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Resumo

Introducéo: O octilmetoxicinamato é um dos filtros de radiacdo ultravioleta B mais utilizados
em protetores solares e produtos cosméticos. Apds alguns estudos in vitro e in vivo, ha a
suspeita de que possa atuar como disruptor endocrino, com possivel atividade estrogénica e
anti-tiroideia. E absorvido pela pele, sendo detetado no plasma depois da sua aplicacao topica.
Também foi detetado em amostras do leite materno humano. Dada a sua natureza lipofilica,
tende a acumular-se no ambiente e foi considerado uma substancia de grande preocupacao
relativamente ao seu risco para a salde. Ainda ndo foram elaborados estudos de modo a avaliar
a sua acao no sistema cardiovascular, mas pensa-se que podera ter efeitos semelhantes aos do
estrogénio. A sua acdo no musculo liso pode ser desencadeada por vias genomicas e nao

genomicas que podem ser dependentes ou independentes do endotélio.

Objetivo: Avaliar os efeitos do octilmetoxicinamato no musculo liso das artérias umbilicais
humanas sem endotélio, de modo a analisar os seus possiveis efeitos nao genomicos

independentes do endotélio, e se estes se assemelham aos do estrogénio, a nivel vascular.

Material e Métodos: Utilizando a técnica de banho de o6rgaos, anéis de artérias umbilicais
humanas sem endotélio foram contraidas com serotonina 1uM e cloreto de potassio 60mM. O
efeito do octilmetoxicinamato a diferentes concentracées foi analisado. Todos os
procedimentos realizados foram aprovados pelo Comité de ética do Centro Hospitalar da Cova
da Beira E.P.E.

Resultados: Observou-se um efeito um efeito de vasorelaxamento, nas artérias umbilicais
humanas sem endotélio contraidas com serotonina 1uM e com cloreto de potassio 60mM.
Ocorreu um relaxamento semelhante entre os dois agentes contrateis nas diferentes
concentracdes, com efeito maximo na concentracao 5x105M, para os dois agentes contracteis

analisados.

Discussdao: O octilmetoxicinamato podera desencadear o vasorelaxamento, de uma forma
semelhante ao 178-Estradiol, por um mecanismo nao genoémico e independente do endotélio.
Ndo existem estudos publicados relativamente ao efeito do octilmetoxicinamato a nivel
vascular, bem como o seu possivel papel como disruptor endocrino e no desenvolvimento de
patologias cardiovasculares. O presente estudo foi pioneiro nesse sentido. Sao necessarios
estudos adicionais de modo a averiguar se o seu mecanismo de acdo esta relacionado com a

ativacao do recetor GPR30.
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Conclusdo: O octilmetoxicinamato tem um efeito ndo gendmico vasorelaxante em artérias

umbilicais humanas através de um mecanismo independente do endotélio.

Palavras-chave

Octilmetoxicinamato - Disruptor enddcrino - Artéria umbilical humana - Estrogénio - GPR30
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Abstract

Introduction: Octyl-methoxycinnamate is one of the most commonly used ultraviolet B
radiation filters in sunscreens and other cosmetic products. After some in vitro e in vivo studies,
it is suspected that it can act as an endocrine disruptor, possibly with estrogenic and antithyroid
actions. It is absorbed through the skin and can be detected in the plasma after topical
application. It is detected in human milk samples as well. It is a lipophilic molecule, tends to
bioaccumulate in the environment, and it was considered as a substance of high concern in
relation to human risk and health. There is no studies evaluating the action of octyl-
methoxycinnamate on the cardiovascular system but there is a possibility that it can have
similar effects to those of estrogens in different arteries. It’s action on vascular smooth muscle
cells can be trigged through genomic and non-genomic pathways that can be dependent or

independent of the endothelium.

Objective: Assess octyl-methoxycinnamate’s effects on the smooth muscle of human umbilical
arteries without endothelium in order to analyze its potential non-genomic effects independent

of endothelium, and see if they are similar to those of estrogen at a vascular level.

Material and Methods: Using organ bath techniques, rings of human umbilical arteries without
endothelium were contracted by serotonin 1uM and potassium chloride 60mM. The effects of
octyl-methoxycinnamate were analyzed at different concentrations. All procedures were
approved by the ethics committee of Cova da Beira’s Hospital Center.

Results: Octyl-methoxycinnamate relaxed human umbilical arteries without endothelium
contracted with both serotonin 1uM and potassium chloride 60mM. There was a similar
vasorelaxant effect between the two contractile agents at different, with maximum effect at

5x1073M, in both contractile agents.

Discussion: Octyl-methoxycinnamate could trigger a vasorelaxant effect in a similar way that
of 17B-Estradiol, through a non-genomic and endothelium independent mechanism. There isn’t
published data regarding octyl-methoxycinnamate effects at a vascular level, as well as it’s
possible action as an endocrine disruptor and in the development of cardiovascular diseases.
The present study is a pioneer in that way. It is necessary more data to evaluate if the
mechanism of action of octyl-methoxycinnamate is related with the activation of the receptor
GPR30.

Conclusion: Octyl-methoxycinnamate has a non-genomic vasorelaxant effect in human

umbilical arteries through an endothelium independent mechanism.
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1. Introducao

1.1. Radiacao Ultravioleta (UV)

A superficie da Terra, ao nivel do mar, o espectro de radiacdo solar consiste em energia
eletromagnética com comprimento de onda entre os 290 e 3000 nanémetros (nm). E dividido
em radiacdo ultravioleta (UV) (290-400nm), radiacdo visivel (400-760 nm) e radiacao
infravermelho (mais do que 760 nm). A radiacao solar de comprimento de onda menor do que
290 nm é absorvida e filtrada na camada de ozono pelo oxigénio da estratosfera, pelo que nao

