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Avaliacdo toxicogenética do omeprazol em estudos nédo clinicos. ANTONIO LIMA
BRAGA. Orientadora: Dra. Ana Amélia de Carvalho Melo Cavalcante. 123p. Dissertacao
de Mestrado. Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas - PPGCF,
Universidade Federal do Piaui - UFPI, 2017.

RESUMO

O omeprazol (OME) é considerado o mais rapido inibidor da bomba de protons usado em
terapias gastricas. Entretanto, os seus efeitos adversos em relacdo ao material genético
ainda sdo pouco conhecidos. O objetivo da pesquisa foi avaliar os efeitos toxicogenéticos
do omeprazol em estudos ndo clinicos in vivo e in vitro; e o possiveis efeitos moduladores
da associacdo do palmitato de retinol e acido ascorbico frente aos danos induzidos ao
material genético de Saccharomyces cerevisiae, de cultura priméaria de Sarcoma — 180,
Allium cepa e em Mus muscullus com aplicagdo de biomarcadores citogenéticos. Em S.
cerevisiae e Sarcoma 180, as concentraces de omeprazol utilizadas foram de 10, 20 e 40
pg/mL. O palmitato de retinol e o acido ascorbico foram usados nas concentracdes de 100
Ul/mL e 2,0 uM, respectivamente. Nos tratamentos em Mus musculus, as doses do
omeprazol foram de 10, 20 e 40 mg/kg e de 100 Ul/kg para o palmitato de retinol e 2,0
HUM/Kg para o &cido ascorbico. O omeprazol induziu significantes danos oxidativos, em
linhagens de S. cerevisiae e efeitos toxicogenéticos (micronicleos, pontes citoplasmaticas,
brotos nucleares, apoptose e necrose) e genotoxicos (danos nucleares) em Sarcoma 180,
assim como induziram efeitos mutagénicos, citotoxicos, e genotdxicos em células de
Allium cepa, de sangue periférico e de medula déssea de camundongos. Entretanto, o
palmitato de retinol e acido ascorbico apresentaram efeitos antioxidantes, antigenotdxicos
e antimutagénicos frente aos danos induzidos pelo omeprazol nas células em estudo. Estes
dados demonstram que o omeprazol induz instabilidades genéticas em células eucarioticas,
incluido as tumorais. Entretanto, os danos citogenéticos relatados podem ser modulados
em terapias com suplementagdo de vitaminas antioxidantes, como alternativas para a

prevencdo de riscos para desordens neoplésicas.

Palavras-chave: Omeprazol. Toxicidade. Citotoxicidade. Genotoxicidade.

Mutagenicidade.
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Toxicogenic evaluation of omeprazole in no clinic studies. ANTONIO LIMA BRAGA.
Advisor: Dr. Ana Amélia de Carvalho Melo Cavalcante. 123p. Dissertation. Graduate
Program in Pharmaceutical sciences-PPGCF, Universidade Federal do Piaui - UFPI, 2017.

ABSTRACT

Omeprazole (OME) is considered the fastest proton pump inhibitor used in gastric
therapies. However, its adverse effects on genetic material are still poorly understood. The
aim of the study was to evaluate the toxicogenic effects of omeprazole in non-clinical in
vivo and in vitro studies; the possible modulating effects of the association of retinol
palmitate and ascorbic acid on induced damage to the genetic material of Saccharomyces
cerevisiae, Sarcoma - 180 cell line, Allium cepa and Mus muscullus with application of
cytogenetic biomarkers. In S. cerevisiae and Sarcoma 180, the concentrations of
omeprazole used were 10, 20 and 40 pg / mL. Retinol palmitate and ascorbic acid were
used at concentrations of 100 IU / mL and 2.0 puM, respectively. In Mus musculus
treatments, doses of omeprazole were 10, 20 and 40 mg / kg and for retinol palmitate was
used 100 IU / kg and 2.0 uM / kg for ascorbic acid. Omeprazole induced significant
oxidative damage effect in S. cerevisiae and toxicogenic strains (micronuclei, cytoplasmic
bridges, nuclear buds, apoptosis and necrosis) and genotoxic (nuclear damage) in Sarcoma
180, as well as induced mutagenic, cytotoxic and genotoxic effects in cells Allium cepa,
peripheral blood and bone marrow of mice. However, retinol palmitate and ascorbic acid
presented antioxidant, antigenotoxic and antimutagenic effects against omeprazole-induced
damage in the cells under study. These data demonstrate that omeprazole induces genetic
instability in eukaryotic cells, including tumor cells. However, the reported cytogenetic
damage can be modulated in antioxidant vitamin supplementation therapies as alternatives

for the prevention of risks for neoplastic disorders.

Palavras-chave: Omeprazole. Toxicity. Citotoxicity. Genotoxicity. Mutagenic.
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1. INTRODUCAO

Os medicamentos inibidores da bomba de protons (IBP’s) sdo os principais
farmacos prescritos para o tratamento de enfermidades como esofagite de refluxo e ulcera
duodenal. Uma vez que apresentam poucos efeitos adversos quando sua administracao €
dada de forma correta, os IBP’s passaram a ser usados para sintomas agudos e cronicos na
pratica clinica, ainda que seu uso a longo prazo seja bastante discutivel (YANAGIHARA
etal., 2015)

Os farmacos da classe IBP incluem o lansoprazol, esomeprazol, rabeprazol,
pantoprazol e omeprazol. Atuam suprimindo a secrecdo acida de modo mais eficaz que
os farmacos antagonistas do receptor H2, apresentando ampla utilizacdo para o
tratamento de esofagite de refluxo, lesdes gastrointestinais causadas pelo uso de
medicamentos anti-inflamatdrios ndo esteroidais, dispepsias, hipergastrinemia, na terapia
para tratamento da infeccdo por Helicobacter pylori, Ulcera péptica, Ulcera gastrica,
Ulceras duodenais, entre outras patologias do trato gastrointestinal (WANNMACHER,
2004).

O omeprazol (OME) é considerado o mais rapido IBP disponivel, sendo utilizado
no tratamento de desordens relacionadas ao acido gastrico por décadas, atuando como
um IBP funcional por mais tempo do que qualquer outro IBP. O omeprazol é um inibidor
da bomba de protons (IBP), a qual se liga covalentemente inibindo a enzima
H+K+ATPase necessaria para acidificacdo tubulovesicular na célula parietal. Isto reduz a
producdo de acido e aumenta o pH do limen estomacal, que se revelou um importante
mecanismo para o tratamento de gastrite (KOHLER et al., 2010).

Alem da sua acédo antiécida, os efeitos metabolicos e moleculares da utilizacéo de
IBP’s, principalmente quando utilizado a longo prazo, t€ém aumentado questionamentos
de discussdo substancial. Recentemente, IBP’s tém sido relatados como possiveis agentes
anti-proliferativos e moduladores de resisténcia, tanto em in vitro quanto in vivo.
Entretanto, os efeitos inibitério ou promocional de IBP’s para a inflamagdo gastrica e
carcinogénese permanece controverso (PENG et al., 2014).

A gastrite é classificada como uma inflamagdo da mucosa estomacal sendo uma
condicdo clinica comumente associada com infeccdo local da mucosa gastrica pela bactéria

Helicobacter pylori. Ha estimativas de que a gastrite cronica estar presente em cerca 37%
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dos adultos na forma assintomatica. A incidéncia aumenta de acordo com a idade onde a
maioria dos casos se associa pela infeccdo por Helicobacter pylori. O omeprazol, em
combinacdo com antibidticos, torna-se um mecanismo eficaz no combate e erradicacéo da
infeccdo por H. pylori. Entretanto, relatos recentes sugerem que o tratamento a base de
omeprazol é um potencial causador de lesbes agudas e cronicas nas células da glandula
géstrica esse efeito foi atribuido a CCK-2 causadora de efeitos pro-inflamatorios em
resposta a supressao da producdo de acido (KOHLER et al., 2010).

As espécies reativas de oxigénio sdo produzidas durante a reducdo do oxigénio e
sdo caracterizadas por alta reatividade participando de muitos processos fisioldgicos
importantes, mas, se produzidos em altas concentragdes, levam ao desenvolvimento
do estresse oxidativo e perturbam o equilibrio pro-oxidativo / antioxidante para a reacao de
oxidacdo levando a danos de lipidios, proteinas, carboidratos ou &cidos nucleicos
(KLENIEWSKA; PAWLICZAK, 2017). O termo "estresse oxidativo" em toxicologia é
utilizado para se referir a uma série de condic¢Bes patoldgicas e reagdes que em conjunto,
constituem uma partida de um estado redutivo homeostatico basal a nivel celular ou
tecidual. Conseqlientemente, o acUmulo de espécies reativas (tipicamente, mas ndo
exclusivamente, espécies de oxigénio ou nitrogénio) é tomada como evidéncia de estresse
oxidativo (SAMET; WAGES, 2017).

Os principais agentes antioxidantes derivados das fontes naturais por ingestao
dietética sdo as vitaminas A e C, com isso, tem crescido o interesse no papel antioxidante
de produtos naturais como uma estratégia para prevenir o dano oxidativo como fator na
fisiopatologia e histopatologia de vérios transtornos de salde. Entre os antioxidantes, as
vitaminas sdo utilizadas como suplementos nutricionais e elementos essenciais em quase
todos os sistemas biolégicos (MAGDY et al., 2016).

Tendo em vista a necessidade de compreender o0s possiveis efeitos
toxicos/genotoxicos do omeprazol (OME) e a importancia dos efeitos antioxidantes do
palmitato de retinol (PR) e do acido ascorbico (AA) frente aos riscos do omeprazol para o
material genético. O presente trabalho objetivou avaliar os efeitos toxicos e gentotoxicos
por meio de testes ex vivo e in vivo, através do estudo em células tumorais de Sarcoma
180, em S. cerevisiae, em células de estbmago; medula dssea; e sangue periférico de Mus
musculus durante os tratamentos com omeprazol (Figura 1). A presente dissertacao
compreende a: um estudo nado-clinico da atividade oxidante do OME e os efeitos

modulatérios do PR e AA em S. cerevisiae, cultura primaria de sarcoma 180 (S-180)
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(Capitulo I); assim como os efeitos toxicos, citotoxicos e genotoxicos do omeprazol em

sistema Allium cepa (Capitulo I1); e por fim, uma avaliacdo dos efeitos genotdxicos e

mutagénicos do omeprazol e o potencial efeito modulatério de sua associacdo com PR e

AA em Mus musculus (Capitulos I11).

Figura 1. Divisdo esquematica do corpo da dissertagéo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver um estudo ndo clinico para avaliar os efeitos tdxicogenéticos do
omeprazol e a importancia da utilizacéo do palmitato de retinol e do acido ascorbico na
modul¢do dos possiveis danos induzidos ao material genético com aplicagdo de
marcadores citogenéticos indicativos de danos ao DNA, mutagenicidade, apoptose e

Necrose.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a toxidade, citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade do omeprazol
através do bioensaio Allium cepa e avaliar o indice e frequéncia de dano através de

ensaio cometa em células meristematicas de Allium cepa.

Verificar os riscos do omeprazol na indugdo de danos oxidativos, genotoxicos e
mutagénicos em culturas primarias de sarcoma 180 (S-180) e em Saccaromyces
cerevisiae, bem como a importancia do PR e do AA para a modulacdo dos danos
induzidos pelo OME;

Avaliar os efeitos aneugénicos/clastogénicos em células de medula Ossea e
sangue periférico de camundongos tratados com omeprazol e em associacdo com

vitaminas antioxidantes vitamina A, e vitamina C, por meio do teste de Micronucleos;

Investigar o potencial genotoxico em células de medula dssea e sangue periférico
de camundongos tratados com omeprazol e em associagdo com PR e AA, bem como 0s
efeitos de reparo de DNA em linfocitos de sangue periférico, por meio do ensaio

cometa.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Doencas Gastrointestinais

O intestino humano é o habitat natural de uma populagcdo numerosa, diversa e
dindmica de microorganismos que comp@e sua microbiota normal, constituida em sua
maioria por bactérias que se adaptaram para viver nas superficies da mucosa
gastrointestinal, dito isto, um conhecimento detalhado da microbiota intestinal é de
fundamental importancial para a determinacdo do papel que possiveis alteracbes neste
ambiente possa promover no desenvolvimento de certas doengas, onde muitas resultam,
em sua maioria, da alteracdo na microbiota intestinal, estes incluem infeccdo
por Helicobacter pylori, que podem levar a gastrite, Ulceras e outras complicacdes a
exmplo do cancer gastrico (ALLUE, 2015).

A gastrite € classificada como uma inflamacgéo da mucosa estomacal sendo uma
condicdo clinica comumente associada com infeccao local da mucosa gastrica pela bactéria
Helicobacter pylori. H& estimativas de que a gastrite cronica esta presente em cerca 37%
dos adultos na forma assintomatica. A incidéncia aumenta de acordo com a idade onde a
maioria dos casos se associa pela infec¢do por Helicobacter pylori (KOHLER et al., 2010).
A Ulcera péptica € caracterizada por lesbes pepticas acidas no trato digestivo que resulta
em rupturas na mucosa atingindo a submucosa, geralmente sdo encontradas no estdmago
ou duodeno proximal, mas também podem ser encontradas no eséfago ou no diverticulo de
Meckel, a prevaléncia ao longo da vida da Glcera péptica na populacdo em geral foi
estimada em cerca de 5-10% e incidéncia de 0,1- 0,3% ao ano. No entanto, a prevaléncia e
a incidéncia da uUlcera péptica sdo agora provavelmente menores do que essas estimativas
em todo o mundo, especialmente em paises desenvolvidos (LANAS; CHAN, 2017).

As Ulceras gastricas sdo causadas, principalmente, pela acdo prejudicial do acido e
da pepsina sem do um dos problemas de salde mais importantes em todo o
mundo. Normalmente, ha um equilibrio multifatoriais (agentes defensivos, barreira de
muco-bicarbonato , células epiteliais de superficie , regeneracdo da mucosa, circulagéo
sanguinea, equilibrio acido-base) no estbmago que atuam minimizando os efeitos de
agentes prejudiciais, em geral ocasionado por Helicobacter pylori (KALAYCI et al.,
2017).
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O céncer gastrico é a décima quinta maior causa de morte por cancer. O nimero de
mortes estimado foi de 3,3 em cada 100.000 homens e mulheres por ano, entre 0s anos de
2009 e 2013, onde o risco de desenvolver um cancer gastrico € de aproximadamente 0,9%
sendo mais frequente homens do que mulheres, fatores como a idade, dieta e doencas de
estdmago, incluindo a infeccdo por Helicobacter pylori, podem aumentar o risco de
desenvolver um céancer gastrico (HU et al., 2017; MARCUS; SUBRAMANIAM, 2017).

De acordo com o estudo EUROCARE-5, 4 de 5 pacientes com cancer gastrico na
Europa morrem nos primeiros 5 anos apds o diagnostico, as opcBes de tratamento para
pacientes com progrecdo metastatica estdo aumentando, nos altimos 5 anos foram
disponibilizados varios novos farmacos com base em resultados de estudos positivos,
incluindo drogas-alvo como o trastuzumab anticorpo monoclonal contra o sitio extracelular
do receptor do fator de  crescimento  epidérmico  humanotipo 2 (HER2)
(OBERMANNOVA; LORDICK, 2017).

Apesar dos avangos nos métodos de cirutgia e intervengdes mediadas por
quimioterapicos e radioterapia, a melhora clinica do cancer gastrico continua a ser
insatisfatdria, principalmente por progredir para metastase recorrentemente. Portanto,
torna-se necessaria as pesquisas sobre o mecanismo molecular a cerca da progressao do
cancer gastrico, e desenvolver novas estratégias terapéuticas de intervencdo (LI et al.,
2017).

Aproximadamente 50% de toda a populacdo mundial é infectada por H. pylori, com
uma prevaléncia de 30-40% nos paises desenvolvidos e superior a 80% nos paises em
desenvolvimento. Na populacdo com faxa etaria inferior a 20 anos, a prevaléncia é de
aproximadamente 80% em individuos residentes em paises em desenvolvimento, superior
a dos paises desenvolvidos. Estas variagdes na prevaléncia de infeccdes por H. pylori,
estdo diretamente relacionadas a fatores sociodemograficos, especialmente em se ratando

de individuos de baixas condigbes socioecondmicas (ALLUE, 2015).

