadeias leves de miosina; GF: fator de crescimento; R, receptor; CaD,
caldesmona. Retirado de (Orshal JM et al. 2004) 66

2.7 Motivacao e objetivos

O conceito de disruptor endocrino passou de um tema obscuro para algo bastante presente
na atualidade cientifica. A consciéncia crescente das suas repercussoes nefastas ao nivel do
organismo e do seu impacto no desenvolvimento de patologias relevantes na mortalidade e
morbilidade mundiais tais como hipertensao, diabetes mellitus, obesidade, cancro e

infertilidade, tornou este tema objeto de estudo atual.

Em consequéncia, tém sido identificadas diversas moléculas como tendo propriedades
disruptoras endocrinas, sendo que alguns farmacos sdo apontados como tendo também a

capacidade de interferir com a homeostasia endocrina.

O diclofenac e o paracetamol sao farmacos utilizados a escala mundial e as suas potenciais
propriedades disruptoras endocrinas foram demonstradas em estudos recentes,

nomeadamente através da interferéncia da homeostasia hormonal sexual.

Contudo, a sua interferéncia ao nivel do sistema cardiovascular, ainda nao foi investigada.
Ora, sendo as doencas cardiovasculares a principal causa de mortalidade no mundo, trata-

se de um objeto de estudo de especial relevancia.
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Pelo exposto, o objetivo deste trabalho de investigacao é estudar os efeitos nao genémicos

do diclofenac e do paracetamol no sistema cardiovascular utilizando, para isso, a artéria

aorta do rato.
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Capitulo 2

3. Materiais e Métodos

3.1 Extracao e Preparacao dos anéis da artéria aorta toracica do rato

Como modelo animal foram utilizados ratos da estirpe Wistar (Charles-River, Barcelona,
Espanha), adultos de 2 meses, com o peso mediando entre os 400 e os 500g. Os animais
foram mantidos em condicoes apropriadas e aclimatizados durante um periodo de pelo
menos uma semana com ciclos de luz/escuro de 12 horas diarias. A alimentacio e a agua

foram fornecidas ad libitum.

Posteriormente os animais foram eutanasiados em camara de CO. e submetidos a

toracotomia através da qual se removeu a artéria aorta toracica.

O segmento toracico da artéria foi cuidadosamente dissecado e imerso em meio de Krebs
modificado e termostatizado (37°C) seguindo o protocolo padrao usado no laboratorio de
fisiologia. A composicao da solucao modificada de Krebs foi (mmol / L): NaCl(119), KCI(5),
CaCl,.2H,0(2,5), MgS0,.7H.0(1,2), KH.PO,(1,2), NaHCOs(25), EDTA-Na.(0,03),acido L-
(+)- ascorbico(0,6) e glucose(11)-(pH 7,4).

A artéria foi isolada e limpa, sendo removida a gordura e o tecido conjuntivo. O endotélio
vascular, foi removido mecanicamente através de friccdo suave com introducdo de uma

haste fina de metal através do ltmen arterial.

A aorta extraida e posteriormente imersa em solucao de Krebs, foi cortada em segmentos

que tinham entre 4 e 5 mm de comprimento.

Todos os procedimentos foram executados em conformidade com as leis e diretrizes
europeias (diretiva 86/609) e nacionais (Decreto-Lei n®113/2013, de 7 de agosto), para
garantir a conformidade ética e o cumprimento das regras relativas ao bem-estar animal na

investigacao.(©?)

3.2 Preparacao das Solucoes
Foi preparada uma solucao stock de diclofenac (0,1 M) e de paracetamol (1 M) dissolvida

em etanol puro.
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As solucgoes de diclofenac (0,1 nM — 100 uM) e de paracetamol (0,1 nM — 1 mM) testadas
foram preparadas diariamente através de diluicOes sucessivas, a partir da solucao stock,

utilizando uma solucao de Krebs modificada para banho de 6rgaos como solvente.
3.3 Estudo de contratilidade arterial

Os anéis da artéria aorta foram suspensos no banho de o6rgaos (LE01.004, Letica)
preenchido com 10 ml soluc¢ao de Krebs modificada a 37°C gaseificada continuamente com

carbogénio.

A medicao de tensdo em gramas (g) foi realizada utilizando transdutores isométricos
(TRI201, Panlab SA, Espanha), interface PowerLab / 4SP (ML750, ADInstruments) e

sistema computadorizado com software Charts PowerLab (ADInstruments).