é detetado ao nivel do mar.(

A radiacdo UV é subdividida em 3 bandas, com energia crescente: UVA (320 a 400nm), UVB
(290-320nm) e UVC (200-290nm).(" Esta Ultima é a radiacao mais perigosa, com capacidades
bacteriostaticas e bactericidas.® Apesar de a radiacao solar UVC ndo atingir a superficie da
Terra tendo em conta o seu comprimento de onda, esta pode ser encontrada no espectro de
radiacdo proveniente de luzes artificiais." ? As radiacbes UVA e UVB sdao responsaveis

respetivamente por 20% e 80% dos efeitos prejudiciais da luz solar.®

A radiacao UVB, que corresponde a cerca de 5-10% da radiacdao UV que atinge a superficie
terrestre @, é responsavel pelos efeitos bioldgicos mais importantes exercidos nos seres vivos.
E absorvida pelo estrato corneo e pode lesar diretamente o DNA® 3) levando ao
desenvolvimento de dimeros de bases pirimidicas 2 , predispondo as células a acumulacao de
mutacoes. As reacoes induzidas pela radiacao UVB sao imediatas, resultando na libertacao de
mediadores inflamatorios, o que leva a dilatacao de capilares sanguineos e ao desenvolvimento

de eritema e edema. @-

A radiacdo UVA penetra mais profundamente nas camadas da pele, atingindo a derme*>
podendo levar a producao de espécies reativas de oxigénio (ERO) que, indiretamente, lesam o

DNA e outras estruturas celulares.?: %

Os efeitos da radiacao solar UV na pele podem ser classificados em agudos, com inicio rapido e

curta duracao, e efeitos cronicos, com inicio gradual e de longa duracéo.®

1.1.1. Efeitos biologicos da radiacao UV na pele

A exposicdo a radiacao pode ter efeitos positivos, nomeadamente a promocao do bem estar, o

aumento da atividade mental e ainda a sintese de vitamina D3, essencial na homeostase do
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calcio.® Pode também ter efeitos benéficos em doencas dermatoldgicas como nos casos de

dermatite atdpica e psoriase.®

Um dos efeitos deletérios da exposicdo solar mais conhecidos sdo as queimaduras solares,
também denominadas de eritema, que sao lesdes devidas a dilatacao dos vasos superficiais na

derme, principalmente das vénulas subpapilares.®

0 fotoenvelhecimento, com deteorizacao da estrutura e funcéo da pele, é outro efeito negativo
da radiacdo.® ® Os seus sinais clinicos sao a secura da pele, o aparecimento de rugas profundas,
o desenvolvimento de hiperqueratose e hiperpigmentacao da pele, a perda de elasticidade por
alteracdes no colagénio e nos tecidos elasticos e ainda, o desenvolvimento de telangiectasias.
2,5, 6 Especula-se que talvez cerca de 80% do fotoenvelhecimento induzido pela radiacéo solar
UV ocorra dentro dos primeiros 20 anos de vida.® A exposicao a radiacdo pode ainda levar ao
desenvolvimento de foto-imunossupressao, pela reducdo na quantidade de células de
Langerhans®, que pode levar a alteracdo das respostas imunes e alteracdo da funcao e

distribuicao dos componentes do sistema imune."

Os olhos séo outro 6rgao alvo dos efeitos deletérios da radiacao UV." ¢ Os danos fotoquimicos
cumulativos podem levar ao desenvolvimento de lesdes na cornea, cristalino e retina. Estas
lesdbes podem evoluir para pterigio, fotoqueratite e ainda cataratas, sendo esta Ultima a

principal causa de cegueira no mundo.®

Um dos efeitos mais preocupantes e alarmantes na exposicdo solar diz respeito a foto-
carcinogénese por lesao direta do DNA, e diminuicdo das fungdes imunologicas da pele.® Pode
desenvolver-se cancro de pele nao melanoma, que corresponde a cerca de 90% dos cancros de
pele e compreende o carcinoma basocelular e o carcinoma espinho-celular, e pode ainda
desenvolver-se melanoma.® Alguns estudos revelaram que a causa primaria de mais de 65% dos

melanomas e 90% dos cancros nao melanoma € a exposicao a radiacao solar UV.®

1.1.2. Fotoprotecao

Esta documentado que a protecao contra os raios UV diminui o fotoenvelhecimento e reduz o
risco de desenvolvimento de doencas relacionadas com a pele.® Apesar de este 6rgao ter os
seus proprios mecanismos de defesa, tais como o bronzeamento e o aumento da espessura da
epiderme (hiperplasia da epiderme), estes sao insuficientes para a protecao contra os efeitos

nefastos da radiacao UV.")

De modo a prevenir as consequéncias negativas da exposicao a radiacao solar, recomenda-se a
reducao do tempo de exposicao direta ao sol, principalmente entre as 10 horas da manha e as
3 horas da tarde!"" 2, o uso de roupa adequada e utilizacao de protetores solares.® Esta Gltima

medida apesar de nao ser a mais eficaz, é a preferida pelos individuos. ®)
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O uso frequente e apropriado de protetor solar, apesar de providenciar apenas uma protecao
temporaria contra a radiacao UV, demonstrou prevencao do fotoenvelhecimento e reducao do
risco de desenvolvimento de neoplasias, nhomeadamente cancro de pele nao melanoma e
melanoma® . Confere ainda protecdo contra queimaduras solares.? 3 Alguns estudos
demonstram que o seu uso diario, apos aplicacdo tdpica, pode prevenir o aparecimento de
queratose actinica® e atrasar o desenvolvimento de nevos.® Existe ainda evidéncia sugestiva

de que o seu uso possa vir a prevenir exacerbacdes de fotodermatose.“ 9

Recomenda-se a aplicacao topica de 2mg/cm? de protetor solar, cerca de 30 minutos antes e a

cada 2-3 horas durante a exposicao ao sol, e ainda ap6s o contato com a agua.®* 8

De modo a exercer a sua acdo benéfica, os protetores solares tém na sua constituicao
substancias, que funcionam como filtros a radiacao do sol.® Estes podem ser classificados em
filtros organicos e inorganicos, sendo que os primeiros atuam absorvendo os raios UV e os
segundos atuam através da absorcao, reflexao e refracao dos raios.® Podem ser agrupados em
trés categorias: a primeira utilizando filtros organicos, a segunda utilizando filtros inorganicos
e a terceira utilizando uma combinacéo dos dois filtros.”) Os filtros solares existem nao s6 em
protetores solares, como também em outros produtos cosméticos como balsamos labiais,
champos, vernizes para as unhas, locoes para pele, entre outros, de modo a garantir a

estabilidade e durabilidade dos produtos. % '

Apesar do uso de protetores solares ser recomendado > ®, alguns problemas de salde estdo a
ser associados ao seu uso, como o caso do desenvolvimento de reacdes alérgicas. Recentemente
tém-se desenvolvido estudos que demonstram que muitos filtros solares UV podem ter uma
acao como disruptores endocrinos (DE)7> & 1012 |evantando duvidas acerca da seguranca de

tais produtos cosméticos.