3.2 Genotoxidade

As analises no ambito da genotoxicidade é um componente fundamental para
avaliacdo da seguranca de todos os tipos de substancias, que v@o desde produtos
farmacéuticos, produtos quimicos industriais, pesticidas, aditivos alimentares, cosméticos e

medicamentos de uso veterinario, substancias relevantes no contexto das legislacdes
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internacionais que visam a proteccao da salide humana e animal (CORVI; MADIA, 2017;
IRIONDO-DEHOND et al., 2017; NIKOLOVA; MARINI; KAINA, 2017).

A genotoxicidade é definido como o potencial que um produto quimico possul,
capaz de danificar o DNA, o que pode resultar em mutacbes hereditarias através
de divisdes celulares . Se ndo for devidamente reparado, tais mutagcbes podem levar a
carcinogénese através da activacdo de oncogenes e/ou inactivacdo de supressores tumorais
(CHAPPELL; RAGER, 2017). A principal caracteristica de carcindgenos genotdxicos € a
sua capacidade de interagir directamente com o DNA para formar aductos covalentes que

resultam em mutagdes e aberracdes genéticas (TRYNDYAK, 2017).

3.3 Cancer

O céncer ¢ definido como o crescimento desordenado de células, podendo invadir e
se espalhar para locais distantes no corpo. O cancer pode levar a consequéncias graves para
a saude, sendo uma das principais causas de mortalidade em todo o mundo. Cancer
de pulmado, prostata, colo-rectal, estbmago e cancer de figado sdo os tipos de cancer que
comumente acomete 0os homens, enquanto mama, colorretal, pulmé&o, colo uterino e cancer
de estdmago sdo 0s mais comuns entre as mulheres. Cerca de 30% das mortes causadas por
cancer poderiam ser prevenidas se evitar os fatores de risco, em especial o uso do
tabaco. Atualmente, as opg¢des de tratamento incluem cirurgia, quimioterapia e
radioterapia, adaptadas para o estagio do tumor, o tipo e os recursos disponiveis. (WHO,
2016).

De acordo com o documento World cancer report 2014 emitido pela International
Agency for Research on Cancer (larc), da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), é
incontestavel que o cancer € uma problematica de salde publica, particularmente entre 0s
paises em desenvolvimento, onde estima-se que, em algumas décadas, o impacto causado
pelo cancer sob a populacao corresponderd a 80% dos mais de 20 milhdes de novos casos
estimados para 2025 (WHO, 2014).

Segundo o INCA (Instituto Nacional do Cancer), estima-se que entre 2016 e 2017 o
numero de novos casos de cancer no Brasil alcance a marca de 600 mil pessoas acometidas
pela doenca a excecdo do cancer de pele ndo melanoma (que se aproximara de 180 mil
novos casos), advirdo cerca de 420 mil novos casos de cancer, onde a prevaléncia de

cancer de estbmago no género masculino serd de 6,0% e no género feminino de 3,7%,
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(Figura 2). Os fatores que podem dar origem ao processo de iniciagcdo das neoplasias,
apesar de diversos, sdo comumente representados por: fatores hereditarios e genéticos,
idade, habitos alimentares e sexuais, estilo de vida, fatores ambientais e ocupacionais,
medicamentos, infeccOes virais e bacterianas, tabagismo, alcoolismo e radiacbes
ultravioleta e inonizantes (INCA, 2015).

Figura 2. Distribuicdo dos dez tipos de cancer mais incidentes para 2016 por sexo, exceto

pele ndo-melanoma (INCA). Numeros arredondados para multiplos de 10.

Prostata 61.200 28,6% Homens Mulheres  Mama feminina 57.960 28.1%
Traqueia, Bronguio e Pulmdo 17.330 8,1% Célon e Reto 17.620 8,6%
Colon e Reto 16.660 7.8% Colo do Gtero 16.340 7.9%
Estdmago 12.920 6,0% Tragueia, Bronguio e Pulmao  10.890 2,3%
Cavidade Oral 11.140 52% Estémago 7.600 3.7%
Esdfago 7.950 3.7% Corpo do (tero 6.950 3.4%
Bexiga 7.200 3.4% Ovario 6.150 3.0%
Laringe 6.360 3,0% Glandula Tireoide 5.870 2,9%
Leucemias 2.540 2,6% Linforna ndo Hodgkin 9.030 24%
Sistema Nervoso Central 5.440 2,5% Sistema Nervoso Central 4.830 2,3%

Fonte: INCA, 2015.

3.4 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo estd associado a patogénese de diversas doencas, causando
danos a nivel celular por reacdo de radicais livres com proteinas celulares, lipidios e DNA.
O estresse oxidativo ocorre quando a quantidade de substancias responsaveis pelo dano
oxidativo excede a capacidade de neutralizacdo do sistema antioxidante (LASKOSKI et
al., 2016). A producdo de radicais livres pode levar a mudangas no material genético
resultando na morte celular. As espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo conhecidas por
desempenhar um papel importante em muitos processos celulares, como sinalizagdo e
regulacdo celular, ativagdo de cascatas de sinalizagdo e apoptose e caminhos alternativos
de morte celular (WOUNIAK et al., 2017). Certos agentes farmacéuticos possuem o
potencial de induzir um estado de stress oxidativo, entretanto este efeito indesejavel
geralmente pode ser atenuado por mecanismos antioxidantes (WARD; HOFFMAN; LOO,
2015).

O estresse oxidativo ndo estd relacionado apenas com a toxicidade das terapias
oncéticas, mas também com a propria etiologia do cancer, isto é decorrente do acumulo de

espécies reativas de oxigénio (ERO) entrando em conflito com o potencial neutralizador
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antioxidante do organismo. No cancer, as ERO podem agir estimulando a proliferagcéo
celular intermediada por mutagfes danificando o DNA, ocasionando uma progressao
tumoral. Entretanto, existe a possibilidade de prevencdo da desordem entre as moléculas
antioxidantes e pro-oxidantes através de nutrientes que em sua composicdo disponibilizam
as vitaminas A (PR) e C (AA), que sdo capazes de neutralizar ERO. Deste modo, os
nutrientes antioxidantes possuem acdo benéfica tanto na prevencdo do cancer quanto no
seu tratamento, e sua acdo € capaz de minimizar os efeitos colaterais relacionados a
quimioterapia, (PORTANTIOLO et al., 2014). Entretanto, as defesas antioxidantes levam
ao equilibrio. As enzimas antioxidantes sdo componentes essenciais de defesa celular
contra ERO, que estdo continuamente gerados em células pelo metabolismo aerdbio e
fontes exodgenas, tais como pesticidas e outros tipos de poluicdo ambiental (DANAEI;
KARAMI, 2017).

3.5 Inibidores da Bomba de Prétons (IBP’s)

Os medicamentos inibidores da bomba de prétons (IBP’s) sdo os principais
farmacos prescritos para o tratamento de enfermidades como esofagite de refluxo e Ulcera
duodenal, uma vez que apresentam poucos efeitos adversos quando sua administracdo é
dada de forma correta, os IBP’s passaram a ser usados para sintomas agudos e cronicos na
pratica clinica, ainda que seu uso a longo prazo seja bastante discutivel (YANAGIHARA
etal., 2015).

Os farmacos da classe IBP incluem o lansoprazol, esomeprazol, rabeprazol,
pantoprazol e omeprazol. Atuam suprimindo a secre¢do &cida de modo mais eficaz que os
farmacos antagonistas do receptor H2, apresentando ampla utilizacdo para o tratamento de
esofagite de refluxo, lesdes gastrointestinais causadas pelo uso de menicamentos
antiinflamatérios ndo esteroidais, dispepsias, hipergastrinemia, na terapia para tratamento
da infeccdo por Helicobacter pylori, Ulcera péptica, Ulcera gastrica, Ulceras duodenais,
entre outras patologias do trato gastrointestinal ( WANNMACHER, 2004).

3.5.1 Omeprazol
O omeprazol OME, (Figura 3) e considerado o mais rapido IBP disponivel, sendo
utilizado no tratamento de desordens relacionadas ao acido gastrico por décadas, atuando

como um PPI funcional por mais tempo do que qualquer outro IBP. O OME é um inibidor
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da bomba de protons (IBP), a qual se liga covalentemente inibindo a enzima
H+K+ATPase necessaria para acidificacdo tubulovesicular na célula parietal. Isto reduz a
producdo de acido e aumenta o pH do Iumen estomacal, que se revelou um importante
mecanismo para o tratamento de gastrite (KOHLER et al., 2010). Além da sua acgéo
antiacida, os efeitos metabolicos e moleculares da utilizagdo de IBP’s, principalmente
quando utilizado a longo prazo, tém aumentado questionamentos de discussdo substancial.
Recentemente, IBP’s tém sido relatados como possiveis agentes anti-proliferativos e
moduladores de resisténcia, tanto em in vitro quanto in vivo. Entretanto, os efeitos
inibitério ou promocional de IBP’s para a inflamagdo gastrica e carcinogénese permanece

controverso (PENG et al., 2014).

Figura 3. Estrutura quimica do omeprazol (OME).
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3.6 As vitaminas Antioxidantes

A atividade antioxidante € a capacidade que um composto bioativo possui, fazendo
com que a estrutura celular e suas fungdes funcionem de forma efetiva livrando-a de
radicais livres, inibindo as reacdes de peroxidase lipidica, e impedindo outros danos
oxidativos. Também exerce diversas outras fun¢des bioldgicas, tais como anticancer, anti-
inflamatorio e combate o envelhecimento precoce. Desta forma, é de grande importancia a
realizacdo de estudos aprofundados sobre antioxidantes naturais, tais como aqueles
provindos de frutas e hortalicas, que sdo de grande importancia para a saude humana.
Frutos citricos séo ricos em fitoquimicos Uteis, tais como as vitaminas A e C, elementos
minerais, flavonoides, cumarinas, albuminoides, carotendides, dentre outros compostos
(ZOU et al., 2016).

O desenvolvimento de novas formas analiticas capazes de determinar a atividade
antioxidante ou até mesmo quantificar a presenca de antioxidantes especificos em analises

complexas como as de extratos vegetais, € justificada pela relevancia farmacoldgica destes
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aditivos, bem como pela importancia da implantacdo de metodologias simples e baratas
(PALANISAMY et al, 2011).

3.6.1 Palmitato de retinol

A vitamina A (Figura 4) é também conhecida como retinol, € uma das vitaminas
soliveis em gordura que atua em uma séria de processos fisioldgicos incluindo a visdo, o
crescimento a hematopoiese, sistema imune e diferenciacdo celular. O PR é considerado
como um importante micronutriente na dieta dos mamiferos e chega aos tecidos sob a
forma de retinol. A vitamina A existe em trés formas; retina, retinol e de &cido retindico,
entre 0s quais o &cido retindico (AR) é o metabolito ativo da vitamina A, funciona como
um bom agente antioxidante atuando contra o stress oxidativo no organismo animal, uma
vez que neutraliza os radicais livres (BANALA; KARNATI, 2015).

Figura 4. Estrutura quimica do palmitato de retinol.
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3.6.2 Acido Ascorbico

O é&cido ascorbico, vitamina C (Figura 5), € um importante suplemento para todos
0s animais, devido suas atividades no crescimento, formacéo de coldgeno, metabolismo do
ferro, respostas a estressores, cicatrizagdo e resposta imune. A vitamina C também atua
como um poderoso agente antioxidante capaz de proteger as lipoproteinas de baixa
densidade contra a oxidacdo, reduz agentes oxidantes nocivos no estbmago e promove a
absorcdo de ferro atuando em diversas funcdes fisioldgicas dos animais (ASAIKKUTTI,
2016).

Figura 5. Estrutura quimica do acido ascorbico (AA).
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4 MODELOS DE ESTUDOS NAO CLINICOS PARA MONITORAMENTO
CITOGENETICO DE FARMACOS

4.1 Linhagens de Saccharomyces cerevisiae

A Saccharomyces cerevisiae € um dos organismos eucarioticos mais simples e tem
sido amplamente estudado, possui um ciclo de vida que dura cerca de 90 min e requer
procedimentos de crescimento e manutencdo pouco dispendiosa. Foi o primeiro eucariota a
ter seu genoma sequenciado em 1996, que agora esta disponivel em plataformas on-line
publicas, onde seus genes ja estdo atribuidos as vias bioquimicas correspondentes. Devido
a grande quantidade de conhecimento gendmico, 0s recursos e as ferramentas de
manipulacdo associadas a este fungo unicelular, S. cerevisiae é considerado um excelente
sistema na investigacdo dos mecanismos de resisténcia aos farmacos e toxicidade a nivel
celular, sendo bastante utilizada na procura dos mecanismos moleculares de algumas
doencas que acometem 0s seres humanos e também na investigacdo de drogas antitumorais
(VALERIO et al., 2014).

As células de S. cerevisiae sdo modelos celulares extremamente eficazes no estudo
de vérios produtos quimicos, incluindo compostos antioxidantes e a utilizacdo de linhagens
celulares com defeitos nas defesas antioxidantes é extensamente empregada na pesquisa
cientifica. As células de levedura sdo intensamente utilizadas por serem capazes de gerar
espécies recativas de oxigénio (ROS) através dos mesmos mecanismos que as células de
mamiferos, e expressar muitos dos mesmos fatores antioxidantes podendo, portanto,
proporcionar um sistema adequado para a detec¢do radpida de varios compostos
antioxidantes (OPREA et al., 2014).
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Tabela 1: Descricdo das linhagens de Saccharomyces cerevisiae a serem utilizadas no

estudo.
Descrigao Genotipos Origem
EG103 (SodWT) MAT a leu2 3, 112 his3 A 1,trpl - 289 Edith Gralla E, L
ura-3 52 Angeles
EG118 (SodlA)  EG103except sod1:URA3 i?]gzlesGra”a E, L
EG110 (Sod2A)  EG103, exceto sod2:: TRP1 iig:lesta”a E L

EGI33(Sod1ASod £ h3axcept sod1:URA3 sod2:TRp1 ~ Caith  Gralla B, L

2A) Angeles

EG 223 (Cat 1A)  EG103except catl: TRP1 Bdith Gralla  E, L
Angeles

EG (Sod1A/CatlA) EG103except sod1::URA3catL: TRP1 i‘:\gzlesGraHa B L

As células em suspensdo serdo semeadas a partir do centro para a margem de uma
placa de Petri em um ciclo continuo, para ambos os lados da placa contendo no centro um
disco de papel filtro estéril, no qual foi adicionado 100 uL das concentracdes de
omeprazol isoladas e em associacdo com vitaminas antioxidantese 5 uL. de HpO» 10M
(co-tratamento) sera utilizado Como controle positivo para estresse oxidativo (Figura 6).
Apo6s 48hs de incubacdo em estufa a 30°C, serd& mensurado o halo de inibicdo do

crescimento, sendo estes resultados tabelados e submetidos a tratamento estatistico.

Figura 6 - Posicionamento das linhagens utilizadas no ensaio com S. cerevisiae.

5
1=EGI103 (SodWT)
2 =EGI118 (SodlA)

6 3 6 3 iEGllO (Sod2A) .
4=EGI133(Sod1ASed2A)
5=EG 223 (Cat 1A)

6 =EG (SodlA/CatlA)
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4.2 Teste Allium cepa e cometa de células vegetais

Os bioensaios utilizando plantas superiores tém sido propostos para avaliar,
monitorar e detectar compostos toxicos. Um mecanismo Util na pesquisa bésica do
potencial citotoxico e genotoxico de compostos quimicos, substancias complexas tais
como extratos vegetais, rejeitos industriais e aguas poluidas € o ensaio Allium cepa,
elaborado por Levan em 1938 (GRANT, 1999). A Allium cepa L. € uma das espécies
vegetais mais utilizadas em testes de toxicidade e genotoxicidade (FERNANDES,
VENTURA, MARINMORALES, 2002; RIGONATO; JORDAO, 2002).