A tensdo da parede vascular foi normalizada sendo estabilizada a uma tensdo ideal de
repouso (2 g). Durante este periodo, os tecidos foram lavados a cada 15 min com solucao de
Krebs modificada.

Terminado o periodo de estabilizacao e das varias lavagens, os anéis adrticos foram
primeiramente contraidos com noradrenalina a 1uM (NA) de forma a testar a viabilidade
das artérias e a auséncia de endotélio foi confirmada pela auséncia de relaxamento em

resposta a administracao de acetilcolina (ACh).

Apos a confirmacao da viabilidade e da auséncia de endotélio, as artérias foram lavadas trés

vezes durante 15 minutos com uma solucao modificada de Krebs.

45 minutos depois, os anéis foram entao contraidos com NA a 1 uM. Quando se alcancou
um patamar estavel de contracado maxima, analisaram-se os efeitos do diclofenac na mesma
contracdo. Foram testadas concentracoes cumulativas (0,1 nM-100 uM) de amostras de

DCF dissolvidas em etanol adicionadas em concentracoes crescentes.

Os anéis arteriais e o sistema foram lavados com solucao modificada de Krebs 3 vezes
durante 15 min. Apoés estas lavagens, durante um periodo de aproximadamente 45 min, foi
adicionado outro agente contratil, KCI 6omM. Posteriormente, foram adicionadas as
mesmas concentragoes cumulativas de DCF testadas anteriormente, para avaliar os seus
efeitos nas artérias. Em todas as experiéncias, realizaram-se procedimentos de controlo em
paralelo usando a mesma quantidade de etanol usada para preparar cada amostra de

solucdo experimental.
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As mesmas experiéncias foram realizadas com o Paracetamol, testando concentragoes
cumulativas numa faixa de 0,1 nM- 1 mM em artérias previamente contraidas com NA 1 uM
e KCl 60 mM.

3.4 Avaliacao da Viabilidade celular (Ensaio MTT)

O MTT consiste num teste colorimétrico que permite avaliar a viabilidade celular e a
proliferacao in vitro de uma populacao celular. Este teste mede a capacidade de as células
viaveis reduzirem o sal tetrazolio (MTT) a formazan de cor parpura, mediante a atividade

das enzimas desidrogenase mitocondriais.

A capacidade da producao de formazan funciona como marcador de viabilidade celular,

sendo diretamente proporcional a esta.

As células confluentes do musculo liso da aorta toracica do rato (Ayrs) foram expostas a
diferentes concentragoes de Paracetamol (0,1 nM, 1 nM, 10 nM, 0,1 uM, 1 uM, 10 uM, 0,1
mM, 0,5 mM, 1 mM, 5 mM e 10 mM) e de Diclofenac (0,1 nM, 1nM, 10 nM, 0,1 uM, 1 uM,

10 uM, 0,1 mM, 0,5 mM e 1 mM) e incubadas durante um periodo de 24 horas.

Ap0s este periodo, adicionaram-se 200 uL de solucao de MTT (0,5 mg / mL) a cada poco e
ap6s 3 h (37 ° C, 5% de CO2 e 95% de umidade) a solucao MTT foi removida. De seguida,

pipetaram-se 200 ul de DMSO a cada pogo para solubilizar os cristais de MTT formados.

As quantidade relativa de producao de formazan foi medida num fotémetro (EZ Read 400,

Leitor de Microplacas, Biochrom) num comprimento de onda de 595 nm.7°

3.5 Analise Estatistica

A resposta vasorelaxante do diclofenac e do paracetamol foi expressa como uma
percentagem (%) da contracao méaxima alcancada pelos agentes contrateis (NA e KCI). Os
resultados foram expressos como média + erro padrao de n experiéncias. O n consiste no

numero de experiéncias realizadas.