1.2. Disruptores Endocrinos

Os disruptores endocrinos (DE) sdo compostos exdgenos com potencial para alterar a regulacao
e o normal funcionamento do sistema enddcrino podendo afetar, consequentemente, a salde
dos individuos e da sua descendéncia, quando a eles expostos. (> Sao um grupo heterogéneo
que inclui tanto compostos naturais como os fitoestrogénios, como quimicos sintéticos usados
em pesticidas, solventes industriais, lubrificantes, metais pesados e ainda substancias utilizadas

em produtos de cosmética, de modo a garantir a sua estabilidade e durabilidade. ("> 4 16)

Os DE podem interferir na funcdo hormonal de varias formas, podendo alterar diretamente a
biossintese, libertacdo, metabolismo, transporte e o mecanismo de acdo das hormonas.'?
Podem ainda atuar a nivel genomico, influenciando a expressdao genética, ou através

mecanismos epigenéticos como alteracdes na metilacdo do DNA. (14 16)
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As hormonas, responsaveis pela manutencdao da hemdstase corporal, realizam a sua acao
através da interacao com recetores que se podem dividir em recetores membranares, que
respondem primariamente a hormonas hidrofilicas, ou recetores nucleares, que sao ativados
principalmente por hormonas lipofilicas, como as hormonas esterdides, culminado na regulacao

da expressao genética.(!3 4

Dados epidemiologicos indicam um aumento na prevaléncia e incidéncia de doencas
relacionadas com disruptores endocrinos tais como obesidade, diabetes mellitus, cancro da
mama, prostata e testiculos, e ainda diminuicdo da fertilidade nos ultimos 50 anos. ™ ) No
entanto, o impacto dos DE na salde e os seus efeitos quimicos no organismo sdo ainda

desconhecidos. (13

Hoje em dia a populacdo utiliza de forma crescente uma grande quantidade de produtos
cosméticos em busca da juventude eterna® e do tdo desejado ideal de beleza, cada vez mais
cobicado pelos valores da sociedade atual. Ha4 uma preocupacao crescente com a natureza e
seguranca dos quimicos utilizados pela indUstria cosmética devido aos seus possiveis efeitos
como disruptores endocrinos. Alguns estudos ja documentaram o potencial efeito de parabenos,

ftalatos e filtros ultravioleta (UV) como DE. (7> 10 12, 14, 18)

1.3. Octilmetoxicinamato (OMC)

O octilmetoxicinamato (OMC), também denominado por 2-etilhexil 4-metoxicinamato'?, é um
dos filtros UV organicos mais utilizados em varios produtos de cosmética.? E um filtro UVB,
que atua através da absorcao de fotdes UV na superficie da pele, antes que estes penetrem
profundamente na epiderme e derme.?? A energia absorvida leva os eletrées a adquirir um
estado excitado e, ao retornarem ao estado de repouso, levam a libertacdo de energia sob a
forma de calor.® E comercializado em produtos com concentracdo maxima entre 7,5% e 10%,
nos Estados Unidos da América (EUA) e na Uniao Europeia (UE), respetivamente.'? Tem o pico

de absorcao de radiacdo aos 311nm de comprimento de onda. ©)

HC—-0O

Figura 1: Estrutura quimica do OMC (a partir de Schreurs, R et al. 2002?")
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Dada a crescente preocupacao com o potencial efeito como DE dos filtros solares, foram
realizados alguns estudos para avaliar se o OMC poderia ser um dos filtros com essa
potencialidade. Em alguns estudos revelou ter atividade estrogénica quer in vivo, quer in
vitro'> 19 21-25) - efeitos no eixo hipotalamo-hipoéfise-tirdide, também quer in vitro quer in
vivo.?928) Um estudo demonstrou ainda que o OMC se comportou como um antagonista forte
contra os recetores de progesterona (PR).?» Nao foi descrita atividade androgénica ou
antiandrogénica in vitro.?> 2 Foram ainda documentadas alteracbes na libertacdo de

neurotransmissores no sistema nervoso central (SNC) em estudos in vitro.3% 3"

1.3.1. Atividade estrogénica

Relativamente aos estudos in vitro, um deles revelou que o OMC levou a proliferacao de células
do cancro da mama MCF-7, exercendo cerca de 77,18% do efeito observado com o estradiol, e
com uma ECso de 2,37uM." Um outro estudo levou a expressao do gene pS2, também em linhas

celulares MCF-7, corroborando o seu potencial efeito estrogénico.®?

A afinidade de ligacdo do OMC pelos recetores de estrogénio a (ERa) e recetores de estrogénio
B (ERB) também foi investigada'®. O OMC revelou capacidade de transativacao do ERa (% 2V,
tendo sido considerado um agonista dos ERa fraco. > No que concerne aos estudos in vivo, foi
documentado um efeito uterotrofico dose-dependente em ratos imaturos apos ingestao oral de
OMC de 268 a 2667 mg/kg/dia."” Em ratos fémeas adultos ooforectomizados foi observado
aumento de peso, aumento de expressdao de ERB e do gene C3 no Utero, apos administracao
oral de OMC de 10 a 1000 mg/kg/dia, durante cinco dias.®®

Foi ainda demonstrado um aumento da concentracdo plasmatica de vitelogenina (VTG), um
marcador classico de atividade estrogénica, bem como aumento da expressao de mRNA de VTG
e de ERa no figado de peixes da espécie O. Latipes, expostos ao OMC em concentragdes de