Ao longo dos anos tem sido recomendado para andlise toxicogenéticas o teste de
Allium cepa L. (cebola comum) devido a sua sensibilidade a agentes tdxicos, baixo custo
aquisitivo, bevidade, facilidade no preparo e manuseio, utilizagdo de analitos sem
tratamento prévio, determinando-se a citotoxicidade e genotoxicidade (LEME; MARIN-
MORALLIS, 2009). Por todo o mundo, laboratérios de pesquisa genética toxicologica,
utilizam o bioensaio A. cepa com frequéncia por ser um mecanismo validado para a
determinacdo de agentes tdxicos, existindo um grande acervo de dados sobre compostos
quimicos ja testadas (FISKESJO, 1993 apud CUCHIARA; BORGES; BOBROWSKI,
2012).

Este bioensaio concede dois tipos de toxicidade: os parametros macroscopicos que
demonstram formacdes de tumores, avaliacdes de crescimentos de raizes torcidas, entre
outros, e parametros microscopicos, que revelam o indice mitético, pela analise do indice
de divisdo celular, aberragbes cromossdémicas e formacdo de microndcleos, como
indicadores de disfuncdes no DNA (MONARCA et al., 2000). O teste de A. cepa foi
validado internacionalmente e tem sido utilizado como bioindicador de toxidade
(EVSEEVA, GERAS'KIN, SHUKTOMOVA 2003), por ser um teste preliminar para
avaliar o potencial genotdxico e citotoxico de substancias cancerigenas atuando como um
bioindicador potencial (BARBERIO, 2009). O protocolo de teste cometa em células
meristematicas de raizes de Allium cepa foi desenvolvido através de adaptagdes de Radi¢
et al. (2010), Dhawan e Anderson (2009) e Silva et al. (2000).

4.3 Teste de Micronucleo (MN)

O teste com Micronlcleo (MN) é considerado no meio cientifico como um
importante biomarcador de genotoxicidade tanto in vivo como in vitro, usado
principalmente na pesquisa epidemiologia molecular e citogenética avaliando danos

causados pela exposicdo a agentes genotdxicos. O termo micronucleo (MN), também
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denominado corpusculos de Howell-Jolly, foi introduzido no meio cientifico em 1951 que
o descreve como sendo fragmentos acéntricos expulsos do nucleo principal durante as
fases finais da anafase. A formacdo de MNs pode si dar através de dois mecanismos:
quebras cromossdmicas (clastogénese) ou disfuncBes mitdticas (aneugénese). Assim,
utilizarmos o anticorpo anti-cinetdcoro € possivel verificar se um determinado agente
induz a formagdo de MN via clastogenese ou aneugenese. A auséncia de cinetdcoro nos
MNs indica acdo clastogénica, considerando que sua presenca indica acdo aneugénica
(ARALDI et al., 2015).

O teste MN, que é um ensaio citogenético capaz de detectar aberracoes
cromossomicas e anormalidades nucleares. Ela tem sido usada como um método sensivel
em pesquisas de citotoxicidade demonstrado na forma de microndcleos (MN) e
binucleagdo (BN) (CIGERCI et al., 2016). O teste é bastante utilizado para prever a
mutagenicidade de produtos quimicos, incluindo produtos farmacéuticos, in vivo ou in
vitro (M.K et al.,, 2015). Baseia-se na quantificagdo dos cromossomas inteiros ou
fragmentados que ndo sdo incorporados ao nucleo durante a mitose, devido a efeitos
aneugénicos ou clastogénicos (ZAPATA et al., 2016).

Este método pode ser integrado a estudos toxicoldgicos gerais de dose repetida,
uma vez que nenhum tratamento prévio € necessario para a analise em MN, o0 que ajuda a
reduzir o numero de animais experimentais sob o principio da substituicdo, reducdo e
refinamento de estudos com animais (TAKAYANAGI et al., 2015). Nos ultimos anos, o
ensaio de micronucleo foi aceite como um biomarcador predominante em pesquisas de
genotoxicidade. O micronucleo é formado em células que sdo expostas a um agente
genotdxico como uma consequéncia da indugdo de quebras na cadeia de DNA que
resultam em aberracdo cromossdmica. Além do microndcleo, outras aberracdes podem ser
geradas, tais como brotos nucleares e pontes nucleoplasmaticas devem ser considerados
quando se avalia o potencial genotoxico de uma determinada substancia (TAUBOCK et
al., 2017).

4.4 Teste Cometa

A anélise dos danos ao DNA ¢ realizada em muitos campos da medicina, tais como
toxicologia, farmacogendmica, oncologia, epidemiologia humana e biomonitoramento. Os
danos ao DNA ocorrem devido a continua exposi¢cdo celular aos agentes exdgenos e

enddgenos. As quebras formadas no DNA possuem potencial blogqueador da transcrigdo e
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da replicacdo do DNA, e se eles néo sdo reparados ou se sdo reparados de forma incorreta,
pode levar a doenga, tais como, Alzheimer, doenca de Parkinson, cancer, envelhecimento
precoce, diabetes mellitus, doenca mental e doencas cardiacas. A analise dos danos que
acometem o DNA, fornece valiosas informaces a respeito dos primeiros efeitos bioldgicos
dos produtos quimicos. Portanto, a anélise dos danos do DNA tem grande importancia em
pesquisas clinicas e ha uma clara demanda para um método preciso, rapido e sensivel na
deteccdo de danos ao DNA (SREELATHA et al., 2015).

O teste do cometa, também conhecido como “single cell gel electrophoresis assay”
(SCGE), é uma técnica sensivel que usada para detecgdo de danos no DNA. Inicialmente, o
processo envolveu apenas reaces que ocorrem em condic¢des neutras, permitindo apenas a
deteccdo quebras de fita dupla no DNA. O aperfeicoamento do ensaio para condicGes
alcalinas resultou na deteccdo de danos de fida simples do DNA, no qual apds inimeras
modificagdes levaram a um aumento significativo nas aplicagdes do ensaio
(AUGUSTYNIAK; GLADYSZ, DZIEWIECKA, 2015). O teste se revelou muito
vantajoso fazendo com que esta técnica seja uma ferramenta valiosa, especialmente na
pesquisa toxicoldgica e € amplamente aceito como uma técnica simples, rapida e de baixo
custo. Varios tipos celulares podem ser utilizados no teste sem a necessidade de um
conhecimento prévio estrutural do cariétipo e genoma. Apesar deste teste detecta apenas
danos no DNA na forma de quebras de cadeia, suas modificacGes através de varios
modelos experimentais, torna-o poderoso na averiguacdo de hipéteses (AUGUSTYNIAK;
GLADYSZ; DZIEWIECKA. 2015; LANIER et al., 2015).

No teste cometa, durante a eletroforese carregada negativamente, fragmentos do
DNA migram para fora do nucleo, avancando para o anodo adquirindo a forma de um
cometa, assim foi dado o nome de cometa ao teste. Tal como um cometa possui regides
como cabeca e calda. Dependendo do nivel de dano sofrido pelo DNA, o cometa passara a
ter formato e tamanho diversificado. Desta forma o dano sofrido pelo DNA pode ser
quantificado através da medicdo da porcentagem de DNA presente na cauda, e 0

comprimento da cauda resultante do arraste em eletroforese (SREELATHA et al., 2015).
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RESUMO

O omeprazol, inibidor da bomba de protons, oxida grupos tiois e induz danos ao DNA. O
estudo objetivou avaliar os efeitos oxidativos do omeprazol e suas interagdes com o &cido
ascorbico e com o palmitato de retinol em Saccharomyces cerevisiae, proficientes e mutadas
em defesas antioxidantes, bem como o0s niveis de danos citogenéticos para 0s
biomarcadores: micronucleos, brotos, pontes, cariorrexe e cariolises, em células neoplasicas
de Sarcoma 180, pelo teste de microntcleos com bloqueio de citocinese. O omeprazol foi
testado nas concentracGes de 10, 20 e 40 pg/mL, tendo como controles positivos, o H202 (10
mM) e ciclofosfamida (20 pg/mL); e negativo (solucdo salina 0,9%). O omeprazol, nas
concentracgdes testadas, induziu efeitos oxidativos na maioria das linhagens de S. cerevisiae,
mas o co-tratamento com o &cido ascorbico (2,0 uM/mL) e com o palmitato de retinol (100
Ul/mL), modulou significativamente os danos oxidativos citoplasmaticos e mitocondriais,
exceto para a linhagem mutada em superoxido dismutase mitocondrial e duplo mutantes.
Entretanto, a interagdo com o acido ascorbico e o palmitato, particularmente para a maior
concentragédo, ndo foi efetiva na modulagéo dos danos oxidativos induzidos pelo omeprazol
para todas as linhagens testadas. O omeprazol ndo induziu em células tumorais de Sarcoma
180 a formagdo de microndcleos e pontes, mas induziu brotos. Porém, foram observados
indicativos de apoptoses pelo aumento significante de cariorrexe e caridlise, por diversos
mecanismos, incluindo possivelmente os relacionados ao estresse oxidativo, que foram
modulados pelo &cido ascorbico e pelo palmitato de retinol isolados. Por outro lado, a
interacdo dos antioxidantes sugeriu possiveis efeitos pro-apoptéticos. O estudo aponta
perspectivas de pesquisas relacionadas com a interagdo de antioxidantes em terapias com
omeprazol, com foco para seus efeitos antagbnicos.

Palavras-chave: Omeprazol. Antioxidantes. Estresse oxidativo.
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ABSTRACT

Omeprazole, a proton pump inhibitor, oxidizes thiol groups and induces DNA damage. The
objective of this study was to evaluate the oxidative effects of omeprazole and its
interactions with ascorbic acid and retinol palmitate in Saccharomyces cerevisiae, proficient
and mutated in enzymatic defenses, as well as cytogenetic damage levels for the biomarkers:
micronuclei, shoots, cariorolysis and karyolysis in neoplastic cells of Sarcoma 180 by the
micronucleus test with block of cytokinesis. Omeprazole was tested at concentrations of 10,
20 and 40 pg / mL, with H202 (10 mM) and cyclophosphamide (20 pg / mL) as positive
controls; and saline as negative control (0.9%). Omeprazole, at concentrations tested,
induced oxidative effects in most S. cerevisiae strains, but co-treatment with ascorbic acid
(2.0 uM / mL) and retinol palmitate (100 IU / mL) significantly modulated cytoplasmic and
mitochondrial oxidative damage, except for the mutated line in mitochondrial and double
mutant superoxide dismutase. However, the interaction with ascorbic acid and palmitate was
not effective, especially for the highest concentration, in the modulation of oxidative
damage induced by omeprazole for all tested strains. Omeprazole did not induce sarcoma
180 tumor cells to form micronuclei and bridges, but induced buds. Nevertheless,
indications of apoptosis were observed for the significant increase of karyorrhexis and
karyolysis by several mechanisms, possibly including those related to oxidative stress,
which were modulated by ascorbic acid and retinol palmitate alone. Indeed, the interaction
of antioxidants suggested possible pro- apoptotic. The study points out research perspectives
related to the interaction of antioxidants in omeprazole therapies, with caution for the
antagonistic effects.

Keywords: Omeprazole. Antioxidants. Oxidative stress.
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1 introducéo

No tratamento de distdrbios gastrointestinais sao usados inimeros medicamentos de
forma intermitente ou prolongada, a exemplo de Inibidores da Bomba de Prétons (IBP's)
prescritos, em sua maioria, sem qualquer conhecimento de seus efeitos toxicos ou interacdes
medicamentosas. As drogas utilizadas podem causar danos genotéxicos e/ou efeitos
carcinogeénicos; e, por isso, devem ser consideradas na avaliacéo do beneficio diante do risco
(DOWNES; FOSTER et al, 2015).

O omeprazol (OME), proto6tipo inibidor da bomba de prétons, tem seu mecanismo
de acdo relacionado a oxidagdo de grupos tidis. A partir do ambiente &cido provido pela
célula parietal, o0 omeprazol € convertido em sulfenamida tiofilica. Com a ativacao seletiva e
covalente com a H*/K* ATPase, em particular da cisteina 813 extracelular, realiza a inibicéo
potente da secrecdo de acido gastrico e desencadeia uma alteracdo da flora estomacal. Em
nivel bioquimico, essa hipocloridria ou acloridria desencadeia a formacdo de N-
nitrosaminas, que podem induzir danos ao DNA e provocar a sintese de alteragdes nucleares,
como microndcleos, picnose e cariorrexe (NOVOTNA et al, 2014).

Estudos para avaliar a associa¢do de substancias antioxidantes, como vitamina A e
C, com o omeprazol sugerem que um antioxidante n&o-tiol pode antagonizar os efeitos
toxicos de omeprazol, tanto isoladamente, como em um modelo a nivel celular de estresse
oxidativo induzido por gastrite. Dessa forma, segundo Kohler e colaboradores (2010), certas
concentracOes de &cido ascorbico (AA) teriam efeito protetor sobre a acdo toxica do uso
prolongado de omeprazol e na modulacdo de efeitos terapéuticos desejados.

Eventos de genotoxicidade ja sdo estabelecidos como passos cruciais na iniciagcdo
do cancer (KANG et al, 2013), que ainda hoje é um desafio para a saide humana e uma das
principais causas de morte no mundo. Para avaliar o risco de cancer, ensaios
toxicogenéticos, que incluem o teste de micronicleos com bloqueio de citocinese,
reconhecido como teste robusto e sensivel na deteccdo de eventos clastogénicos/aneugénicos
em células expostas a agentes genotoxicos, 0s quais podem ser considerados como
biomarcadores para mutagenicidade (ARALDI et al, 2015).

Os biomarcadores toxicogenéticos, na avaliacdo de danos ao DNA induzidos pelos
farmacos, sdo determinantes quantificaveis de eventos biologicos que permitem a predicéo
de anormalidades nucleares indicativas de neoplasias, a exemplo do teste de micronicleos
(MN), capaz de evidenciar danos cromossomicos causados por agentes mutagénicos em

modelos “in vivo”, “ex vivo” e “in vitro”. Algumas variacdes da técnica, como o teste de
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micronucleos com bloqueio de citocinese (CBMN), evidenciam alteracGes citogenéticas
(micronucleos, pontes nucleoplasmaticas e brotos celulares), e morte celular por apoptose e
necrose. Estes eventos celulares sdo Uteis na avaliagcdo de riscos de instabilidade genética
(FENECH, 2007).

Instabilidades genémicas podem ser induzidas por uma variedade de agentes
prejudiciais, que formam complexos com o DNA, ocasionando quebras de cadeia dupla.
Farmacos que induzem a formacao de radicais livres e consequente estresse oxidativo sdo
exemplos classicos destes efeitos deletérios ao material genético. As Espécies Reativas de
Oxigénio (ERO’s) sdo poderosos agentes que danificam o DNA, causando rupturas,
alteracdes em bases de guanina e timina e translocacGes entre cromatides irmas. Os danos
ocasionados pelas ERO’s podem ser potencializados ou minimizados a partir dos
mecanismos de defesas antioxidantes enzimaticos ou ndo enziméticos. Enzimas tais como a
superoxido dismutase (SOD), que estd presente no citosol e na mitocdndria, catalisa a
dismutagdo do &nion superdxido (O2) em H20.. Esta enzima esta presente na célula em sua
isoforma com diferentes grupos prostéticos: isoforma SOD-cobre-zinco citosolica e a SOD-
manganés mitocondrial (BARBOSA et al, 2010).

Um dos modelos fundamentais para a avaliacdo e caracterizacdo da morte celular, a
Saccharomyces cerevisiae, um sistema eucariotico unicelular para estudos de estresse
oxidativo, tornou-se a levedura mais utilizada em testes bioldgicos (CASTRO et al, 2011). A
maquinaria apoptdtica nuclear € bastante conservada neste organismo e o metabolismo é
similar ao dos eucariotos superiores, com mecanismos apropriados de ativacdo metabdlica
(citocromo P450) e de detoxificacdo, que ndo estdo presentes em bactérias. A avaliacdo da
capacidade antioxidante pode ser realizada pela medida da sobrevivéncia de células tratadas
com o antioxidante e agentes estressores (TEIXEIRA; GUARIENT, 2010).