Os dados foram analisados utilizando o programa de estatistica SIGMASTAT versao 3.5
(Systat Software, London UK). A significincia estatistica entre o grupo diclofenac e
paracetamol com os respetivos controles (etanol) foi analisada recorrendo ao teste T de
Student. A comparacao entre varios grupos de dados foi realizada segundo o One-Way
ANOVA, seguido do teste post-hoc de Tukey , Dunnett e de Dunn para determinar as

diferencas significativas entre médias.
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As diferencas entre grupos foram consideradas estatisticamente significativas quando p

<0,05.
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Capitulo 3

4. Resultados

4.1 Efeitos do diclofenac nas artérias contraidas com KCL e NA

Os resultados obtidos demonstram que o diclofenac exerceu um efeito vasorelaxante nas
artérias previamente contraidas com KCL 60 mM, sendo que esta acao foi concentracao-
dependente, com um efeito relaxante maximo baixo de 17,3 % obtido com a concentracao
mais alta testada (100 uM). Obtiveram-se diferencas estatisticamente significativas (p
<0,05, teste T student) entre o grupo de artérias em contacto com o diclofenac e o grupo de
controlo na concentracao de 100 uM. O efeito relaxante do diclofenac com esta dltima
concentracdo foi significativamente diferente dos verificados com as restantes

concentracoes (p<0,05, teste one-way ANOVA com teste post hoc Tukey) (Grafico 1).
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Grafico 1 - Efeito vasorelaxante do DCF (%) na artéria aorta do rato sem endotélio ap6s contraciao com cloreto
de potassio (KCl 60 mM). As barras representam a média e as linhas verticais o erro padrao, de (n) experiéncias.
Os efeitos sdo expressos em percentagem de relaxamento sobre a area inicial. #p < 0,05 entre os efeitos do
diclofenac e o respetivo controlo (Etanol), teste T de student. * p < 0,05 entre os efeitos das diferentes
concentracoes de diclofenac, teste one-way ANOVA seguido pelo teste post hoc de Tukey.

No que diz respeito as artérias previamente contraidas com NA 1uM, verificou-se um efeito
vasorelaxante méaximo baixo, de aproximadamente 10% com a concentracdo mais alta
testada. O mesmo efeito vasorelaxante foi demonstrado nas artérias submetidas ao

respetivo controlo, sendo que nao foram registadas diferencas estatisticamente
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significativas entre os resultados obtidos nas artérias em contacto com o diclofenac e as

artérias do grupo de controlo (p> 0,05, teste T student).
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Grafico 2 - Efeito vasorelaxante do DCF (%) na artéria aorta do rato sem endotélio apds contragdo com
noradrenalina (NA 1uM). As barras representam a média e as linhas verticais o erro padrao, de (n) experiéncias.
Os efeitos sao expressos em percentagem de relaxamento sobre a area inicial.

4.1.1 Comparacao do vasorelaxamento entre os dois agentes contrateis
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Gréfico 3 - Efeito vasorelaxante do DCF (%) na artéria aorta do rato sem endotélio apds contragdo com NA 1uM
(n=19) e com KCl 60 mM (n=11). Cada ponto representa a média e as linhas verticais o erro padrao, de (n)
experiéncias. *p < 0,05 entre os efeitos do diclofenac com NA e com KCI, teste T de student.

24



Estudo do efeito do Diclofenac e do Paracetamol na artéria aorta do rato

A percentagem de relaxamento obtida com o diclofenac, ap6s a contracdo com KCl, foi
superior em comparagao com o vasorelaxamento verificado ap6s a contracao com NA em
todas as concentracoes testadas. Foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas com as concentragoes de 0,1 uM, 1 uM e 100 uM. O efeito vasorelaxante

méaximo foi obtido com a concentracao maxima testada de diclofenac (100 uM).

4.2 Efeitos do paracetamol nas artérias contraidas com KCL e NA

Relativamente ao paracetamol, foi constatado um efeito relaxante nas artérias previamente
contraidas com KCL 60 mM, sendo o efeito vasorelaxante maximo de aproximadamente
22.5% obtido com a maior concentracao testada (1mM). Foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas entre o grupo de artérias submetidas ao paracetamol e o

grupo de controlo (p< 0,05, teste T student), como pode ser demonstrado no grafico 4.
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Grafico 4 - Efeito vasorelaxante do PAR (%) na artéria aorta do rato sem endotélio ap6s contragdo com cloreto
de potassio (KCl 60 mM). As barras representam a média e as linhas verticais o erro padrao, de (n) experiéncias.
Os efeitos sdo expressos em percentagem de relaxamento sobre a area inicial. #p < 0,05 entre os efeitos do
paracetamol e o respetivo controlo (Etanol), teste T de student. * p < 0,05 entre os efeitos das diferentes
concentragoes de paracetamol, teste one-way ANOVA seguido pelo teste post hoc de Tukey.