0,034 a 34 mM durante cerca de sete dias. ¥

Em ratos adultos ooforectomizados, que ingeriram diferentes quantidades de OMC, foi descrito
um aumento da espessura do endométrio e miométrio, bem como do epitélio vaginal.®? O
mesmo estudo revelou ainda aumento da expressao de PR bem como de fator de crescimento
de insulina tipo 1 (IGF-1), o que mais uma vez demonstra o seu potencial efeito estrogénico.
32 Um estudo do mesmo género documentou diminuicao dos depositos de tecido adiposo, dos
niveis séricos de leptina, dos niveis de triglicéridos, colesterol sérico, lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e lipoproteina de alta densidade (HDL).G%

1.3.2. Atividade tiroideia

Um estudo in vivo em ratos ooforectomizados com ingestao de OMC entre 2,5 e 12,5 mg/kg

durante 12 semanas, revelou diminuicao dos niveis séricos de T4 e diminuicao da expressao da
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enzima 5’desionidase no figado. 2% Adicionalmente foi documentado uma diminuicao de até 38%
dos niveis de hormona estimuladora da tiroide (TSH), uma diminuicao de até 63% dos niveis de
T3 e até 75% dos niveis de T4 em ratos alimentados com diferentes dosagens de OMC. @”) Foi
ainda demonstrado, in vitro, uma diminuicao da captacao de iodo pelas células da tirdide, e

ainda transativacao dos recetores da tiroide (TR) em células HepG2.?®

No entanto, um estudo pioneiro em humanos, com aplicacdo topica de 2mg/cm? de protetor
solar com 3 filtros solares diferentes, entre eles o OMC com concentracdo maxima de 10%, por
todo o corpo, ndao revelou alteracbes estatisticamente significativas da homeostase das

hormonas tiroideias em humanos adultos. 34

1.3.3. Vias de exposicao ao OMC

Os individuos podem ser expostos ao OMC por absorcdo transdérmica, por ingestdao pelo
comportamento “mao-boca”, principalmente em criancas, e pelo uso de batons, e ainda pela
inalacao de particulas de produtos comercializados em spray.” ' Existe a hipotese de que o

consumo de peixes contaminados podera constituir uma via de exposicao. ??)

Um estudo experimental revelou que o OMC é absorvido pela pele, sendo detetado no plasma
1 a 2 horas depois da sua aplicacdo topica. Demonstrou ainda que € excretado na urina, na
ordem dos ng/mL.3) As concentracées deste composto quer no plasma, quer na urina,
revelaram-se diferentes em homens e mulheres, podendo pensar-se numa diferenca de género

na farmacocinética deste composto.

O OMC foi ainda detetado em amostras do leite materno humano.®® Um estudo documentou a
presenca de OMC em cerca de 77,78% das amostras de leite materno humano. ®® Esta via podera
constituir um meio de exposicao para os recém-nascidos. Sao necessarios estudos para analise

do liquido amnidtico de modo a investigar se podera existir exposicao perinatal ao OMC. ("2

Dada a sua natureza lipofilica, o OMC tende a acumular-se no ambiente, principalmente nos
ecossistemas aquaticos.!"" 2" Foi detetado em amostras de agua de rios da Suica e em agua de
torneiras em Espanha, na ordem dos ng/L.%” 38 Foi ainda encontrado em amostras de p6 de

apartamentos privados, edificios publicos e no habitaculo de veiculos, na ordem dos pg/g. %

1.4. Estrogénio e o seu efeito a nivel vascular

Os estrogénios enddgenos sao hormonas sexuais esterdides que incluem a estrona (E1), estradiol
(E2) e estriol (E3).“ Afetam o desenvolvimento e funcdo do sistema reprodutor feminino e
promovem ainda o desenvolvimento e diferenciacao de outros tecidos como tecido adiposo,
sistema nervoso, sistema musculo-esquelético e sistema cardiovascular.'® Estudos apontam
para o seu papel na modulacdo do ténus vascular, contribuindo para o relaxamento do musculo

liso vascular.“0-42)
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Atuam em recetores de estrogénio (ER) que podem estar localizados no nicleo, alterando a
expressao genética através da ligacdo a certas regides do DNA ou pela ativacado de fatores de
transcricao (efeitos gendmicos), ou podem estar localizados na superficie da célula, iniciando

rapidamente a ativacdo de diversos mensageiros secundarios (efeitos nao genémicos). "

Estudos recentes, tém relacionado a ativacao dos efeitos gendmicos com o recetor membranar
ao qual o E2 se liga com alta afinidade, o GPR30. Este recetor tem 7 dominios transmembranares
e é acoplado a proteina G. Pode estar localizado quer no reticulo endoplasmatico quer na
membrana plasmatica e, é possivel que seja responsavel por acdes rapidas, ndo genoémicas dos

estrogénios, uma vez que podera ativar varias vias de sinalizacao (Figura 2).“?

Estrogénios

Citoplasma

Figura 2 Vias de sinalizacdo ativadas pelo GPR30. ER: recetor de estrogénio; MMP: metaloproteinase da
matriz; HB-EGF: fator de crescimento epidérmico ligado ao heparano; SphK: esfingosina cinase; EGFR:
recetor do fator crescimento epidérmico; MAPK: proteina cinase ativadora de mitdgenos; PI3K:
fosfotidilinositl 3-cinase (adaptado de Prossnitz and Maggiolini 2009 “3))

A ligacao dos estrogénios ao recetor GPR30 leva a dissociacdo da subunidade Ga-GTPase do
complexo heterotrimérico GaBy-GTPase.“? A subunidade GBy-GTPase dissociada leva a
ativacao da Scr cinase e da esfingosina cinase (SphK) que, por sua vez, ativam
metaloproteinases da matriz (MMPs).“9 As MMPs clivam o fator de crescimento epidérmico
ligado ao pro-heparano (pro-HB-EGF) da superficie celular, libertando o fator de crescimento
epidérmico ligado ao heparano (HB-EGF). Este leva a transativacao do recetor do factor de
crescimento epidérmico (EGFR).“% 4 4 O EGFR da inicio a uma série de eventos celulares,
entre os quais, a ativacao da fosfolipase C (PLC), proteinas cinases ativadoras de mitdgenos

(MAPKs) e fosfotidilinositol 3-cinase (PI3Ks).“* A subunidade Ga-GTPase ativa a adenil ciclase,
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levando a libertacao de adenosina 3’,5’-monofosato ciclico (CAMP).“0: 44 45 Este mensageiro
secundario, por intermédio da proteina cinase A (PKA), leva a supressao da actividade de Erk1/2
induzida por EGFR.“0: 45)

Tendo em conta o mecanismo de agao descrito, conclui-se que o recetor GPR30, apos a ligacao
dos estrogénios, pode apresentar dois mecanismos distintos, com efeitos opostos no eixo EGFR-
MAPKs.