Sarcoma 180 é uma neoplasia pouco diferenciada advinda de um tumor originado em
camudongos, em que uma das linhagens de células é utilizada para investigacdes
relacionadas com atividade antitumoral in vivo e in vitro (FERREIRA et al, 2015; LIMA et
al, 2014; XIE et al, 2014; ITO et al, 1997). Os sarcomas sd0 um grupo de tumores
heterogéneos que se distinguem por aberragdes moleculares tais como mutagoes, delecéo
intergenes, amplificacOes de genes e translocacGes, o que os torna fundamentais para o
entendimento da biologia molecular do cancer (QUESADA; AMATON, 2012).

As alteracOes na mucosa estomacal induzidas pelo omeprazol amplificam o estresse
oxidativo induzido por gastrite, podendo lesionar as células da mucosa gastrica (KOHLER

et al, 2010). Assim, o estudo teve por objetivo avaliar os possiveis efeitos oxidativos do
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omeprazol e sua associa¢do com o acido ascorbico e o palmitato de retinol em linhagens de
Saccharomyces cerevisiae proficiente e deficientes em defesas antioxidantes; e alteragdes
toxicogenéticas em modelo de Sarcoma 180, com aplicacdo do teste de micronucleos com
bloqueio de citocinese.

2 Metodologia

Tipo de Pesquisa

Trata-se de um estudo experimental de carater analitico descritivo, no qual foram
utilizadas seis linhagens de leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae proficiente e
deficientes em defesas antioxidantes, e em modelos de sarcoma 180 com aplicagdo dos
testes do disco central com leveduras e do teste de micronucleos com bloqueio de citocinese.

Local da Pesquisa

O estudo foi realizado no Laboratério de Pesquisa em Genética Toxicoldgica do
Programa de Pés-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Piaui,

situado no Ndcleo de Tecnologia Farmacéutica, CEP: 64049-550, Teresina/Pl — Brasil.

Agentes Quimicos

O omeprazol foi obtido da Medley Industria Farmacéutica Ltda e solubilizado em
dimetilsulfoxido 5% até as concentracdes finais de 10, 20 e 40 pg/mL. O perdxido de
hidrogénio foi obtido da ISOFAR Industria e Comércio de Produtos Quimicos Ltda e diluido
em agua destilada até a concentracdo final de 10 mM. O 4&cido ascérbico foi obtido da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) e solubilizado em tampédo fosfato (pH. 6.8) até a
concentracdo final de 2,0 uM/mL. Procedeu-se a solubilizagdo do Palmitato de Retinol,
manipulado em farmacia de manipulagéo, até a concentracdo de 100 Ul/mL, em solugéo
fisiolégica 0,9% acrescido de Dimetilsufoxido (DMSO) a 10%.
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Teste em linhagens de Saccharomyces cerevisiae

Foram utilizadas linhagens de S. cerevisiae (Tabela 1) proficiente e deficientes em
defesas antioxidantes (EG118, EG110, EG133 e EG103). A linhagem EG118 é defectiva no
sistema enzimatico que envolve a enzima superoxido dismutase citoplasmatica (CuzZnSOD -
produto do gene SOD1), enquanto a EG110 apresenta mutacdo na SOD mitocondrial
(MnSOD - produto do gene SOD2); EG133 ¢é o duplo mutante, defectivo para SodlA e
Sod2A; e EG103 corresponde a linhagem selvagem (SODWT), portanto proficiente nestas
enzimas. As linhagens foram cultivadas em meio YEL a 28 °C em agitador orbital até
atingirem a fase de crescimento estacionaria, de acordo com Moraes e colaboradores (2016).
Células em suspensdo foram semeadas a partir do centro para a margem de uma placa de
Petri com meio de cultura YEPD, em um ciclo continuo e em duplicata, para ambos os lados
da placa contendo, no centro, um disco de papel de filtro estéril, no qual foi adicionado
omeprazol (10, 20 e 40 pug/mL), de forma isolada e em co-tratamento com as vitaminas A
(100 UI/mL) e C (2,0 uM/mL). As placas foram cultivadas em estufa a 30°C + 1°C por 48 h.
Ao final do periodo de incubagdo, os halos de inibicdo de crescimento leveduriformes foram
mensurados em milimetros (mm) e os dados inseridos em programa estatistico (Tabela 1).

Tabela 1. Descricdo e posicionamento das linhagens de S. cerevisiae usadas no estudo.

MATa leu2-3,112 trp1-289 ura3-52  Edith Gralla, L
EG103 (SODWT)

GAL+ Angeles
sod1::URAS all other markers as Edith Gralla, L
EG118 (Sod1A)
EG103 Angeles
sod2::TRP1 all other markers as Edith Gralla, L
EG110 (Sod2A)
EG103 Angeles
EG133 sod1l::URAS3 sod2::TRP1 double Edith Gralla, L
(Sod1ASod2A) mutant all other markers as EG103  Angeles
Edith Gralla, L
EG223 (CatlA) EG103, except catl:: TRP1
Angeles
EG103, except sodl:: URAS3 and Edith Gralla, L
EG (Sod1ACatlA)
catl:: TRP1 Angeles
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Modelo de Sarcoma 180

Os experimentos de manutengdo do tumor Sarcoma 180 em camundongos Mus
musculus foram iniciados sob a aprovacio prévia pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal da UFPI, com documento comprobatério de niumero 081/14. As células tumorais do
Sarcoma 180 foram mantidas em camundongos por meio de passagens intraperitoneais
semanais. O liquido ascitico, com células de Sarcoma 180 germinadas por 7 a 9 dias, foi
aspirado da cavidade intraperitoneal em condicGes assépticas e centrifugado (500 g, 5 min,
4° C) para obtencdo do pellet celular. A concentracdo celular para a cultura em RPMI foi
ajustada a 0.5 x 108 células/mL (FERREIRA, 2011). Em frascos de cultura contendo 1 mL
de meio RPMI suplementados com soro fetal bovino (20%), aminoéacidos, antibidticos
(Sigma, St. Louis, MO) e fitohemaglutinina A (Gibco, Grand Island, NY) foram adicionados
20 pL de suspensdo celular de Sarcoma 180 (0.5 x 10%/mL).

Viabilidade celular por meio do teste de exclusdo por azul de Tripan

A viabilidade celular foi analisada com a aplicacdo do teste de exclusdo por azul de
Tripan de acordo com Renzi e colaboradores (1993). As células sem tratamento foram
usadas para a aplicacdo da técnica apds 72 horas, onde 90 pL da suspenséo de células (1:20)
foram retirados das culturas e acrescidos de 10 uL do azul de Tripan. As células ndo viaveis
foram contadas por sua coloracdo azulada, sendo consideradas como células mortas. Em
oposicao, as células viaveis ndo apresentam esta coloracdo devido as suas capacidades de
expulsarem o azul de Tripan. As diferenciacGes celulares foram observadas em microscopia

Optica com o0 aumento de 400X, com o auxilio da cAmara de Neubauer.

Teste de Micronucleos com Blogueio de Citocinese

Para este estudo, os critérios para a identificacdo de alteracdes citogenéticas do
ensaio foram descritos por Fenech (2007). Suspensdo de células de Sarcoma 180 (0,5 x
108/mL) foi adicionada em placas com pogos contendo meio RPMI suplementado com 20%
de soro fetal bovino, glutamina 2 mM, 100 Ul/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina (Gibco, Grand Island, NY), incluindo fitohemaglutinina A (Gibco, Grand
Island, NY). Em seguida, aos pocos foi adicionado omeprazol (20 e 40 pg/mL), de forma
isolada e em co-tratamento com as vitaminas A (100 Ul/mL) e C (2,0 uM/mL). As celulas
foram incubadas durante 44 h a 37 °C = 1 °C, com atmosfera de 5% de CO,. Apds a
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incubacdo, 6 pg/mL de citocalasina B (Sigma, St. Louis, MO) foram adicionados as
culturas. As placas foram mantidas em estufa por mais 28 h. No final destas duas fases de
incubacgéo, as culturas foram centrifugadas a 800 rpm durante 5 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi removido e os sedimentos celulares foram suavemente agitados com 5 mL
de solucdo fixadora (metanol: acido acético, 5:1) e 2 gotas de formaldeido. Depois de
processos de centrifugacdo e fixacdo (metanol: acido acético, 3:1), o sobrenadante foi
descartado e 2 a 4 gotas de suspensdo de células foram gotejadas em laminas e coradas com
Giemsa 5%. As laminas previamente codificadas foram examinadas em um teste cego por
meio de microscépio éptico (1000X) e um total de 1000 células/ldaminas em duplicatas
foram analisadas quanto aos eventos citogenéticos de micronucleos, brotos nucleares, pontes

nucleoplasmicas, apoptose e necrose.

Analise estatistica

Os dados foram expressos como a média + desvio padrdo da média e comparados por
andlise de variancia (ANOVA) de uma via, seguido pelo teste de Bonferroni, como post hoc
teste, usando GraphPad Prism (versdo 6.0) considerando valores significantes de p<0,05.

3 Resultados e Discussao

Avaliagéo oxidativa do OME e os efeitos do AA e do PR

A oxidacdo promove a producdo de energia necessaria para as atividades das células,
mas desencadeia a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) e radicais livres,
dentre eles, anions superédxidos (O2), radicais hidroxila (OH) e peréxido de hidrogénio
(H202), que desencadeiam danos a macromoléculas como, proteinas, lipidios e acidos
nucleicos podendo desencadear mutacGes ao DNA, oxidacdo de proteinas e peroxidacdo de
lipidios e dano celular (BARBOSA et al, 2010). O OME induziu danos oxidativos para a
maioria das linhagens proficiente (SODWT) e mutadas para a enzima superoxido dismutase
citoplasmatica (Sod1A), mitocondrial (Sod2A) e duplo mutante Sod1ASod2A. Entretanto, o
co-tratamento com o antioxidante acido ascorbico (AA) modulou, significativamente, a

oxidacgéo induzida pelo OME nas concentragdes testadas, exceto para a Sod2A (Figura 1).
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Figura 1. Avaliacdo oxidante do omeprazol (10, 20 e 40 pug/mL) e os efeitos do acido ascorbico em S. cerevisiae: SODWT (A); Sod1A
(B); Sod2A (C); Sod1ASod2A (D), CatlA (E); Sodl1ACatlA (F). CN (salina 0,9%), AA (acido ascérbico 2,0 uM/mL) e CP — H>O> (10 mM/mL).

**. ***  Gignificante para CN e ***a para concentracdo correspondente ao OME.

ANOVA, Bonferroni como post hoc teste.
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Esses resultados com a Sod2A podem, possivelmente, indicar a inativacdo de
substancias antioxidantes, em virtude da alteracdo do pH induzida pelo OME, conforme
estudo de Mowat e colaboradores (2001). O AA ndo permitiu a oxidagédo pelo OME nas
linhagens CatlA (A); SodlACatlA (Figura 1). O &cido ascoOrbico pode interagir com
radicais livres, sequestrando-os e prevenindo a oxidacdo e o dano ao DNA, além de ser
capaz de modular o sistema enzimatico que gera radicais livres e promover o aumento da
atividade da SOD, como doador de elétrons e agente redutor em varias reacdes biologicas no
corpo prevenindo a oxidacdo de lipidios, proteinas e DNA (ESTEVINHO et al, 2016;
GONZALEZ-FUENTES et al, 2015).

O AA ¢é um antioxidante que pode atuar na inibicao e sequestro de radicais livres e a
complexacdo com metais (KUMAR; MAURYA et al, 2016; ZHAO et al, 2015), como
também na redugdo da peroxidacdo lipidica e aumento dos niveis de enzimas antioxidantes
(MILITAO; FERREIRA; FREITAS et al, 2010). No entanto, a inibicdo dessas enzimas,
menor producdo ou menor atividade podem promover um desequilibrio nos niveis de
radicais livres e ERO’s e provocar danos ao DNA, desnaturagdao de proteinas, peroxidacao
lipidica e até mesmo morte celular. Dessa forma, as enzimas antioxidantes desempenham
uma importante funcdo na protecdo e homeostase celular (HE et al, 2015; JIANG et al,
2015JIANG et al, 2015; MARCHI et al, 2015; WU et al, 2014).

A exemplo desses resultados, em modelos experimentais in vivo, foi observado que
em tratamento com o OME, a maior parte do AA se encontra na forma oxidada inativa,
acido desidroascorbico; porém, a razdo para isso ainda ndo esta totalmente esclarecida
(MOWAT et al, 1999). A medida que o pH aumenta, o &cido ascoOrbico se torna mais
susceptivel a oxidacdo para a forma ativa, passando a ter sua acdo antioxidante, ou seja,
protetora contra 0s danos oxidativos do OME. Outros estudos in vitro destacam que o AA €
instdvel em ambientes de acloridria ou neutros e é irreversivelmente degradado a
metabdlitos inativos (MOWAT et al, 2001).

Em estudos experimentais em coelhos, o uso do omeprazol induziu aumento da
renovacdo das células parietais, além da acumulagdo de células inflamatdrias crénicas
(KARAM et al, 1994). Estes efeitos foram atribuidos a atividades pré-inflamatorias
mediadas por colecistocinina B (CCK-2) de hipergastrinemia, compensatoria, em resposta a
diminuicdo da producédo de acido, gerando danos. Estudos clinicos sugerem que a exposicao
ao omeprazol amplifica a leséo celular causada por NH2Cl, porém a toxicidade poderia ser
revertida usando uma terapia antioxidante (ALVAREZ et al, 2007; KOHLER et al, 2010).

Entre os suplementos antioxidantes mais utilizados estdo o palmitato de retinol e acido
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ascorbico, respectivamente. De acordo com Fadel e colaboradores (2011), a suplementacao
com esses antioxidantes garante o equilibrio de espécies reativas de oxigénio, com
modulagcdo do estresse oxidativo, como observado em nossos estudos (MORAES et al,
2016).

O co-tratamento com palmitato de retinol (PR) modulou significativamente os
danos induzidos pelo OME, ndo oxidando na linhagem proficiente (SODWT) nas
concentracdes de 10 e 20 ug/mL, na Sod1ASod2A e na Sod1ACatlA em 10 pg/mL (Figura
2).

Como observado na Fig 2, o OME, na concentragdo de 20 e 40 pg/mL, induziu
estresse oxidativo em linhagens mutadas para catalase. Os medicamentos contribuem para a
elevacdo dos niveis de estresse oxidativo (HERBET et al, 2016; ALMENARA et al, 2015;
PORTO et al, 2015). O PR demonstra seus importantes efeitos na inibicdo de danos
oxidativos, assim como na prevencéo e tratamento do cancer. O PR representa um composto
antioxidante de natureza hidrofobica. Este micronutriente € um aldeido originado a partir de
conformacgdes quimicas do retinol, um alcool eficaz no combate a ERO’s (MORAES et al,
2016).

O PR tem acgdo preventiva para certos tipos de canceres, devido sua eficiéncia na
diferenciacéo celular e regulacdo de apoptose. Isso porque sdo capazes de atrasar ou inibir a
oxidacdo, diminuindo a concentracdo de radicais livres no organismo podendo, assim, atuar
na prevencao do cancer, mas também reduzir os efeitos dos antineopléasicos (WANG, 2014).
Como descrito, 0 AA e o PR apresentaram efeitos modulatérios de danos oxidativos
induzidos pelo OME em linhagens proficientes e mutadas em defesas antioxidantes. O
estudo também avaliou a interacdo entre esses antioxidantes nos efeitos oxidantes do OME.
Os dados apresentados na Fig 3 apontam que a interacdo ente AA e PR resultou em efeitos
ndo esperados, especialmente para a concentracdo de 40 pg/mL, onde foi observado que a
oxidacdo do OME né&o foi modulada. Entretanto, modulou os danos oxidativos induzidos nas
linhagens SODWT e Sod1ASod2A, e o importante aspecto de inibir os danos do OME nas
linhagens CatlA e Sod1ACatlA (Figura 3). Em sintese, o AA inibiu a oxidagdo do OME e
modulou, significativamente, os danos oxidativos do OME com percentuais acima de 70%,
para a maioria das linhagens testadas; e, principalmente, nas menores concentragoes, exceto
para a linhagem Sod2A. De forma similar, o PR permitiu a ndo oxidacdo do OME,
especialmente para as linhagens CatlA e Sod1ACatlA. A interagdo entre os antioxidantes

apresentou em sua maioria menores percentuais de modulacdo e ndo significantes, como
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também ndo modulacdo para OME na concentragdo de 40 pg/mL, e ndo modulou para todas
concentragdes em Sod1ASod2A (Tabela 2).