O paracetamol exerceu uma acao vasorelaxante maxima de 45% nas artérias contraidas com
NA 1uM, como esta evidenciado no gréfico 5. Este efeito foi concentracao-dependente e
estatisticamente significativo, com a concentracdo maxima testada de 1 mM (p < 0,05, teste
T de student). Foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre o controlo
e as concentracoes de 10 UM e de 100 uM. O efeito vasorelaxante do paracetamol com a
concentracdo de 1 mM revelou-se estatisticamente diferente das restantes concentracoes (p

<0,035, teste one-way ANOVA com teste post hoc Tukey).
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Grafico 5 - Efeito vasorelaxante do PAR (%) na artéria aorta do rato sem endotélio apbs contragdo com
Noradrenalina (NA 1uM). As barras representam a média e as linhas verticais o erro padrao, de (n) experiéncias.
Os efeitos sao expressos em  percentagem de relaxamento sobre a area inicial.
#p < 0,05 entre os efeitos do paracetamol e o respetivo controlo (Etanol), teste T de student. * p < 0,05 entre
os efeitos das diferentes concentracoes de paracetamol, teste one-way ANOVA seguido pelo teste post hoc de
Tukey.

4.2.1 Comparacao do vasorelaxamento entre os dois agentes contrateis
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Grafico 6 - Efeito vasorelaxante do paracetamol (%) na artéria aorta do rato sem endotélio apds contragdo com
NA 1uM (n=18) e com KCl 60 mM (n=11). Cada ponto representa a média e as linhas verticais o erro padrao, de

(n) experiéncias. *p < 0,05 entre os efeitos do Paracetamol com NA e com KCl, teste T de student.
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Como se pode constatar, através da analise do grafico 6, a percentagem de relaxamento
obtida com o paracetamol apds a contracdo com a noradrenalina foi bastante superior
comparativamente com o vasorelaxamento verificado apoés a contragao com KCI. O efeito
vasorelaxante maximo foi obtido com a concentracdo méaxima de paracetamol testada

(1mM), tendo sido encontradas diferencas estatisticamente significativas.

4.3 Avaliacao da Viabilidade Celular
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Grafico 7: Percentagem de viabilidade celular das células do musculo liso da artéria aorta do rato apds exposicao
a DCF. As barras representam a média e as linhas verticais o erro padrao, de 3 culturas diferentes, em triplicado
#p < 0,05, one-way ANOVA com teste de Dunnett em relagio ao controlo *p<0,05 one-way ANOVA com teste
de Dunnett em relagio ao etanol.

Analisando-se o grafico 7, relativo a acao do diclofenac, os resultados demonstram que este
exerceu uma maior toxicidade celular com a concentracdo maxima testada de 1 mM. Tal
traduziu-se numa viabilidade celular de 39,26%, sendo este resultado estatisticamente
significativo quando comparado com o controlo (p < 0,05, One way ANOVA com teste de
Dunnett). Com a concentracao de 0,5 mM a letalidade verificada foi baixa, apresentando
uma viabilidade celular de 89,3%, nao sendo estatisticamente significativa quando
comparada com o controlo. As restantes concentracoes testadas nao foram letais para as
células, pelo contrario, apresentaram uma viabilidade celular superior a 100%. Registaram-
se diferencas estatisticas entre as concentracoes de 1nM -1mM e o controlo, com excecao da
concentracdo de 0,5 mM como atras referido. Quando comparado com o solvente,

verificaram-se diferencas estatisticamente significativas com as concentracoes de 0,1 nM-
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1mM, sendo que as concentracées de 0,1 mM e de 0,5 mM ndo apresentaram diferencas

estatisticamente significativas.

120
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Grafico 8: Percentagem de viabilidade celular das células do musculo liso da artéria aorta do rato apos exposicao
a paracetamol. As barras representam a média e as linhas verticais o erro padrao, de 3 culturas diferentes em
triplicado. #p < 0,05, one-way ANOVA com teste de Dunn em relacdo ao controlo e *p<0,05 one-way ANOVA
com teste de Dunn em relacao ao etanol.