Efeitos ndo genomicos sdo efeitos rapidos, independentes da sintese proteica, envolvendo
proteinas reguladoras ligadas a membrana ou citoplasmaticas.'® Demoram entre segundos a
minutos a iniciarem a sua agao, sao efeitos reversiveis, e sdo insensiveis a inibidores da sintese
proteica.®? Os estrogénios podem apresentar efeitos ndo gendémicos vasorelaxantes em
diversas artérias.“? Qs efeitos vasculares ndo genémicos dos estrogénios podem ser divididos

em mecanismos dependentes do endotélio ou mecanismos independentes do endotélio. “?

Célula Endotelial

PKA

Arginina

[~ Citrulina

EDHF PGl NO

Figura 3 Mecanismos ndao gendémicos de relaxamento do musculo liso vascular, dependentes do endotélio.
SR: reticulo sarcoplasmatico; CAM: calmodulina; eNOS: o6xido nitrico sintase endotelial; MAPK: proteina
cinase ativadora de mitogenos; AKT: proteina cinase B; PKA: proteina cinase A; COX: cicloxigenase; PGl;:
prostaciclina; NO: oxido nitrico; EDHF: fator hiperpolarizante derivado do endotélio (adaptado de Smiley,
D. A. 2009¢“9))

Em relacao aos efeitos dependentes do endotélio (Figura 3), a ligacdo dos estrogénios aos
recetores de superficie de membrana leva a ativacdo de uma cascata de transducao de sinal e
ativacao de mensageiros secundarios que culminam na ativacdo da o6xido nitrico sintase

endotelial (eNOS) levando a producao de dxido nitrico (NO), e ainda a ativacao da cicloxigenase
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(COX) produzindo prostaciclina (PGlz). Tanto o NO como a PGl promovem o relaxamento do

musculo liso vascular.“?

No que concerne aos mecanismos independentes do endotélio, sao muitas as vias celulares que
podem levar a contragdo do musculo liso (Figura 4). Uma delas diz respeito a ativacao da
fosfolipase C (PLC), que aumenta a producao de inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG).
0 DAG leva a ativacao da proteina cinase C (PKC) que, por sua vez pode fosforilar a calponina
ainda estimular a translocacao da cinase ativadora de MAPK (MEK) e de MAPKs para a membrana
plasmatica, formando um complexo cinase, culminado na fosforilacdo de caldesmona (CaD),

promovendo uma maior interacdo entre a actina e a miosina.“”

0 aumento da concentracao de calcio intracelular € um dos passos cruciais que levam a
contracao do musculo liso. O calcio pode ser libertado do reticulo sarcoplasmatico (SR), por
intermédio da acdo do IP3, ou pode entrar na célula por canais de calcio. Este ido liga-se
posteriormente a calmodulina (CAM), formando um complexo, que ativa a cinase das cadeias
leves de miosina (MLCK), levando a fosforilacdo das MLC, o que promove uma maior interacao

entre a actina e a miosina.“?

Célula do Musculo Liso Vascular

Actina-Miosina

Figura 4 Mecanismos nao genomicos de contracdo do musculo liso vascular, independentes do endotélio.
CAM: calmodulina; MLCK cinase das cadeias leves de miosina; MLC: cadeias leves miosina; PKC: proteina
cinase C, PKG: proteina cinase G; PKA: proteina cinase A; NO: dxido nitrico; SR: reticulo sarcoplasmatico;
Rho-K: Rho cinase; MEK: cinase de MAPK; MAPK: proteina cinase ativadora mitogenos; CaD: caldesmona;
CaP: calponina. (adaptado de Smiley, D. A. 2009 “9)
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Um outro mecanismo celular que leva a contracdao do musculo liso € a ativacdo da proteina
RhoA. Esta por sua vez ativa a Rho cinase (RhoK). A RhoK fosforila e inativa a MLC fosfatase,

aumentando a quantidade de MLC fosforilada, promovendo a contracdo.“”

A ligacao dos estrogénios a recetores na superficie da membrana plasmatica, através de um
efeito ndao genomico, pode interromper uma série de mecanismos celulares que levam a

contracéo de células do musculo liso vascular.

A ativacao de canais de potassio levando a hiperpolarizacdo de membrana; a inibicao dos canais
de calcio, inibindo desta forma a fosforilacdo das MLC dependentes de calcio e,
consequentemente, a contracao do musculo vascular liso™, sao algumas das hipoteses da acao
n&o gendmica dos estrogénios.“) Também se pensa que os estrogénios possam inibir a expressao
e atividade da RhoK.“?

A modulacdo dos canais i6nicos € um dos principais efeitos das acdes ndo genomicas dos
estrogénios.“? Em células do musculo liso vascular o estrogénio inibe os canais de Ca%
dependentes de voltagem.“? Um estudo realizado no musculo liso de artérias aortas de ratos
documentou que o relaxamento vascular verificado com o 178-Estradiol era devido a inibicao

dos canais de Ca?* operados por voltagem do tipo L (LTCC).“?)

1.5. Enquadramento e Objetivo da Investigacao

Tendo em conta que o OMC é um dos filtros solares mais utilizados em protetores solares e
cosmeéticos e, apos alguns estudos in vitro e in vivo, questiona-se a sua seguranca, quer para
0s seres vivos, quer para os ecossistemas.® 2 29 Foi considerada uma substancia de grande

preocupacao relativamente ao seu risco para a saude. '?

Estima-se que cerca de 75% da superficie da pele esta, muitas vezes diariamente, em contacto
com protetores solares ou outros produtos cosméticos contendo filtros UV, por um periodo de
3 a 4 meses, no verao.® Assim sendo, e dada a sua natureza lipofilica com tendéncia a
bioacumulacéo, depreende-se que seja uma substancia a qual os individuos estdo em constante

exposicao.