Figura 2. Avaliacdo oxidante do omeprazol (10, 20 e 40 pg/mL) e os efeitos do palmitato de
retinol — PR (100 Ul/mL) em S. cerevisiae: SODWT (A); SodlA (B); Sod2A (C);
Sod1ASod2A (D); CatlA (E); Sod1ACatlA (F). CN (salina 0,9%), PR (100 Ul/mL) e CP -
H20. (10 mM/mL). ANOVA, Bonferroni's como post hoc teste. **; ***Significante para
CN e ***a para a respectiva concentracdo de OME.
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Figura 3. Avaliacdo oxidante do omeprazol (10, 20 e 40 mg/mL) e os efeitos da interacdo do
acido ascorbico — AA (2,0 uM/mL) e palmitato de retinol — PR (100 Ul/mL) frente ao H2O»,
em S. cerevisiae: SODWT (A); SodlA (B); Sod2A (C); SodlASod2A (D), CatlA (E);
Sodl1ACatlA (F) CN (salina 0,9%), AA (2,0 pM/mL), PR (100 Ul/mL) e CP- H202 (10
mMol). ANOVA, Bonferroni's como post hoc teste. ** ***Sjgnificante para CN e ***a para a
respectiva dose.
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Tabela 2. Danos oxidativos do omeprazol (OME) e os efeitos do acido ascdrbico (AA) e do palmitato de retinol (PR) em Saccharomyces cerevisiae, proficiente e mutadas, em
defesas enzimaticas para superéxido dismutase e catalase.

Tratamentos e

linhagens SODWT Sod1A Sod2A Sod1ASod2A CatlA Sod1ACat1A

Acido ascérbico - AA

Oxidacéo com Oxidacéo com Oxidacéo sem Oxidacéo com

10 pg/mL modulacgdo de 73,21% modulacéo de 77,67% modulacdo modulacdo de 81,81% e T6E e BB
Oxidagéo com Oxidagéo com P ~ . Oxidacdo com modulagdo Oxidagdo com modulagéo de .
20 pg/mL modulagdo de 76,92% modulacdo de 71,79% QT2 S O 2D de 82,21% 68,42% e @iy
S Oxidacdo com modulacao S S ~ S ~
Oxidagdo com = Oxidagdo sem S ~. Oxidacdo com modulacdo de Oxidag¢do com modulagdo
40 pg/mL modulagdo de 78,19% e 59’01./0‘ mas com modulagdo ObgEE: S Ee 62D 68,42% de 78,59%
oxidagéo
Palmitato de retinol - PR
~ . Oxidagdo com modulacao Oxidacdo sem ~ . x . . .
10 pg/mL N&o oxidou de 63,15% modulagio Néo oxidou N&o oxidou N&o oxidou
20 pg/mL Né&o oxidou OniEgo G300 LD Oxidagdo sem modulagdo OBGEEELD EOI) Oxidacdo sem modulagdo N&o oxidou
de 61,36% modulacdo de 62,90%
40 ua/mL Oxidacdo sem Oxidacdo com modulagao Oxidagdo sem Oxidacio sem modulacio Oxidacdo com modulagdo de Oxidagdo com modulagdo
H9 modulagdo de 68,85% modulagao ¢ ¢ 59,01%, mas com oxidacao de 62,90%
AA + PR
Oxidagdo com Oxidagcdo com modulagdo Oxidagdo com modulagdo Oxidagdo sem ~ . ~ .
10 ug/mL modulagdo de 62,41% de 83,03% de 46,44% modulacéo N&o oxidou N&o oxidou
Oxidagdo com Oxidacdo com modulagdo Oxidagdo com modulagdo Oxidagdo sem x . S ~
20 pg/mL. modulagdo de 42,34% de 64,95% de 39,84 % modulacgéo NED @l O D i el 2D
Oxidacéo sem Ay x Oxidagdo sem Oxidagdo sem S x S ~
40 pg/mL x Oxidagdo sem modulagdo ~ x Oxidacdo sem modulagdo Oxidagdo sem modulagdo
modulagio modulacéo modulacgéo

Legenda: Os dados estdo apresentados como percentual de modulagdo (%M), calculando pela equacdo: % M = [ X - (Y +Vit) ] / X*100, onde %M representa o percentual de
modulacdo da vitamina testada (Vit). X: representa o valor do dano oxidativo induzido pelo omeprazol. Y+Vit: representa o valor do dano oxidativo induzido pelo
omeprazol associado com acido ascérbico (AA) e palmitato de retinol (PR).
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Avaliacdo de danos toxicogenéticos induzidos pelo OME em modelos tumorais de Sarcoma
180

Antes da realizacdo do teste foi avaliado a viabilidade celular com Azul de Tripan
como descrito em materiais e métodos. O OME ndo induziu alteracGes na viabilidade celular
de sarcoma 180 (dados ndo mostrados).

Como observado no estudo com Saccharomyces cerevisiae, que sao modelos de
células eucaridticas para estudos oxidativos, o OME oxida o DNA citoplasmatico
mitocondrial por mecanismos associados a ERO’s podendo ocasionar apoptose. Assim, em
nosso estudo verificamos também a avaliacdo toxicogenética do OME em modelos tumorais
de Sarcoma 180. Na menor concentracdo de OME néo foi observado oxidacao expressiva. Por
isso, 0 OME foi utilizado nas suas maiores doses, nas quais foram verificados mais risco de
inducdo de apoptose em células tumorais.

A partir da analise da mutagenicidade, pela frequéncia de micronucleos em células
tumorais de Sarcoma 180, foi observado que o tratamento com OME de forma isolada e em
co-tratamento com o AA e PR, ndo induziu aumento da formacdo de micronucleos.
Similarmente, os tratamentos supramencionados também ndo induziram aumento da
frequéncia de pontes nucleoplasmicas. Por outro lado, 0 OME na concentracéo de 40 pg/mL,
induziu (p<0,05) aumento da frequéncia de brotos nucleares em células de Sarcoma 180,
comparado ao grupo sem tratamento (controle negativo) (Tabela 3).

O potencial mutagénico de compostos quimicos € um parametro de extrema
importancia na avaliagdo dos aspectos toxicoldgicos. A avaliacdo da mutagenicidade é
requerida para produtos farmacéuticos antes do inicio dos testes clinicos. Durante o
desenvolvimento de medicamentos para humanos, o potencial mutagénico dos compostos ndo
é sO considerado para o principio ativo, mas também para substancias relacionadas como
metabdlitos e impurezas (PEKALA et al, 2013; VALENCIA et al, 2013).

Evidéncias descritas aqui e por outros autores ressaltam as alteragdes citogenéticas
induzidas por OME em linhagens celulares, a exemplo da presenca de brotos nucleares, que
segundo Fenech e colaboradores (2011), estariam associados a amplificacdo génica e
instabilidade genética, pois seriam biomarcadores de eventos genotdxicos e instabilidade
cromossémica (KOHLER et al, 2010). A formagdo dessas anomalias nucleares é também
vista em processos carcinogénicos, podendo aumentar o risco de doencas degenerativas.

Kohler e colaboradores (2010) destacam que o tratamento com omeprazol pode

causar lesbes celulares de carater agudo e cronico, aumento da proliferagdo celular e

Dissertagdo de Mestrado | Antonio Lima Braga



57

inflamacdo. No entanto, certas concentracfes de vitamina C teriam efeito protetor sobre a
acdo toxica do uso prolongado do farmaco. Pesquisas anteriores, levando em conta estes
efeitos, j& demonstraram que a adicdo de vitamina C para o tratamento de erradicacdo do H.
pylori nos casos de gastrite, pode aumentar a taxa de efetividade do tratamento com inibidores
de bombas de protons, indicando o uso concomitante de antioxidantes que possam minimizar
os efeitos oxidativos do OME, como observado em nossos estudos (ZOJAJI et al, 2009).

Considerando anormalidades citogenéticas, indicativas de morte celular (cariorrexe e
cariolise), o OME (40 pg/mL) induziu (P<0,05) aumento da frequéncia de células em
fragmentacédo nuclear (cariorrexe), comparado ao grupo sem tratamento. Efeitos similares de
modulagdo foram evidenciados para o co-tratamento de OME (40 pg/mL) e AA, bem como
com a associacdo do AA e PR (Tabela 3).

Dados farmacocinéticos anteriores indicam que, por via intravenosa, 0 AA pode agir
como pré-droga e produzir elevado nivel no plasma de peroxido de hidrogénio e consequente
dano celular (DU et al, 2012). Considerando que o AA tenha participacdo direta na formacao
de espécies reativas de oxigénio, os danos citogenéticos observados pelo co-tratamento com
antioxidantes sugerem maior participacao do AA na morte celular.

Além desse aspecto, 0 omeprazol (40 pg/mL) induziu, significativamente, o aumento
da frequéncia de células em dissolucdo nuclear (cariolise), comparada ao grupo nao tratado.
Similarmente, o co-tratamento de OME (40 pug/mL) e AA, bem como a combinacéo de AA e
PR induziram de forma pronunciada o aumento da frequéncia de células em cariolise (Tabela
3).

Dissertagdo de Mestrado | Antonio Lima Braga



58

Tabela 3. AlteragBes citogenéticas em linhagem celular de Sarcoma 180 tratadas com
omeprazol, acido ascorbico e palmitato de retinol.

Grupos Micronucleos Brotos Pontes Cariorrexes Cariolises
CN 15+0,7 20+14 05+0,8 14,5 + 10,6 125+3,5
CPA 195+£49** 115+21* 85+21** 312,0 + 25,4***.07,0 £ 10,6***
OME 20 35+21 40+14 2,5+0,7 228,0 £ 21,2***a 65,5+ 12,7**a
OME 20 + AA 1,5+0,7 25+0,7 15+08 425+6,3**a 15,0+7,0*a
OME 20 + PR 1,5+0,8 0,704 1,5+0,7 1325+27,5*** 15,0+ 12,7*a
OME 20 + AA
o 05+0,7 40+14 15+0,7 205+35*a 155+4,9*a
OME 40 40+28 98+21* 25+0,7 207,0+£9,8*** 150%7,0
OME 40 + AA 35+1,2 82+14 05+0,7 650+12,7** 18,0+ 4,2
OME 40 + PR 05+0,7 6,5+35 1,5+0,7 16,6 + 6,3* 15,0+ 2,7
OME 40 + AA
e 0,7+0,2 45+0,7 1,5+0,7 238,0 +44,5*** 103,0 £ 9,6***a

Legenda: CPA: ciclofosfamida 20 pg/mL: CN: salina 0,9%. OME E20: omeprazol 20 pg/mL, OME 40:
omeprazol 40 pg/mL. AA: &cido ascorbico 2,0 uM/mL. PR: palmitato de retinol 100 Ul/mL. ANOVA,
Bonferroni como post hoc teste. Significancia de *p<0,05; ** p<0,001; ***p<0,0001, comparado ao CN e 2,

comparacdo entre as doses e modulacdo de danos.

Em contrapartida, o PR em todas as associacdes com o OME, exceto quando
combinada ao AA, ndo induziu danos, ratificando a atuacdo do retinol na inibicdo da
formacdo de tumores em sistemas experimentais. Em seres humanos, esse efeito é possivel
devido a inibicdo do crescimento celular na fase G1 (CARRATU et al, 2012). O PR,
relativamente estavel, é a principal forma de armazenamento de retinol em seres humanos e
animais que podem ser enzimaticamente hidrolisados de volta para o retinol in vivo. A
evidéncia clinica para um quimiopreventivo baseado em retinois tem originado substancias
importantes para o tratamento de lesbes pré-malignas, tais como leucoplasia oral, displasia
cervical e xeroderma pigmentoso. Da mesma forma, ensaios clinicos revelaram que retinoides
sdo ativos na reducdo de alguns canceres primarios, tais como tumores do trato digestivo,

pulméo e carcinomas hepatocelulares (LEE et al,2010).
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Em sintese, 0 OME em Sarcoma 180 ndo induziu micronucleos e pontes, entretanto
significantes anormalidades nucleares do tipo cariorrexe e caridlise, indicativas de apoptose,
foram induzidas pelo OME, mas foram moduladas pelo AA e pelo PR. Entretanto, a
associacdo entre OME, AA e PR apresentou aumentos de anormalidades nucleares indicativas
de apoptoses, sugerindo possiveis efeitos pro-apoptoticos.

As fotomicrografias de danos citogenéticos estdo apresentadas na Figura 4.

Figura 4. Perfil fotomicrografico das alteracfes citogenéticas induzidas por Omeprazol em
linhagens de Sarcoma 180. A: célula normal. B: broto nuclear. C: apoptose. D: ponte
nucleoplasmicas. E: célula binucleada com micronucleo. F: necrose. Giemsa 10%. Aumento
de 100X.

- s &
# . b a*‘

15 pm

Os mecanismos de formacdo de brotos podem ser relacionados com eliminacdo e
amplificacdo ou reparo de DNA. A formacgdo de micronlcleos pode ser devido a quebras,
indicando clastogenia; e por perda de cromossomos para agentes aneugénicos (FENECH et al,
2011; FERREIRA et al, 2009). Os micronucleos (MNs) sdo formados no processo de divisao
celular, no periodo de anafase, quando fragmentos do cromossomo ou até mesmo o
cromossomo inteiro nao € incluido no ndcleo principal. O aparecimento do micronucleo é
resultante da quebra do cromossomo ou mal funcionamento do fuso mitético, podendo
promover o aparecimento de um ou mais MNs por célula. Por conseguinte, constitui-se um

biomarcador de instabilidade genética sendo geralmente observado em muitas condicGes
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patoldgicas. O estudo dos danos ao DNA a nivel de cromossomo constitui a parte necessaria
na toxicologia genética (GUTIERREZ; VILLAR, 2015; SHARMA; BHONDE, 2015).

As células binucleadas podem ser indicativas de falhas de citocineses no final de
divisdo celular e células com cromatina condensada séo indicativas de apoptoses (cariorrexe e
cariolise), como também de picnoses (SABHARWAL et al., 2015). Varios caminhos de
sinalizacdo regulam a apoptose, dentre eles os que envolve as familias da proteina Bcl-2, e de
inibidores de apoptose (IAP). As apoptoses podem ser indicativos para cancer e outras
doencas neurodegenerativas (HASSAN et al, 2015). Assim, 0s nossos dados apontam que as
terapias com o OME contribuem para a aumentar a instabilidade genética e possivelmente
pode contribuir para o desenvolvimento de neoplasias.