Relativamente ao Paracetamol, os resultados demonstraram que, na maioria das
concentracoes testadas, a viabilidade celular foi elevada, superior a 70 %. Porém, com a
concentracdo de 5 mM, constatou-se uma viabilidade celular inferior, de 65,44%, sendo este
valor estatisticamente significativo quando comparado quer com o controlo quer com o
etanol (p < 0,05, One way ANOVA com teste de Dunn). Com a concentracao de 1 nM,
registou-se a maior viabilidade, superior a 100 %, sendo estatisticamente significativo

quando comparado com o etanol.
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Capitulo 4

5. Discussao

O diclofenac e o paracetamol sdao farmacos utilizados mundialmente numa panéplia de
patologias quer agudas quer cronicas. O paracetamol constitui o firmaco de eleicio em
quadros algicos nas gravidas. Recentes estudos sugeriram uma potencial interferéncia
destes farmacos na homeostasia enddcrina, embora os seus efeitos, ao nivel cardiovascular,

ainda ndo foram estudados.

O principal objetivo deste projeto de investigacao focou-se no estudo dos efeitos rapidos
nao gendémicos independentes do endotélio, do paracetamol e do diclofenac no sistema
cardiovascular. Com este intuito, foram utilizadas artérias aorta de rato desprovidas de
endotélio previamente contraidas com NA 1 uM e KCI 60 mM, as quais foram adicionadas
concentragdes cumulativas de diclofenac e de paracetamol. A NA e o KCl atuam através de
mecanismos distintos. Estas duas moléculas induzem a contracao celular através da ligacao

direta a recetores de membrana (NA) e mediante a despolarizacdo da membrana (KCI).7

Os resultados obtidos demonstram que ambos os firmacos exercem um efeito vasorelaxante

nas artérias, sendo os efeitos concentracao dependentes.

O paracetamol apresentou um maior efeito vasorelaxante nas artérias anteriormente
contraidas com NA do que nas artérias previamente contraidas com o KCl. O facto de o
paracetamol ter um efeito relaxante apo6s a contracao induzida por NA e KCI sugere uma
possivel interferéncia ao nivel dos canais Ca2*ligados a recetores e canais Ca2* operados por

voltagem que medeiam o tonus vascular.

Em relacdo ao diclofenac, os resultados demonstram uma menor atividade vasorelaxante
do que a do paracetamol. O efeito maximo significativo foi observado nas artérias contraidas
com KCI. Por outro lado, os resultados sugerem que o diclofenac nao apresenta um efeito
relaxante significativo comparativamente com o respetivo controlo nas aortas de ratos
contraidas com NA. Assim o feito vasorelaxante do diclofenac parece ser apenas devido a

inibicao dos canais Ca2* operados por voltagem.

Tendo em conta os dados obtidos, coloca-se a hipotese de que estes farmacos possam
desencadear um vasorelaxamento das artérias de uma forma similar ao estradiol, através

de um mecanismo nao genémico e independente da via do oxido nitrico.
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O potencial efeito disruptor endoécrino estrogénico destes farmacos, tem sido documentado
por alguns autores, sendo que, em muitos estudos, foram testados efeitos genémicos, nao

imediatos.

Trabalhos de investigagdo in vitro realizados em machos adultos Xenopus laevis expostos
a concentracoes de DCF de 29,6 ng/L e 2961,4 ng/L durante um periodo de 8 dias,
demonstraram uma induc¢ao da biossintese da proteina do ovo vitelogelina , um marcador
classico de atividade estrogénica.“® O mesmo efeito indutor do DCF na biossintese da VTG,
foi constatado num outro estudo em hepatocitos de Oreochromis niloticus, no qual foi
verificado um aumento da expressdo de mRNA de VTG com a concentracao de 1 ug/L, e
uma reducao da expressao do gene de hormona luteinizante (LH) apo6s 80 dias de exposicao.
Estes resultados sdo sugestivos de um potencial feedback negativo do DCF no eixo das

gonadotropinas pituitarias devido a um mecanismo de acao estrogénico.“5

Em fémeas de Mytilus galloprovincialis, que foram expostas a concentracao de 250 ng/L
durante 15 dias de DCF constatou-se um aumento da fosfatase alcalina, um produto da
hidrolise alcalina de vitelogelina e a estimulacdo da enzima acetilcolinesterase (AChE) cuja
inducdo de acdo foi verificada em estudos prévios através da ligacao de isoflavonas
(fitoesteroides) aos recetores de estrogénio. Estes resultados sugerem uma acdo de

disrupcao enddcrina estrogénica.(72

Existem, contudo, estudos que contrariam a tese de que o DCF podera atuar como DE
mediante um efeito agonista estrogénico. Esses estudos apontam para uma acao
antagonista estrogénica. Com efeito, num estudo in vitro realizado em linhas celulares
T47D, o diclofenac inibiu a producao de CXCL-12, uma quimiocina cuja sintese é induzida
pelo estrogénio. Tal efeito é sugestivo de uma acao antagonista ao nivel do recetor de
estrogénio. @8 Foi documentado em investigacoes in vitro utilizando o ensaio YES/YAS em
S. Cerevisiea, atividade antagonista do DCF nos recetores estrogénicos (ER), com um IC50
de 3,8 e5M. Este efeito foi, contudo, menos potente do que o controlo 4- hidroxitamoxifeno
(4-HT) com IC50 de 8,8¢8M.