Questiona-se até que ponto a aplicacdo de produtos cosméticos sera indcua, dado que nao

existe informacao acerca da farmacocinética dos filtros UV no organismo. ("> 46

Tendo em conta o seu potencial efeito estrogénico como disruptor enddcrino, ja anteriormente
referido em alguns estudos, levanta-se a hipotese de que o OMC podera apresentar efeitos a
nivel vascular, semelhantes aos do estrogénio. Ainda nao foram elaborados estudos de modo a

avaliar a sua acao no sistema cardiovascular.
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A presente investigacdo tem assim como objetivo testar os efeitos do OMC nas artérias
umbilicais humanas (AUH), de modo a avaliar os seus possiveis efeitos ndo genomicos, rapidos,
e se estes se assemelham aos do estrogénio a nivel vascular, uma vez que existe evidéncia

cientifica de que o OMC possa exercer efeitos estrogénicos como DE no organismo.

11
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2. Material e Métodos

2.1.Extracao e preparacao das artérias umbilicais humanas
(AUH)

Pedacos de cordao umbilical, com cerca de 3-7cm, foram obtidos de partos termo, por via
vaginal, de gravidas sem patologia, com o consentimento das mesmas. Todos os procedimentos
levados a cabo com os corddes umbilicais humanos foram aprovados pelo Comité de ética do

Centro Hospitalar da Cova da Beira EPE.

As amostras de corddao umbilical foram colhidas em solucado salina fisiologica estéril (PSS;
composicao, mM: NaCl 110; CaCl2 0.15; KCl 5; MgCl2 2; HEPES 10; NaHCO3 10; KH2PO4 0.5;
NaH2PO4 0.5; Glucose 10; EDTA 0.49). De modo a evitar a contaminacao e degradacao tecidual,
foram adicionados a solucdo de PSS: penicilina (5 U/ml), estreptomicina (5 pg/ml), anfotericina
B (12.5 ng/ml), e antiproteases (leupeptina 0.45 mg/l, benzamidina 26 mg/l, e inibidor de
tripsina 10 mg/l). As amostras de cordao umbilical foram mantidas a temperatura de 4°C por
4-24 h.

Todos os procedimentos até a obtencao da tlnica média foram realizados a temperatura de 0-
4°C, em placas de Petri contendo PSS. Inicialmente, a geleia de Wharton que circunda as
artérias, e a veia umbilical, foram removidas, cautelosamente, com o auxilio de tesouras e

pincas. A parede mais espessa das artérias facilita a remocao do tecido conjuntivo adjacente.

Posteriormente, as artérias foram cortadas em anéis de 3-5mm utilizando tesouras. A tunica
intima (endotélio) foi removida mecanicamente por friccdo de uma linha de algodao no limen
da artéria. Estes pedacos de artéria sem endotélio foram colocados em meio DMEM (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium), a temperatura de 0-4°C por cerca de 24h e, de seguida, utilizados

para estudos de contratibilidade.

2.2. Estudo de contratibilidade arterial

Anéis de artéria umbilical humana sem a tlnica intima foram colocados em camaras de banho
de orgédos (LE01.004, Letica) contendo solucdo de Krebs (composicao, mmol/L: NaCl 119, KCl
5.0, NaHCO3 25, KH2P04 1.2, CaCl2 0.5, MgS04 1.2, EDTA 0.03, glucose 11) a temperatura de

37°C, continuamente em contacto com carbogénio.

Os anéis das artérias foram suspensos em 2 arames paralelos de aco inoxidavel e a medicao da

tensdo em gramas (g) foi realizada utilizando transdutores isométricos (TRI201, Panlab SA,

12
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Spain), amplificador (ML118/D Quad Bridge, ADInstruments), interface PowerLab/4SP (ML750,

ADInstruments), e sistema compurizado com software Chart5PowerLab (ADInstruments).

Para analise, a tensao isométrica medida foi expressa em miligramas (mg) de forca provocada
pela artéria na presenca de drogas. Para analisar os dados de relaxamento, utilizou-se a
percentagem de reducdo da tensdao na contracdo maxima induzida por agentes contrateis
(serotonia (5-HT 1uM) e cloreto de potassio (KCl60 mM)). Durante os periodos de repouso, a
solucao no banho de érgaos foi mudada de 15 em 15 minutos. Inicialmente, os anéis das artérias
foram equilibrados por 60 minutos até alcancar uma tensdo de repouso de 1,5 gramas.
Posteriormente, as artérias foram colocadas em contacto com serotonina (5-HT 1uM) para
testar a sua viabilidade. Artérias que induziram uma concentracdo maxima menor que 1,5
gramas, quando em contacto com 5-HT, foram excluidas do estudo. Posteriormente, as artérias
foram contraidas com KCl (60 mM) e 5-HT e o efeito vascular do OMC nestas contracoes foi
avaliado. O efeito do OMC nas AUH sem endotélio foi analisado nas seguintes concentracoes: 1-
100 nM e 1-50 pM. Foram utilizadas estas concentracdes com base no trabalho de Schlumpf,
Cotton et al. 2001.""") Procedimentos de controlo com etanol, o veiculo usado para dissolver o

OMC, foram sempre realizados.

2.3. Quimicos

Durante a realizacao deste trabalho foram utilizados diversos compostos quimicos e drogas

obtidos na Sigma-Aldrich Quimica (Sintra, Portugal), nomeadamente OMC, serotonina e etanol.

2.4. Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo. Foram analisados utilizando o Sistema de
Andlise Estatistica SIGMASTAT, versdao 4.00 (Systat Software, London, UK). A significancia
estatistica entre dois grupos de dados foi analisada utilizando o teste T de Student. A
comparacao entre mais de dois grupos de dados foi analisada segundo o método ANOVA (one-
way) seguido do teste post-hoc, teste de Tukey ou Dunnett, para determinar as diferencas

significativas entre as médias.

As diferencas entre os grupos foram consideradas estatisticamente significativas com p<0,05.

13
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3. Resultados

3.1. Efeitos vasculares diretos do OMC em AUH

Anéis de artérias umbilicais humanas (AUH) sem endotélio foram contraidos com 5-HT (1 uM) e
KCl (60 mM), tendo-se obtido contracdes estaveis apos 5 a 10 minutos, aproximadamente. A

média de contracdo maxima obtida, em gramas, com 5-HT e KCl é apresentada na Tabela 1.