Conclusodes

O OME induziu danos oxidativos para a maioria das linhagens de Saccharomyces
cerevisiae, proficientes e mutadas em defesas enzimaticas para superdxido dismutase e
catalase, dependendo das linhagens e das cocentragcfes usadas. O AA e 0 PR modularam
0s danos para a maioria das linhagens, exceto nas maiores concentragcfes testadas de
OME, nas linhagens Sod2A e Sod1ASod2A. A associagdo do AA com o PR apresentou
efeitos controversos ndo modulando os danos oxidativos na concentragéo de 40 pg/mL em
todas as linhagens e para a maioria das concentragdes testadas na linhagem Sod1ASod2A.
Os danos oxidativos podem induzir anormalidades nucleares. No estudo com células de S-
180, ndo foi observado aumento nas frequéncias de microndcleos e pontes, mas sim
aumentos de brotos, cariorrexe e de cariolise que, em sua maioria, foram modulados por
AA e PR de forma isolada. Entretanto, a interacdo entre os antioxidantes e OME aumenta
significativamente, os danos nucleares indicativos de apoptose. Os dados do estudo
apontam riscos para a terapéutica com OME devido sua potencialidade para a indugéo de
estresse oxidativo e instabilidade genética, por outro lado, os antioxidantes podem
minimizar esses danos toxicogenéticos. Assim, estudos sdo necessarios, especialmente
para investigar os efeitos controversos das interagcbes entre antioxidantes e terapia

medicamentosa.
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RESUMO

Omeprazol (OME), é um inibidor da bomba de protons utilizado no tratamento de doencas
géastricas e intestinais. No entanto, estudos sobre seus efeitos no material genético ainda sdo
restritos. O presente estudo teve como objetivo avaliar seus possiveis efeitos toxicogenéticos
em meristemas de Allium cepa com aplicacdo de biomarcadores citogenéticos para danos no
DNA, efeitos mutagénicos, toxicos e citotoxicos. Além disso, o palmitato de retinol (PR) e 0
acido ascérbico (AA) também foram utilizados em co-tratamento com OME para avaliar
possiveis efeitos moduladores dos danos citogenéticos induzidos pelo omeprazol. OME foi
testado em 10, 20 e 40 pg / mL, enquanto que 0 PR e AA em 100 Ul / mL e 2 uM / mL,
respectivamente. O sulfato de cobre (0,6 pg / mL) e a agua desclorada foram utilizados como
controle positivo e controle negativo, respectivamente. Os resultados sugerem que o OME
induz genotoxicidade e mutagenicidade em A. cepa. em todas as concentracdes testadas. No
entanto, 0 OME mostrou toxicidade e citotoxicidade nas duas maiores concentracfes. Deve-se
enfatizar que as vitaminas antioxidantes PR e / ou AA, quando co-tratadas (p <0,05) inibiram
e / ou modulam todos os danos toxicogénicos induzidos pelo OME, demonstrando seus
efeitos antigenotdxicos, antimutagénicos, antitoxicos e anticitotoxicos em A. cepa. Os
antioxidantes podem ser ferramentas Uteis para combater os efeitos tdxicos induzidos pelo
OME.

Palavras-chave: Allium cepa. Toxicidade. Citotoxicidade. Omeprazol. Acido ascorbico.

Palmitato de retinol.
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ABSTRACT

Omeprazole (OME), a proton pump inhibitor is used in gastric and intestinal disease,
however, studies on its effects on the genetic material are still restricted. The present study
aimed to evaluate its possible toxicogenic effects in Allium cepa meristems with the
application of cytogenetic biomarkers for DNA damage, mutagenic, toxic and cytotoxic
effects. Additionally, retinol palmitate (RP) and ascorbic acid (AA) were also co-treated with
OME to evaluate possible modulatory effects of OME-induced cytogenetic damages. OME
was tested at 10, 20 and 40 pg/mL, while RP and AA by 100 IU/mL and 2 pM/mL,
respectively. Copper sulfate (0.6 pg/mL) and dechlorinated water were used as positive
control and negative control, respectively. The results suggest that OME induced genotoxicity
and mutagenicity in A. cepa at all concentrations tested. However, OME showed toxicity and
cytotoxicity at the two highest concentrations. It should be emphasized that the antioxidant
vitamins RP and/or AA, when co-treated significantly (p <0.05) inhibited and/or modulated
all toxicogenic damages induced by OME, demonstrating their antigenotoxic, antimutagenic,
antitoxic and anticitotoxic effects in A. cepa. Antioxidants may be useful tools to overcome
OME-induced toxic effects.

Keywords: Allium cepa. Toxicity. Citotoxicity. Omeprazole. Ascorbic aci. Retinol palmitate.
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1 Introdugéo

Omeprazol (OME) ¢ utilizado para o tratamento de distdrbios gastrointestinais, como
dispepsia, Ulcera péptica, refluxo gastroesofagico ou infeccdo por Helicobacter pylori
(KOSMA et al., 2016; SEOANE et al., 2017). E um inibidor da bomba de protons (IBP)
(YANAGIHARA et al., 2015), que pode atuar blogueando irreversivelmente a fase terminal
da secrecdo de acido gastrico no intestino, inibindo a bomba de prétons H +/ K + ATPase nas
células parietais, diminuindo a quantidade de &cido no estbmago (STERBINI et al., 2016;
SEOANE et al., 2017).

Vérios estudos apontam que, prolongar o uso de OME pode causar algumas
anormalidades na mucosa gastrica, como a hiperplasia das células parietais, dilatacdo do
canaliculo de fundo, corpo e antro do estbmago e projecdo de protrusdes citoplasmaticas no
limen do canaliculo (KURMAN, 2013). Também é importante enfatizar que em doses de 20
a 40 mg / dia, de OME pode inibir até 90% da secrecdo de acido durante 24 horas na maioria
dos pacientes, fazendo com que muitos desses pacientes tenham quase achloridria, 0 que, a
longo prazo, pode causar cancer gastrico (MELBOURNE, 2013; LIMA, 2014).

O OME também pode inibir a bomba de acido gastrico em celulas parietais quando
estd completamente metabolizada no figado, liberando sulfona, sulfito e hidroxi-OME,
compostos que podem gerar dano oxidativo e induzir danos ao material genético
(BRAMBILLA et al., 2010 DOWNES e FOSTER, 2015). Assim, estudos toxicogénicos que
indicam danos primarios que podem progredir para 0s estdgios da carcinogénese sdo
necessarios para a identificacdo de agentes quimicos potencialmente mutagénicos e para
avaliar os riscos de instabilidades genéticas (ZEIGER et al., 2015), incluindo drogas (LEE et
al., 2014). No entanto, os efeitos toxicos do uso prolongado de OME podem ser minimizados
com o0 uso de antioxidantes (KOHLER et al., 2010), em alimentos e / ou suplementos
vitaminicos. Os retinoides, como o palmitato de retinol (PR), sdo considerados como
compostos antioxidantes capazes de neutralizar os radicais livres e 0 estresse oxidativo
(BANALA e KARNATI, 2015, SHAO et, al., 2016). Por outro lado, o &cido ascérbico (AA),
tem multifungdes em nosso corpo, entre elas, como um antioxidante para proteger a oxidagao
de lipoproteinas de baixa densidade, reduzir os agentes oxidantes no estbmago e promover a
absorcéo de ferro (ASAIKKUTTI et al., 2016).

Varios testes podem ser usados para a avaliagdo de efeitos genotoxicos e mutagénicos,
entre eles o teste Allium cepa é um importante sistema teste para avaliacdo de efeitos

citotoxicos de varias substancias que podem afetar o material genetico, incluindo agentes
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bioguimicos, ambientais e farmacéuticos (O"ZKARA et al., 2015), e os resultados estdo
correlacionados com as respostas obtidas em testes com sistemas envolvendo mamiferos
(MOURA et al., 2016). O ensaio cometa & usado para detectar danos ao DNA, e pode ser
aplicado em meristemas de raizes de A. cepa para avaliacdo de efeitos genotdxicos de
diversas substancias (TU'RKOG LU 2012; LIMAN, 2013). Portanto, o presente estudo teve
como objetivo avaliar os efeitos toxicogénicos do OME em meristemas de raizes de A. cepa,
com a analise de biomarcadores citogenéticos de danos ao DNA pela aplicacdo do ensaio
cometa (versdo alcalina), avaliando, também possiveis efeitos de PR e / ou AA sobre 0s

possiveis danos citogenéticos induzidos por OME neste sistema teste.

2 Materiais e Métodos

Obtencéo de A. cepa

As cebolas de tamanho médio (A. cepa) foram compradas em mercado local no Piaui,
Brasil. O estudo foi realizado no Laboratério de Pesquisa em Genética Toxicologica da
Universidade Federal do Piaui (UFPI), Teresina/ Pl - Brasil.

Reagentes e produtos quimicos

O OME foi comprado de uma farmécia convencional, uma producdo da Medley
Industria Farmacéutica Ltda e solubilizada em &gua destilada até as concentragdes finais de
10, 20 e 40 pg / mL. O sulfato de cobre foi obtido a partir do Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EUA) e diluido em &gua destilada para atingir a concentracao final de 0,6 ug / mL. O acido
ascorbico (AA) e o palmitato de retinol (PR) também foram obtidos no Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA) e solubilizados em tampé&o fosfato (pH 6,8) e em solugéo salina a 0,9%
mais 10% de DMSO nas concentragdes finais de 0,2 uM / mL e 100 Ul / mL,

respectivamente.

Ensaio de cometa em A. cepa

Este teste foi feito de acordo com o método descrito por Liman et al. (2013).
Resumidamente, as cebolas (cinco em cada grupo) foram tratadas como descrito no teste A.
cepa. Apos o tratamento com solucdo de carnoy, as regides meristematicas das raizes foram
cortadas em pequenos pedacos e tratadas com Tris-HCI 0,4 M (pH 7,5) overnight para obter o

extracto nuclear. Em seguida, usando 1% de agarose com baixo ponto de fusao (LMPA: 35 o
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C), o extrato nuclear foi espalhado nas laminas previamente preparadas (2,25% de agarose de
ponto de fusdo normal (NMPA: 50 °C) em solugéo salina e tampdo fosfato (PBS, pH: 7,4). As
laminas foram entdo secas a 37 ° C durante 1,5 h e a electroforese em gel foi realizada a 25 V,
300 mA durante 15 min. As laminas foram secas como descrito acima e depois fixadas em
solucdo carnoy durante 10 min. Apés trés banhos em agua destilada, as laminas foram
coradas e seguiram para avaliagdo fotomicroscopica com ampliacdo de 400X. O perfil
genotoxico foi determinado com base no nivel de dano do DNA, que foi classificado de zero
(0) a quatro (4) de acordo com os niveis de migracdo de fragmentos de DNA danificados em
200 células. Deve notar-se que, exceto a observacdo microscopica, toda a operacdo foi
realizada no escuro. Apos a avaliagdo, foi calculado o indice de Dano, segundo a férmula: 1D
=Y (n° de células com dano “y” X classe “y” de dano), que variou de 0 (ex.: 100 células com

dano 0 X 0) a 400 (ex.: 100 células com dano 4 X 4). Também foi calculada a frequéncia de

dano através da férmula: FD = 100% — danos de classe 0.

Teste A. cepa

O teste de A. cepa foi realizado de acordo com Islam et al. (2017). Apds a compra, as
cebolas foram lavadas com agua corrente da torneira, removendo as raizes antigas e secas, a
membrana externa e o parénquima central da coroa em brotamento (fazendo uma pequena
incisdo circular) para facilitar a absorcdo das solugbes e a uniformidade de brotacdo e
crescimento das raizes. Apos este processo, as cebolas foram expostas a cada concentracao de
OME e/ou PR elou AA, e controle e mantidas durante 48 horas no escuro a temperatura
ambiente. Apds o periodo de exposicdo, as raizes foram removidas e fixadas em solucédo
Carnoy (metanol e &cido acético) durante 24 horas; as raizes que ndo foram avaliadas
imediatamente foram armazenadas em etanol a 70% para analise posterior no ensaio de
cometas alcalinas (anteriormente discutido). Para a preparacdo das laminas, as raizes foram
lavadas com &gua destilada (3 banhos de 5 minutos cada) para remover a solugdo e
hidrolisados com HCI 1 N a 60 ° C durante 11 min. Em seguida, as raizes foram removidas e
lavadas com agua destilada, que foi seguido por secagem a temperatura ambiente e
transferéncia para frascos de cor ambar contendo o reagente de Schiff durante
aproximadamente 2 h e lavado em agua corrente até remo¢do completa do corante. As raizes
foram colocadas em uma lamina onde a regido meristematica foi separada, colocando uma
gota de carmim acético 2% no topo e cobrindo com laminulas. A fotomicrografia foi feita

com um microscopio Optico em uma amplia¢do de 1000X.
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Anélise estatistica
Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrdo (DP). Os dados foram

analisados por meio de analise de variancia (ANOVA), seguidos pelos testes de Tukey,
Dunnet e Bonferroni usando GraphPad Prism (verséo 6.0), considerando p <0,05 com um

nivel de confianga de 95%.

3 Resultados

OME induziu danos ao DNA de células meristeméticas de A. cepa em todas as
concentragfes testadas pelo aumento do indice (ID) e frequéncia de danos (FD) em
comparacdo com o grupo CN. No entanto, o co-tratamento de OME com PR e / ou AA,
inibiram os efeitos genotoxicos do OME 10 pg / mL, juntamente com a modulacdo de 20 e 40
pg / mL dos efeitos de dano induzidos pela OME no sistema Allium cepa (Tabela 1).
Tabela 1. Genotoxicidade do OME e efeitos moduladores do PR e / ou AA em células

meristematicas de A. cepa (teste de cometas)

Grupos de tratamento ID FD

CN 48.0 + 1.4 18.5+0,7

CP 198.0 +£3.7 91.0+1.8

OME 10 pg/ml 100.0 + 6.7% 455 +0.72
OME 20 pg/ml 111.0 +£2.0% 50.5 + 3.5%
OME 40 pg/ml 149.5 + 6.3% 65.0 + 1.4%
OME 10 pg/ml + PR 81.4+1.4P 42.0 + 1.4%
OME 20 pg/ml + PR 86.0 + 2.6 50.0 + 1.4%
OME 40 pg/ml + PR 106.5 + 5.6% 59.5 +2.1%
OME 10 pg/ml + AA 83.0 £ 4.2 425 +0.7%
OME 20 pg/ml + AA 96.5 + 10.6% 50.5 + 2.1%
OME 40 pg/ml + AA 103.5 + 6.3 54.5 + 3.5%
OME 10 pg/ml + PR + AA 73.0 £ 4.2 38.5+0.7%
OME 20 pg/ml + PR + AA 78.5 + 4.9 40.2 + 1.4%¢
OME 40 pug/ml + PR + AA 84.0 + 7.0 52.0 + 1.42

Os valores médios sdo + DP (n = 5), ANOVA one-way e Bonferroni pos-teste, valores
significativos p <0,05 quando comparados com 2CN, POME 10 pg/mL, SOME 20 ug/mL
dOME 40 pg/mL, PR - palmitato de retinol (100 Ul / kg), AA - 4cido ascorbico (2,0 uM
/ mL), controle positivo para CP (sulfato de cobre a 0,0006 mg / mL), CN - controle
negativo (agua desclorada) indice de dano (ID) frequéncia de dano (FD).

A modulacdo do dano genotdxico induzido pelo OME mediada pelo PR foi de 18,4 a
27,9%, enquanto a de AA foi de 21,2 a 29,5%. No entanto, a associagdo dessas duas
vitaminas (PR + AA) aumentou a modulacéo de 26,7 para 43,7% (Figura 1).
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Figura 1. Efeitos de PR e / ou AA sobre o dano genotoxico induzido pelo OME as células
meristematicas de A. cepa (ensaio de cometas) Os valores sdo modulacdo percentual (n = 5),
ANOVA one-way, pos-teste Tukey, valores significativos: p <0,05 quando comparado aos
30ME10 pg / mL, °OME 20 pg / mL e “OME 40 pg / mL].
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O dano genotdxico ndo pode ser reparado porque varias mudancas estruturais nos
cromossomos nos meristemas de A. cepa foram observadas nas andfases, como micronucleos
(MN), pontes, cromossomos soltos e atrasos cromossémicos, que sdo 0s biomarcadores da
mutagenicidade. O perfil de fotomicrografia das células meristematicas visualizadas na
Figura 2 sugere a formacdo de MN (A), quebras (B) ou perda de cromossomos (C e F)
observados na concentragdo de OME 40 ug / mL, enquanto que D e E indicam pontes e

atrasos cromossdmicos.
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Figura 2. Fotomicrografia dos efeitos mutagénicos de OME em células meristematicas de A.
cepa. [Coloracdo com carmin acético, ampliacdo de 400X sob o microscépio éptico. A: MN
em profase; B: fragmentos cromossdmicos na metafase; C: metafase; D: ponte cromossdémica
na anafase; E: atrasos cromossémicos; F: perda cromossdmica na anafase] danos encontrados
na concentracao de 40 pg / mL.

O OME em todas as concentragfes (10, 20 e 40 mg / mL) aumentou 0 numero de
alteracOes estruturais nos cromossomos durante o processo de divisdo celular nos meristemas
de A. cepa, especialmente atrasos anafasicos (Figura 3A). No entanto, as atividades
antimutagénicas de PR e / ou AA foram observadas com a inibi¢do de tais eventos variando
de 64 a 74,5% causados por OME (Figura 3B).