No que concerne ao Paracetamol, experiéncias in vivo realizadas em peixes Rhamdia quelen
demonstraram um aumento dos niveis de estradiol de 635,8% nos peixes expostos a

concentracao de 2.5 pg/L durante um periodo de 21 dias.“3)

Num estudo in vitro, utilizando linhas celulares H295R ficou demonstrado o potencial deste
farmaco em alterar a homeostasia hormonal sexual através da interferéncia no
funcionamento da via estrogénica. Este efeito foi constatado em células expostas a uma

concentracdo de 100 mg/ L durante 48 horas, nas quais se verificou um aumento

30



Estudo do efeito do Diclofenac e do Paracetamol na artéria aorta do rato

significativo da producdo de 17b-estradiol. Também foi verificado um aumento da
transcricdo de dois genes, CYP11B2 e CYP19, o ultimo responsavel pela codificacao da
enzima aromatase responsavel pela conversao de androgénios em estrogénios. Neste
mesmo estudo verificou-se um aumento do racio E./Testosterona com concentracoes

superiores a 10 mg/L de paracetamol.(54)

Num outro trabalho de investigacao constatou-se que a exposi¢ao intrauterina a doses de
paracetamol 50 mg/kg/dia e de 150 mg/kg/dia desde o sétimo dia de gestacdo até ao
nascimento, de fémeas de rato gravidas resultou na reducao da distancia anogenital da sua
descendéncia feminina, sendo que efeitos semelhantes foram reportados em estudos

utilizando fitoesteroides, estradiol, e bisfenol A um disruptor endécrino estrogénico.”3)

Relativamente ao ensaio de MTT, constatou-se uma letalidade superior a 60% quando as
células foram expostas a concentracdo de 1 mM de diclofenac, sendo a percentagem de
viabilidade celular obtida de 39,26%. Este valor é estatisticamente significativo quando
comparado com o controlo e com o etanol. Contudo, nas restantes concentracoes testadas e
nas concentracoes utilizadas no banho de 6rgaos, a viabilidade celular foi superior a 80%,
sendo que, na maxima concentracao testada de 0,1 mM, a viabilidade foi superior a 100%.
Estes resultados estdo concordantes com os obtidos no banho de 6rgaos, pois as células,
mesmo apos exposicao ao DIC, contrairam apo6s a adicdo dos agentes contrateis o que

implica uma viabilidade celular subjacente.

Em estudos anteriores, foi demonstrada a toxicidade celular do DIC, mas em linhas
celulares diferentes e em concentracoes inferiores. Verificou-se citotoxicidade em células
de hepatocarcinoma de peixe (PLHC-1) e em células de hepatocitos de truta (PRTH) com

EC-50 de 19 uM e de 500 uM respetivamente.(74)

No que diz respeito ao paracetamol, os resultados demonstraram que, com todas as
concentracoOes testadas, a mortalidade celular foi modesta, nao ultrapassando os 40%. A
concentracao mais letal, foi de 5 mM. Nesta verificou-se uma viabilidade celular de 65,44%,
sendo este resultado estatisticamente significativo quando comparado quer com o grupo de
controlo quer com o solvente etanol. O facto da maioria da populacao celular permanecer
viavel apds contacto com o paracetamol, vai de encontro aos resultados obtidos no banho
de 6rgaos, pois, apos o contacto com as diferentes concentracoes de paracetamol, as células
continuavam a contrair quando expostas aos agentes contrateis. Em estudos anteriores,
realizados em culturas celulares de células hepéaticas embrionarias de rato (RLC-18),
submetidas a concentracoes de 6 e 15 mmol/l durante 24% foi constatada uma viabilidade

celular de 80% e 50% respetivamente.7
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6. Conclusao

Os resultados obtidos, neste estudo, sugerem que ambos os farmacos exercem um efeito

vasorelaxante, sendo o efeito do paracetamol de maior magnitude do que o do diclofenac.