Tabela 1: Resposta Contratil Maxima em gramas (g) em resposta a Serotonina (5-HT) e KCl 60mM nas AUH
com OMC e controlo com Etanol. Os dados sdao expressos como médiaterro padrao de (n) experiéncias.

Agente contratil OMC Controlo
5-HT 1pM 1,632+0,191 (9) 1,923+0,199 (7)
KCl 60mM 1,723+0,276 (7) 1,829+0,212 (7)

Apds terem atingido a contracdao maxima, as AUH sem endotélio foram colocadas em contacto
com concentracoes crescentes de OMC (1-100 nM e 1-50 pM), a cada, aproximadamente, 5
minutos, de modo a avaliar o seu efeito a nivel vascular. Os procedimentos de controlo foram
realizados simultaneamente com etanol, veiculo utilizado para dissolver o OMC. Os efeitos
observados eram reversiveis uma vez que, apos lavagem com solucdo de Krebs, estes foram

revertidos.

3.1.1. Efeitos do OMC na contracao das AUH com 5-HT

A contracdo maxima atingida nas AUH com 5-HT esta descrita na Tabela 1. Verificou-se que o
OMC exerceu um efeito vasorelaxante, tal como evidénciado no Grafico 1. O efeito maximo
ocorreu na concentracdo de 50 pM, tendo-se obtido um relaxamento de cerca de
16,127%+4,472% da contracao maxima atingida.

Foram encontradas diferencas estatisticamente significativas (p<0,05, teste T de Student) entre
o grupo de AUH em contacto com OMC e o grupo de AUH de controlo com o solvente utilizado,
nas concentracoes de 1 e 50 uM (Grafico 1).

0 grupo de controlo nao evidenciou um efeito vasorelaxante nas AUH sem endotélio.
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Grafico 5: Efeito relaxante do OMC (%) em AUH sem endotélio apds contracao com serotonina (5-HT pM;
n=9). Como controlo foi usado o solvente do OMC (n=7). As barras correspondem a média e as linhas
verticais ao erro padrao, de (n) experiéncias. *p<0,05 entre os efeitos do OMC com o respetivo controlo,
teste T de Student.

3.1.2. Efeitos do OMC na contracao das AUH com KCl

A contracdo maxima atingida nas AUH com KCl 60 mM esta descrita na Tabela 1. Verificou-se
que o OMC exerceu um efeito vasorelaxante, tal como evidénciado no Grafico 2. O efeito
maximo ocorreu na concentracdao de 50 pM, tendo-se obtido um relaxamento de cerca de
20,179%+5,036%.

Foram encontradas diferencas estatisticamente significativas (p<0,05, teste T de Student) entre
o grupo de AUH em contacto com OMC e o grupo de AUH de controlo, nas concentracées de 1
nM,1 UM, 10 uM e 50 pM(Grafico 2).

0 grupo de controlo nao evidenciou um efeito vasorelaxante nas AUH sem endotélio.
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Grafico 6: Efeito relaxante do OMC em AUH sem endotélio (%), apds contracao com KCl (60mM; n=7).
Como controlo foi usado o solvente do OMC (n=7). As barras correspondem a média e as linhas verticais
ao erro padrao, de (n) experiéncias. * p<0,05 entre os efeitos do OMC com o respetivo controlo, teste T

de Student.

Em suma, o OMC exerceu um efeito relaxante, quer nas artérias contraidas com 5-HT, quer nas

artérias contraidas com KCl 60mM.

3.1.3. Comparacao do vasorelaxamento entre os dois agentes contrateis

Ocorreu um relaxamento semelhante entre os dois agentes contrateis nas AUH sem endotélio
nas diferentes concentracoes de OMC (p>0,05, teste T de Student), com efeito maximo na
concentracao 50 uM de 16,127%+4,472% e 20,179%=5,036%, respetivamente (Grafico 3).
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Grafico 7: Efeito relaxante (%) do OMC (log [OMC]) em AUH sem endotélio contraidas com serotonina (5-
HT; n=9) e com KCl 60mM (n=7). Cada ponto representa a média e as linhas verticais o erro padrao, do
numero (n) de experiéncias indicado.
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4. Discussao

No presente estudo foi avaliada a resposta vascular ao OMC em AUH sem endotélio. Os dados
demonstraram que o OMC exerceu um efeito vasorelaxante, quer nas artérias contraidas com
5-HT (1uyM), quer nas artérias contraidas com KCl 60mM, verificando-se o efeito maximo na
concentracao de 50 yM para ambos os agentes contrateis. A resposta vasorelaxante também foi

semelhante entre os dois agentes contrateis.

A nivel vascular, os estrogénios podem exercer efeitos gendmicos e nao gendémicos que
conduzem ao vasorelaxamento.“? Na via gendmica, classica, os ER atuam como fatores de

transcricao, modulando a expressao genética.“”

Relativamente ao OMC, alguns autores tentaram ligar a sua acdo como possivel DE através da

avaliacdo do seu potencial efeito estrogénico a nivel genémico.

Foi documentada a proliferacdao de células do cancro da mama MCF-7, exercendo cerca de
77,18% do efeito observado com o estradiol.('" Os efeitos foram considerados estatisticamente
significativos a partir da concentracao de 10 pM ) tal como nesta investigacao. Um outro
estudo também em linhas celulares MCF-7 revelou que o OMC levou a expressao do gene pS2, a
partir da concentracdo de 1 pM.?? A expressao deste gene é considerada uma medida da

estrogenecidade do OMC. 2

0 mecanismo de acédo pelo qual o OMC possa exercer os seus efeitos estrogénicos ainda nao é
conhecido. Foi investigada a afinidade de ligacao do OMC pelos recetores de ERa e ERB("® 21,
Foi caracterizado como um agonista fraco dos REa, mas também como um potente antagonista
PR.? Adicionalmente, foi observada capacidade de transactivacio do ERa entre as
concentracdes de 0,1 e 10 uM.( No entanto, numa outra investigacdo, apenas foi observada

transcricao genética do ERa estatisticamente significativa na dose de 100 pM.?"