OME induziu toxicidade nas duas maiores concentracdes testadas (20 e 40 mg / mL)
em A. cepa pela inibicdo do crescimento radicular (um biomarcador de toxicidade
macroscépica). No entanto, no co-tratamento com PR e / ou AA, estes danos tdxicos foram
totalmente modulados, especialmente em 20 mg / mL de OME. O PR inibiu cerca de 47 a
50% de toxicidade, enquanto AA em 15 a 44%. No entanto, a associa¢do de PR + AA
modulou os efeitos toxicos induzidos por OME em 43 a 65% (Figura 4).

A citotoxicidade em A. cepa é avaliada por meio do parametro de contagem de células
microscopicas nas fases de divisdo celular. OME induziu citotoxicidade apenas na mais alta
concentracdo testada (40 mg / mL) (Figura 5A). No entanto, o efeito citotoxico do OME foi
modulado pelo PR e / ou AA na faixa de 16 a 288% (Figura 5B).
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Figura 3. Mutagenicidade do OME e os efeitos moduladores do PR e / ou AA em A. cepa [Os valores médios sdo + DP e porcentagem, (n = 5),
ANOVA one-way e Bonferroni pos-teste, valores significativos de p <0,05 quando comparado ao *CN, °CP, “OME 10 pg / mL, “OME 20 pg /
MlI, *°OME 40 pg / mL, PR-retinol palmitato (100 Ul / kg), AA - acido ascorbico (2,0 uM / mL), CP - controle positivo (sulfato de cobre a 0.0006
mg / mL), CN controle negativo (agua desclorada) ] em A resultados de alteracdes cromossémicas; em B percentual de modulacéo.
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Figura 4. Toxicidade do OME e os efeitos do PR e / ou AA em A. cepa [Os valores sdo médios + DP e porcentagem, (n = 5), ANOVA one-way
e Bonferroni pds-teste, valores significativos de p <0,05 quando comparado ao *CN, °CP, °OME 10 pg / mL, “OME 20 ug / mL e *°OME 40 pg /
mL, PR-retinol palmitato (100 Ul / kg), AA - acido ascdrbico (2,0 uM / mL), CP - controle positivo (sulfato de cobre a 0.0006 mg / mL), CN
controle negativo (dgua desclorada) ] em A resultados de crescimento de raiz; em B percentual de modulacdo.
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Figura 5. Citotoxicidade do OME e os efeitos do PR e / ou AA nos meristemas de raiz de A. cepa [Os valores médios sdo + DP e porcentagem,
(n = 5), ANOVA one-way e Bonferroni pos-teste, valores significativos de p <0,05 quando comparado ao *CN, °CP, “OME 10 pg / mL, “OME 20
ug / mL e “OME 40 pg / mL, PR-retinol palmitato (100 Ul / kg), AA - acido ascorbico (2,0 uM / mL) CP - controle positivo (sulfato de cobre a
0.0006 mg / mL), CN - controle negativo (agua desclorada) ] em A resultados de indice mitotico; em B percentual de modulacéo.
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4 Discussao

Estudos de danos ao DNA a nivel cromossdmico sdo necessarios em estudos
toxicogenéticos (Sharma e Bhonde, 2015). No presente estudo, a OME induziu a
genotoxicidade aumentando o ID e FD de forma dependente da concentracdo em células
meristematicas de A. cepa, e mutagenicidade através de alteracGes cromossdmicas. Além
disso, o0 OME também induziu toxicidade inibindo o crescimento radicular nas duas maiores
concentracdes, bem como citotoxicidade na maior concentracdo. OME pode alterar a flora
bacteriana do trato gastrointestinal levando a ma absorc¢éo, infeccdes entéricas e causar lesdes
agudas ou crénicas nas células gastricas, pelo efeito compensatorio, em resposta a diminuicado
do &cido com trombocitopenia, nefrite intersticial aguda, nefrotoxicidade e hepatotoxicidade,
reacOes anafilaticas, ginecomastia e impoténcia (THOMSON et al., 2010).

Além desses efeitos adversos, 0 OME pode causar a destruicdo da glandula géastrica e
a hipergastrinemia persistente, que pode ser denominada como "gastrite atrofica" devido a
monoterapia com OME no contexto da infecgcdo por H. pylori, tem sido associada a um risco
aumentado de displasia da mucosa e cancer gastrico (KOHLER et al., 2010; ARAI e
GALLERANI, 2011).

OME também pode induzir solucos ou achloridria levando a formagdo de N-
nitosaminas, que alteram os materiais genéticos devido a anormalidades nucleares, como MN,
picnoses e cariatrore (NOVOTNA et al., 2014). E evidente que o OME, bem como o
lansoprazol, o pantoprazol, a fenolftaleina, o rabeprazol e a sulfasalazina podem causar danos
cromossdmicos (BRAMBILLA et al., 2010), como observado no presente estudo sobre a
formacdo de MN, pontes, cromossomos soltos e atrasos. O dano genot6xico é indicativo de
efeitos mutagénicos e é caracterizado por agentes que causam instabilidade genética,
incluindo alteracdes cromossémicas, portanto, efeitos toxicos (ADEYEMO e FARINMADE,
2013).

A partir deste estudo, evidenciasse que o OME induz instabilidade genética (1G), pois
causou danos ao DNA e as anormalidades nucleares dos cromossomos em A. cepa. I1G é um
dos marcadores de cancer (PALMEIRA et al., 2011) e seu monitoramento é importante em
terapéutica, especialmente por alteragdes nos cromossomos (FERGUSON et al., 2015) que
podem causar mutacdes e iniciar o processo de carcinogénese (BURRELL e SWANTON,
2014), e a progressao do tumor (ASATRYAN e KOMAROVA, 2016), com vias multiplas,
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danos nos teldémeros, amplificagdo cromossémica, modificagcdes epigenéticas, dano ao DNA
(FERGUSON et al., 2015) e alteracBes nas proteinas, como DNA polimerase e cofatores e
quebras de fitas (DESHMUKH et al., 2016).

Outra consequéncia das 1Gs sdo os riscos de citotoxicidade (por apoptose), com a
consequente inibi¢do do indice mitdtico (IM). Substancias que séo citotdxicas podem inibir o
crescimento de organismos vegetais em algumas plantas (YILDIZ et al., 2009). Por exemplo,
A. cepa (HERRERO et al., 2012), como observado nos estudos de OME na maior
concentracdo em A. cepa, indicando que a OME a esta concentracdo pode ter uma acgéo
mitodispressiva, conforme definido por Sharma e Vig (2012) que caracteriza as substancias
que interferem no ciclo celular normal com a diminuicdo do nimero de células. O IM pode
identificar de forma confiavel a presenca de efeitos citotoxicos de uma substancia. Uma
reducdo de 50% no IM quando comparado ao CN é um valor limitante: <50% de reducao
induz um efeito sub-letal e <22% causa um efeito letal (MESI e KOPLIKU, 2013). Possiveis
eventos citogenéticos do OME em sistema eucarioto com base no teste de A. cepa.

Omeprazol (OME) inibindo ou atrasando o ciclo celular, danificando organelas
celulares e macromoléculas celulares como carboidratos, proteinas, lipidios podem induzir
citotoxicidade. Além disso, ao induzir espécies reativas de oxigénio (ERO’s), isso pode
danificar as mitocondrias, levando a liberar o citocromo C e ativa a caspase 9/3, resultando
em morte celular apoptética. OME e o stress oxidativo induzido pelo OME podem causar
danos nos materiais genéticos (por exemplo - DNA e RNA), inibir a capacidade de reparo e
causar interferéncia do fuso, resultando em efeitos genotdxicos. Além disso, a mutagenicidade
pode ocorrer por danos cromossdémicos induzidos por OME e mutacdo genética nas células
hospedeiras. Finalmente, a genotoxicidade pode se transformar em mutagenicidade,
eventualmente para a carcinogenicidade. O palmitato de Retinol (PR) e / ou 0 &cido ascorbico
(AA) podem inibir ou interferir nos processos citogenéticos globais causados pelo OME,
especialmente como antioxidantes que podem atuar contra ERO’s. No entanto, ambos o0s
antioxidantes também podem modular os danos citogenéticos causados pelo OME. ID - indice

de dano, FD - frequéncia de dano, MN — micronucleos estd demostrado na Figura 6.
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Figura 6. Possiveis eventos citogenéticos do OME em sistema eucarioto com base no teste de

A. cepa.
OME F—pRre/ouna

PR ejou AA

Inibicdo/ Atraso no ciclo celular

Genptoxidade
Danos ao DNA (MID & FD)

I \
Inibicdo de reparo de DN Danos a organelas celulares e

Interferéncia no fuso macromoléculas (e.x. -
carboidratos,  proteinas,
lipidios)

J Indice mitético

\L Danos cromossoémicos

Mutagenicidade
/\ Citotoxicidade
Numero Estrutural
| (ex.—MN) (e.x. — pontes,
brotos, fragmentos) Dano mitocondrial

L Mutagdo génica v
Citocromo C

\%
Carcinogenicidade Caspase 9/3

\%

Apoptose

Estudos relataram que o OME aumenta as taxas de apoptose no tratamento de células
em conjunto com paclitaxel em células quimiorresistentes (HeyA8-MDR, SKOV3-TR) e em
carcinoma de células claras (ES-2, RMG-1) (LEE et al., 2015). Nas células de cancer gastrico
humano (HGC-27), o OME inibiu seletivamente a proliferacdo celular (ZHAZG et al., 2013).
No carcinoma do célon em um modelo xenogréfico e nas células do célon, com aumento da
secrecdo de gastrina, 0 OME pode aumentar a expressdo do gene de resposta imediata do X-1
(IEX-1), um gene sensivel ao estresse (MUERKOSTER et al., 2008). As propriedades
apoptoticas do OME também foram sugeridas pela reducdo de Bcl-2 (AL-WAJEEH et al.,
2017), Bcl-xL e survivina, outra proteina antiapoptotica e p21 que desempenha um papel
essencial na parada do ciclo celular ap6s o dano do DNA (MUERKOSTER et al., 2008;
PATLOLLA etal., 2012).

A partir da discussdo acima, varios mecanismos podem ser sugeridos para os efeitos
genotoxicos, mutagénicos, toxicos e mitogénicos do OME, no entanto, estudos mostram que o
OME pode amplificar o estresse oxidativo inerente a gastrite, causando lesdes na mucosa

gastrica (KOHLER et al., 2010). Estas lesdes gastricas também sdo caracteristicas da gastrite
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atrofica cronica, Ulceras precancerosas devido ao aumento do estresse oxidativo nas
patologias gastricas associadas a H. pylori (WADHWA et al., 2014). Mas hé relatos de que as
drogas podem contribuir para a elevacdo dos niveis de estresse oxidativo (HERBET et al.,
2016) e que a suplementacdo com esses antioxidantes garante o equilibrio das espécies
reativas de oxigénio (ERO), com a modulacdo do estresse oxidativo (MURPHY-
MARSHMAN et al, 2017).

Assim, o OME pode causar danos ao DNA, possivelmente por falta de reparacéo,
enquanto a mutagenicidade alterando a estrutura cromossomica observadas e a citotoxicidade
pela interferéncia da diviséo celular. No entanto, essas alteracdes toxicogénicas foram inibidas
e / ou moduladas pela agéo de vitaminas (PR e / ou AA), demonstrando que essas vitaminas
tém efeitos antigenotdxicos, antimutagénicos, anticitotoxicos e antitoxicos. Para minimizar
essas mudancas, podem induzir mecanismos de equilibrio entre os efeitos antioxidantes e pro-
oxidantes e séo capazes de neutralizar os ERO’s (PORTANTIOLO et al., 2014).

O PR possui a capacidade de neutralizagcdo de ERQO’s, pois reduz os efeitos oxidativos
e nitrosativos (MORAES et al, 2016), diminui a peroxidacdo lipidica, estimula enzimas
antioxidantes (CHA et al., 2016) e atua no ciclo celular (SHAO et al., 2016), disfuncédo
mitocondrial e apoptose celular (OLIVEIRA, 2015). Estudos em ensaios clinicos mostraram
que retindides sdo ativos na reducdo de alguns tipos de cancer priméario, como tumores do
trato digestivo, carcinomas pulmonares e hepatocelulares (LEE et al., 2010). Assim, apesar de
muitas controvérsias, os precursores de vitamina A, como retinol, PR e carotendides podem
ser aplicados em terapias contra o cancer (FELISBINO et al., 2014; RAHAL et al., 2014),
devido ao seu efeito antiproliferativo, antioxidante, pro-apoptético e efeitos de inducdo de
diferenciacdo (PERSAUD et al., 2016).

Como o PR, AA pode interagir com radicais livres, sequestra-los e prevenir a oxidacao
e danos ao DNA, bem como ser capaz de modular o sistema enzimatico que gera radicais
livres e aumenta a atividade de SOD como doador de elétrons e agente redutor em varios
fatores biologicos reacdes no corpo que impedem a oxidacdo de lipidios, proteinas e DNA
(GONZALEZ-FUENTES et al, 2015; Estevinho et al, 2016). Ha relatos sobre o uso de AA
para o tratamento da erradicacdo de H. pylori em caso de gastrite, pode aumentar a taxa de
efetividade do tratamento com IBP’s e modular os efeitos oxidativos de OME (ZOJAJI et al,
2009).

No entanto, os efeitos observados do PR e / ou AA foram mais proeminentes com a
modulacdo de até 70% de mutagenicidade induzida por OME em A. cepa. Ha relatos de que a

associacdo de vitaminas tem importancia na protecgéo e inibicdo de efeitos oxidativos (SUN et
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al., 2017) e prevencdo de riscos para varios tipos de cancer, como adenomas (XU et al.,
2013), colon (HEINE-BRORING et al., 2015), ovario (KOUSIK et al., 2015), prostata
(TOMASETTI et al., 2012) e especialmente para cancer gastrico (KONG et al., 2014).

5 Conclusao

OME em A. cepa induziu efeitos genotdxicos (danos ao DNA) e mutagénicos
(micronucleos, fragmentos, atrasos e perdas cromossdémicas) em todas as concentragdes
testadas, toxico nas duas maiores concentracfes e citotdxicos na maior concentracdo. O co-
tratamento com PR e / ou AA inibe e / ou modula os danos citogenéticos causados pelo OME,
indicando que estas vitaminas podem ter atividades antigenotdxicas, antimutagénicas,
antitoxicas e anti-citotoxicas. Estes resultados sugerem perspectivas para estudos
citogenéticos pré-clinicos e clinicos com OME associada a vitaminas. Estudar os efeitos
mutagénicos dos compostos quimicos é extremamente importante na avaliacdo da seguranca,

especialmente para os produtos farmacéuticos antes do inicio dos ensaios clinicos.
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RESUMO

Doencas gastricas e intestinais sdo problemas de saude comuns no mundo. Os medicamentos
utilizados estdo associados aos efeitos do acido gastrico, incluindo inibidores da bomba de
protons, por exemplo, o omeprazol (OME) também possui alguns efeitos adversos e pode
induzir instabilidade genética. Este estudo avaliou os efeitos toxicogenéticos do OME em
camundongos (Mus musculus). Para isso, 40 camundongos machos foram subdivididos em 8
grupos experimentais (n = 5) e tratados com OME em doses de 10, 20 e 40 mg / kg e / ou co-
tratados com palmitato de retinol (100 Ul) e &cido ascérbico (2,0 mM / kg). A ciclofosfamida
(50 mg / kg) foi utilizada como um grupo de controle positivo, e camundongos néo tratados
como controle negativo. Apds 14 dias de tratamento, as células do estbmago e da medula
0ssea, assim como os linfocitos do sangue periférico, foram coletadas e submetidas ao teste
do cometa (versdao alcalina) e ao teste do microndcleo. Além disso, determinaram-se
parametros hematologicos e bioquimicos dos animais. OME induziu genotoxicidade em
camundongos, em todas as doses testadas, aumentando o indice e a frequéncia de dano do
DNA das células avaliadas, que ap6s 14 dias ndo foram reparadas. O OME também mostrou
mutagenicidade (formacdo de microndcleos, pontes e brotos) e citotoxicidade (aumento de
células binucleadas, apoptose e diminui¢do da proporcdo de eritrocitos) em animais. No
entanto, em associagdo com os antioxidantes, estes efeitos foram modulados e / ou inibidos
juntamente com capacidade de reparo do DNA avaliados no ensaio cometa. Os achados
sugerem a possibilidade de aplicacdo clinica desses biomarcadores no monitoramento da
terapia com OME, de preferéncia associada aos antioxidantes para prevencdo de instabilidade
genética e cancer.