A acao patente destes farmacos, no referido dominio vascular, é similar a do estrogénio,
pelo que reforca a teoria de que aqueles poderao exercer efeitos disruptores endocrinos

estrogénicos, tal como é proposto em outros estudos.

Porém, este projeto consiste num estudo preliminar que avalia o efeito rapido, nao
genomico, dos referidos farmacos nas células musculares lisas do rato. A utilizacao da aorta
do rato constitui o modelo standard in vitro utilizado no estudo dos efeitos de substancias
vasoativas. Trata-se de um método nao muito complexo, com resultados reprodutiveis, o
que possibilita o estudo e compreensao da relacdo dose resposta, permitindo a obtencao
rapida de resultados que podem ser extrapolados para os seres humanos. ¢© No entanto,
mesmo com as vantagens elencadas, para uma melhor compreensao dos efeitos destes
medicamentos para a satde humana, seria importante realizar estudos em tecidos ou
células humanas. Também é relevante confirmar e avaliar as respostas moleculares, idnicas

inerentes ao vasorelaxamento.

A capacidade dos DEs em interferirem com a expressao génica e em mediarem alteracoes
epigenéticas, tem vindo a ser estudada, podendo fornecer um substrato molecular que
condicionaréa o desenvolvimento de patologias na idade adulta, como doencas oncologicas,

e cardiovasculares, duas grandes causas de morbilidade e mortalidade na sociedade atual.

De facto, vérios trabalhos de investigacao evidenciaram a capacidade dos disruptores
endocrinos estrogénicos em interferirem nos mecanismos epigenéticos e com a transcricao
de genes envolvidos na homeostasia cardiovascular, em fetos expostos a estes xenobidticos.
Estas alteracGes genéticas, poderao ser pecas chave no desenvolvimento de patologias como

a hipertensao na idade adulta.2¥

Assim, apesar de os resultados obtidos serem promissores e de reforcarem a tese de que os
farmacos em apreco poderao atuar como DEs, ja que, ao invés de terem um efeito neutro
no sistema cardiovascular, como seria expectavel, apresentam uma ac¢ao vasorelaxante, é
fulcral, em estudos futuros, avaliar-se os seus efeitos genomicos para uma melhor
compreensao da forma como o seu consumo abusivo podera influenciar negativamente a

saude cardiovascular humana.

Relativamente ao paracetamol, o problema é ainda mais ambiguo ja que é dos poucos

farmacos considerados seguros durante a gravidez, sendo comum as gravidas socorrerem-
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se deste medicamento em quadros algicos. Aquele é considerado, pela FDA um farmaco de
classe "B" no que respeita ao risco, durante os trés trimestres de gravidez. Ora, tal significa
que os estudos em animais nao demostraram um risco de defeitos congénitos. Porém, tais
efeitos, em mulheres gravidas, ndo foram estudados ou ndo foram confirmados. Deste
modo, a sua inocuidade durante o periodo pré-natal ndo se encontra completamente
comprovada. De facto, estudos atuais sugerem uma correlacdo positiva entre a toma de
paracetamol durante a gravidez e o desenvolvimento de patologias como a asma,
perturbagoes do espetro de autismo, perturbacoes da hiperatividade e défice de atencao nos
filhos de maes que tomaram este farmaco durante o referido periodo.“9 A capacidade dos
DEs em provocarem alteracoes epigenéticas e de influenciarem a heranca epigenética
transgeracional 27, com o uso recorrente do paracetamol durante a gravidez, aliado a
crescente questionabilidade da sua inocuidade, e a possibilidade de este poder ter
implicacoes nefastas no sistema cardiovascular, tal como outros DEs estrogénicos, torna
ainda mais imperativo o estudo dos seus efeitos genémicos. Assim poder-se-a perceber o
impacto que aquele poderéd ter no desenvolvimento de patologias cardiovasculares nas

geracoes atuais e futuras.

Mediante os resultados, sera obrigatoria, impoe-se uma reflexdo médica, que se prende com
a seguinte questao: “Até que ponto se deve aconselhar e prescrever estes farmacos com a

frequéncia com que sao prescritos?”.

Dado que sao farmacos, muitas vezes, utilizados sem recurso a receita médica, e mediante
as conclusoes obtidas, sera também imperativo, consciencializar os potenciais utilizadores

no sentido de alterarem o paradigma da sua utilizacao.
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