No que concerne aos estudos in vivo, foi documentado um efeito uterotrofico dose-dependente
em ratos imaturos apos ingestdo oral de OMC de 268 a 2667 mg/kg/dia.("V Em ratos fémeas
adultos ooforectomizados foi observado aumento de peso, aumento de expressao de REB e do
gene C3 no Utero, ap6s administracdo oral de OMC de 10 a 1000 mg/kg/dia, durante cinco

dias. @)

Existem, no entanto, algumas investigacdes que contrariam a premissa de que o OMC podera
exercer um efeito estrogénico. Morohoshi, Yamamoto et al. 2005“” ndo detetaram qualquer
actividade estrogénica, nomeadamente a ligacdo competitiva aos ER avaliada por ELISA (ensaio
de imunoabsorcdo enzimatica). Provavelmente nao foram encontrados efeitos estrogénicos

dado que a dose mais alta avaliada foi de 37,5 pM.*”) Também nao foi detetada atividade
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estrogénica por Kunz e Fent 2006“®). Pelo contrario, foi observada atividade antiestrogénica a
partir da concentracao de 100 pM num ensaio com leveduras que expressavam ERa humano.“®
Tendo em conta os achados contraditorios destes autores, pode-se colocar a hipdtese de que o
OMC possa exercer os efeitos por outros mecanismos nao relacionados diretamente com os
RE. “8)

Os efeitos nao genomicos sdo respostas que ocorrem de forma demasiado curta para serem
mediadas pela transcricao genética, e sao independentes da sintese proteica.“? Os estrogénios
exercem um efeito ndo genodmico vasorelaxante que envolve a ativacdo de cinases e fosfatases
que alteram o fluxo io6nico através da membrana plasmatica.“? Estes efeitos podem ser

dependentes ou independentes do endotélio.

Um estudo realizado também em AUH verificou que o 17B-Estradiol relaxou as artérias em cerca
25 a 29%, com efeito maximo na concentracao de 100 pM.“? Em artérias epiploicas humanas,
foi descrito um efeito vasodilatador do 17B-Estradiol na concentracado de 3 pM .®9 Um estudo
realizado por este grupo de investigacao demonstrou que o 17B8-Estradiol exerce um efeito de
relaxamento vascular independente do endotélio, a partir da concentracdo de 10 pM em

artérias aortas de ratos.“?

Tendo em conta os resultados obtidos neste estudo, coloca-se a hipotese de que o OMC podera
desencadear o vasorelaxamento de forma semelhante ao 178-Estradiol, por um mecanismo nao

genomico e independente do endotélio.

A modulacdo dos canais ionicos € um dos principais efeitos das acdes nao gendmicas dos
estrogénios.“? Em células do musculo liso vascular o estrogénio inibe os canais de Ca%
dependentes de voltagem.“? Um estudo realizado no musculo liso de artérias aortas de ratos
documentou que o relaxamento vascular verificado com o 178-Estradiol era devido a inibicao

dos canais de Ca** operados por voltagem do tipo L (LTCC).“?

Recentemente tem-se dado muita atencéo ao recetor GPR30. E um recetor acoplado a proteina
G, com grande afinidade para o E2, que foi implicado na mediacao de efeitos tanto diretos,
ndo genomicos, como indiretos, relacionados com a transcricao genética. Uma vez ativado,
pode apresentar dois mecanismos de acao distintos, com efeitos opostos no eixo EGFR-
MAPKs.“0: 45 Nao existem muitos dados pUblicados relativamente ao seu mecanismo de acao a
nivel vascular. Um estudo no musculo liso de artérias mesentéricas de ratos, sem endotélio,
demonstrou que a ac¢ao do agonista do GPR30, o G-1, levou a um efeito de vasorelaxamento.
Este foi atribuido a ativacdo da adenil ciclase com consequente aumento da producado de
CAMP.6"
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Nao existem estudos publicados relativamente ao efeito do OMC a nivel vascular, bem como o
seu possivel papel como DE e no desenvolvimento de patologias cardiovasculares. O presente
estudo foi pioneiro nesse sentido. Sao necessarios estudos adicionais de modo a a averiguar se
0 OMC podera atuar sobre o recetor GPR30. A sua ligacdo a este recetor podera desencadear
um aumento do cAMP no musculo liso vascular, o que podera constituir um mecanismo de agao
pelo qual 0 OMC exerca o efeito vasorelaxante ndo genémico independente do endotélio. Séo
ainda necessarias investigacdes adicionais relativamente ao papel fisioldgico do GPR30 para
analisar os mecanismos celulares e moleculares que levam ao relaxamento vascular, uma vez
que podera constituir um alvo terapéutico em patologias cardiovasculares, nomeadamente na

hipertensao arterial.

A natureza lipofilica com tendéncia a bioacumulacdo do OMC?Y, a constante exposicdo dos
individuos a este composto uma vez que se trata de um dos filtros UV mais utilizado'?, bem
como a falta de informacao relativamente aos seus efeitos biolégicos no organismo humano,

coloca em causa o seu perfil de seguranca, quer para os individuos, quer para o ecossistema.

Igualmente importante seria avaliar a farmacocinética do OMC no organismo humano, uma vez
que este foi detetado no plasma 1 a 2 horas depois da sua aplicacdo topica e apresentou
excrecdo urinaria, na ordem dos ng/mL.%% Foi ainda detetado em amostras do leite materno
humano, podendo constituir uma forma de exposicao para os recém nascidos®®). Sao necessarios
estudos para analise do liquido amniotico de modo a investigar se podera existir exposicao

perinatal ao OMC e quais as possiveis repercussoes. (12
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5. Conclusao

Este estudo demonstrou que o OMC tem um efeito nao gendémico vasorelaxante por um
mecanismo independente do endotélio. Sendo este efeito vasorelaxante similar aos efeitos dos
estrogénios a nivel vascular, corroborando a hipdtese que o OMC podera exercer um efeito
estrogénico como DE. Sao necessarios estudos adicionais para avaliar o papel do recetor GPR30
neste mecanismo, bem como as alteracoes celulares e moleculares que levam ao
vasorelaxamento. E ainda importante que se desenvolvam estudos para que se possa averiguar

o perfil de seguranca do OMC.
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