Palavras-chave: Inibidor da bomba de protons; Toxicogenética, Palmitato de retinol, Acido
ascorbico.

Dissertagdo de Mestrado | Antonio Lima Braga



94

ABSTRACT

Gastric and intestinal diseases are common health problems in the world. The drugs used are
associated with the effects of gastric acid, including proton pump inhibitors, for an example,
omeprazole (OME) also has some adverse effects, and can induce genetic instability. This
study evaluated toxicogenic effects of OME in mice (Mus musculus). For this, 40 male mice
were subdivided into 8 experimental groups (n = 5) and treated with OME at doses of 10, 20
and 40 mg/kg and/or co-treated with the antioxidants retinol palmitate (1000 IU) and ascorbic
acid (50 mM/kg). Cyclophosphamide (50 mg/kg) was served as a positive control group,
while un-treated as negative control. After 14 days of treatment the cells of the stomach and
bone marrow as well as peripheral blood lymphocytes were collected and submitted to the
comet assay (alkaline version) and micronucleus test. Additionally, hematological and
biochemical parameters of the animals were also determined.OME in mice induced
genotoxicity, at all doses tested, by increasing the index and frequency of DNA damage of the
evaluated cells, which after 14 days were not repaired. OME also showed mutagenicity
(formation of micronuclei, bridges and shoots) and cytotoxicity (increase of binucleate cells,
apoptosis and decrease in erythrocyte ratio) in animals. However, in association with the
antioxidants, these effects were modulated and/or inhibited along with a DNA repair capacity.
The findings suggest the possibility of clinical application of these biomarkers in monitoring
the therapy with OME, preferably associated with the antioxidants for the prevention of
genetic instability and cancer.

Keywords: Proton pump inhibitor; Toxicogenetics, Retinol palmitate, Ascorbic acid.
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1 Introdugéo

A gastrite cronica (GC) uma inflamagdo da mucosa do estbmago preditiva de
mudancas patoldgicas mais graves, como Ulcera péptica e cancer gastrico (WHITEET al.,
2015). A extensdo e distribuicdo de uma gastrite pode determinar a formacdo de Ulcera
péptica, uma complicacdo da infeccdo por Helicobacter pylori, com exposicdo a acido e
pepsina pela mucosa gastrica (GRAHAM, 2014). O H. pylori estd associado ao carcinoma
gastrico (CG) induzindo um aumento nas espécies reativas e estimulando a producdo de
oncoproteinas, como 0 antigeno associado a citotoxina (CagA) (WADHWA et al., 2014).
Omeprazol (OME) é um dos medicamentos mais utilizados para a inibi¢do da secrecéo de
acido gastrico no tratamento da doenca do refluxo gastroesofagico (RGE), Ulcera péptica e
erradicacdo de H. pylori (YANAGIHARA et al., 2015).

Um dos principais mecanismos de acdo do OME é a ativacao seletiva e covalente com
H +/ K + ATPase, particularmente a cisteina extracelular 813, levando a uma potente inibi¢do
da secrecdo de acido gastrico e desencadeando mudancas na flora do estdmago (Savarino et
al., 2017). No entanto, o OME também pode alterar a flora bacteriana do trato gastrointestinal
levando a ma absorcdo, infec¢des entéricas e inducdo de lesGes agudas ou cronicas nas células
da glandula gastrica pelo efeito compensatério em resposta a diminui¢do do &cido. Inspecéao
da infecgédo por H. pylori, tem sido associada a um risco aumentado de displasia de mucosa e
cancer gastrico (YANAGIHARA et al., 2015).

Assim, a alta prevaléncia de doencas gastroesofagicas e a relevancia dos efeitos
colaterais induzidos por drogas, como o OME, incluindo especialmente os riscos de
instabilidade genética (IG), apoiam o desenvolvimento de estratégias terapéuticas efetivas que
garantem que IG leva ao acimulo de mutacBes , um passo inicial no processo de
carcinogénese (INCA, 2016) e progressdo tumoral (ASATRYAN e KOMAROVA, 2016),
com vias mdltiplas, danos teloméricos, amplificacdo cromossdmica, modificacGes
epigenéticas e danos ao DNA (FERGUSON et al., 2015).

Também deve ser enfatizado que as drogas contribuem para a elevacdo dos niveis de
estresse oxidativo (HERBET et al, 2016), que é considerado um dos mecanismos importantes
para o dano ao DNA pela geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) devido ao
desequilibrio entre as defesas antioxidantes e o0s niveis de estresse oxidativo
(GUNASEKARANA et al., 2015). O &cido ascorbico (AA) e o alfa-tocoferol sédo

antioxidantes que podem modular as a¢bes apoptoticas, citotoxicas e genotoxicas nas células
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do sangue (GARCIA-RODRIGUEZ et al., 2016). Ha relatos sobre a importancia da
suplementacédo de vitaminas antioxidantes em terapias medicamentosas (RAHAL et al., 2014)
para a regulacdo da peroxidacdo lipidica (CHA et al., 2016). Como exemplo, o palmitato de
retinol (PR) tem a capacidade de modular o estresse oxidativo e reduzir o dano citogenético
contra o tratamento de antineoplasicos, como doxorrubicina (DOX), ciclofosfamida (CPA) e
esquema AC (CARVALHO et al., 2017).

A genotoxicidade € um dos estagios iniciais do cancer, por isso 0s biomarcadores
detectdveis (danos ao DNA e alteracdes nucleares), incluindo a citogenética, sdo
recomendados pela Organizacdo para Testes de Diretrizes para Cooperacdo e
Desenvolvimento Econémico (OTDCDE). Entre eles, destacamos 0s seguintes testes: cometa,
aberracBes cromossémicas, reversao bacteriana, troca de cromatides e microndcleos (MN)
(KANG et al., 2013). Esses biomarcadores, especialmente MN e alteracbes cromossémicas
(FERGUSON et al., 2015) sdo associado a predisposicdo do tumor (HODSKINSON et al.,
2014), e foram aplicados na biomonitorizacdo de IG (HAYASHI, 2016), em estudos nao
clinicos e clinicos. O objetivo do estudo foi avaliar possiveis alteracGes toxicogenéticas do
OME, indicativas de genotoxicidade, mutagenicidade e citotoxicidade, bem como os efeitos
moduladores da associacdo de PR e AA com dano citogenético do OME na medula éssea,
linfocitos do sangue periférico e células estomacais de ratos, com a aplicacdo dos testes de
cometa e MN.

2 Materiais e Métodos

Preparo das dosagens

O OME (10, 20 e 40 mg / kg), AA (2,0 mM / kg) e CPA (50 mg / kg) foram diluidos
com solucdo fisioldgica 0,9% (estéril), enquanto PR (100 Ul / kg) em 0,9% solucdo
fisiologica acrescida de 10% de DMSO (CARVALHO et al., 2017).

Modelo experimental

Quarenta Mus musculus (2 meses de idade, 25-30g peso corporal) obtidos do Biotério
Central do Centro de Ciéncias Agricolas - CCA da Universidade Federal do Piaui (UFPI),
foram mantidos sob condigOes controladas (temperatura equivalente a 22 + 1 °C; 12 horas de
ciclo de luz / escuriddo), com livre acesso a comida (Purina®) e agua. Os animais foram
divididos em 8 grupos cinco em cada um. A Tabela 1 mostra o desenho experimental e
distribuicdo de animais. Um tratamento total de 14 dias foi administrado por via oral. O
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protocolo do estudo foi previamente autorizado pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal da Universidade Federal do Piaui (UFPI), sob o nimero de aprovacgao 230/16.

Tabela 1. Grupos experimentais (n = 5) utilizados neste estudo.

Grupos de Tratamento
Controle negativo (CN) - sem tretamento
Controle positivo (CP) - CPA (50 mg/kg)
G1 - OME (10 mg/kg)
G2 - OME (20 mg/kg)
G3 - OME (40 mg/kg)
G4 - OME + AA + PR (10 mg/kg + 2,0 mM/kg + 100 Ul/kg)
G5 - OME + AA + PR (20 mg/kg + 2,0 mM/kg + 100 Ul/kg)
G6 - OME + AA + PR (40 mg/kg + 2,0 mM/kg + 100 Ul/kg)
CPA — ciclofosfamida; OME — omeprazol; PR — palmitato de retinol;
AA- 4cido ascorbico

Teste de cometa em camundongos tratados com OME

O teste de cometa foi realizado para avaliar os efeitos genotdxicos, de acordo com
Hartmann et al. (2003) e Uno et al. (2015) em células de medula dssea, estdmago e leucocitos
de sangue periférico de camundongos. As células do estdmago foram extraidas de raspagem
leve usando um bisturi cirdrgico estéril dos animais e transferidas para tubos falcons contendo
solucdo fisioldgica (0,9%), depois centrifugados para remocao de detritos alimentares por 3x
(trés vezes) sob 2000 rpm durante 5 min. Apé6s cada centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e substituido por solucdo fisioldgica, ressuspendendo as células para o ensaio de
cometas. Os linfocitos do sangue periférico foram obtidos por meio de uma puncéo caudal em
trés momentos de tratamento (0 horas, 7 e 14 dias). A agarose com baixo ponto de fuséo e
sangue (10: 1) foram homogeneizadas e dispersas em laminas pré-revestidas com 0,75% de
agarose de ponto de fusdo normal. Apds a ruptura das membranas celulares na solucgéo de lise,
a eletroforese foi realizada em meio alcalino (pH> 13), seguida de neutralizagdo no tampéao
Tris, fixacdo e coloracdo das laminas com nitrato de prata (0,02%). A analise foi feita por
microscopia optica sob a ampliagdo de 400X, permitindo a avaliagdo (0, 1, 2, 3 e 4) onde 0
(zero) representa a auséncia de dano e 4 (quatro) para o maior grau de dano em 100 células
por animal. O teste foi realizado em duplicata (celulas totais analisadas por animal n = 200).
Ap6s a avaliagdo, foi calculado o Indice de Dano, segundo a formula: ID = ¥ (n° de células
com dano “y” X classe “y” de dano), que variou de O (ex.: 100 células com dano 0 X 0) a 400
(ex.: 100 células com dano 4 X 4). Também foi calculada a frequéncia de dano através da

férmula: FD = 100% — danos de classe 0.
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Teste de Micronucleos (MN) em medula 6ssea e sangue periférico de camundongos

As células de medula 6ssea foram extraidas dos dois ossos femorais dos animais
(camundongos) lavando o canal ésseo utilizando soro bovino fetal (20%). Foram aplicados
25uLlL da suspensao celular sobre laminas. Para a fixagdo, a coloracao destas células foi feita
expondo as laminas em 10% de coloracdo de Giemsa. A andlise foi realizada utilizando
microscopia de luz sob o uso de 6leo imersdo e ampliagdo de 1000X, considerando os danos
nucleares presentes em 1000 células / lamina. O teste foi realizado em duplicata. O calculo
para a citotoxicidade dos tratamentos foi realizado quantificando o nimero de eritrdcitos
normocromaticos (ENC) e policroméaticos (EPC) na medula dssea dos camundongos,
avaliando 400 eritrécitos por tratamento (Furtado et al., 2008). O teste foi realizado em

duplicata aplicando a seguinte formula:

EPC
ENC +EPC

Proporcdo eritrocitica=

Analises hematoldgicas e bioquimicas
Para este fim, o sangue do coracdo de cada animal foi coletado logo apds a eutanasia
do animal e foi centrifugado a 4000 x g durante 5 min (a 4 ° C). A analise hematoldgica foi
realizada em um aparelho de hematologia automética (Advia 120 / Hematology Siemens).
Para analise bioquimica, o plasma foi submetido a uma analise bioquimica automatica
utilizando Labmax 240, com kits comerciais Labtest ® para avaliar uma série de parametros

bioquimicos.

Anélise estatistica

Os resultados foram avaliados por meio da Analise de Variancia (ANOVA) com a
aplicacdo das comparacdes multiplas do Tukey por meio do GraphPad Prism (versdo 6.00
para Windows, GraphPad Software, San Diego California, EUA) considerando o nivel de

confianca de 95% e valor de p<0,05 como significante.

3 Resultados

Efeitos genotoxicos do OME e co-tratamento com PR e AA em medula Ossea de
camundongos
O OME mostrou efeitos genotoxicos em dose-resposta em eritrécitos de

camundongos, medula 0ssea e nas células do estdbmago em relacdo ao grupo CN. O co-
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tratamento de OME com PR e AA modularam danos ao DNA com inibi¢do de genotoxicidade
na dose de 10 mg / kg (Figura 1), indicando efeitos antigenotdxicos do OME combinado com

antioxidante.
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Figura 1. Genotoxicidade do OME em células de medula dssea e estbmago de camundongos avaliadas pelo indice (A) e frequéncias (B) de dano

ao DNA. [OME - omeprazol; OME + VIT - omeprazol co-tratado com palmitato de retinol e acido ascérbico; CN (controle negativo: animais

sem tratamento com OME); ANOVA two-way, teste de comparacao multipla de Tukey (# em relacdo a OME sem VIT / * p <0,001)].
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Efeitos genotoxicosdo OME e a capacidade de reparacdo de danos no DNA em co-
tratamento com PR e AA em linfdcitos de sangue periférico de camundongos

Em todas as doses 0 OME induziu danos ao DNA dos linfocitos do sangue periférico
de camundongos ap6s o 7° e 14° dias de tratamento por aumento significativo do ID em
relacdo ao CN. Mas esses danos foram significativamente modulados com o co-tratamento
com PR e AA (VIT). Observou-se uma capacidade de reparo significativa em 10 mg / kg de
OME co-tratada por um grupo VIT do que as outras duas dosagens de OME + VIT quando
comparado ao grupo CN (Figura 2).

O OME também induziu o aumento da frequéncia de danos aos linfocitos do sangue
periférico dos animais em todas as doses testadas, sem reparo do dano ao DNA. No entanto, o
co-tratamento com PR e AA minimizou esses danos, bem como efeitos de reparo de DNA
apos 14 dias de co-tratamento com PR e AA (Figura 3).

As fotomicrografias de linfocitos de sangue periférico em camundongos sugerem que
0 OME induz danos de tipo 1, 2, 3 e 4 em todas as doses de teste de uma maneira dependente
da dose. No entanto, as vitaminas (PR + AA) modularam os danos genotdxicos causados por
OME em camundongos (Figura 4).
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Figura 2. Avaliagcdo genotoxica (ID) do OME e seu co-tratamento com PR (100 UI/Kg) e AA (2,0 uM/Kg) e possiveis efeitos de reparacdo do
dano ao DNA em linfocitos do sangue periférico de camundongos. [CN - controle negativo solucédo salina a 0,9%; VIT (PR + AA); ANOVA
two-way, comparagGes multiplas de Tukey. *** p <0,0001 quando comparado ao CN, # em relacdo a OME sem VIT].
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Figura 3. Avaliacdo genotoxica (FD) do OME e seu co-tratamento com PR (100 UI/Kg) e AA (2,0 uM/Kg) e possiveis efeitos de reparacao do
dano do DNA em linfécitos do sangue periférico de camundongos. [CN - controle negativo; VIT (PR + AA); Two Way ANOVA, comparagdes
multiplas de Tukey. *** p <0,0001 quando comparado ao CN, em relagdo a OME sem VIT].
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Figura 4. Fotomicrografias de cometas (dano ao DNA) induzidos pelo OME e os efeitos moduladores da associa¢do com PR (100 UI/Kg) e AA
(2,0 uM/Kg). Aumento de 400x.
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Efeitos mutagénicos do OME em medula 6ssea de camundongos e modulagéo desses danos

citogenéticos por PR e AA

OME induziu mutagenicidade em todas as doses atraves da formacao de MN, brotos e
pontes. A indugdo de pontes foi semelhante a observada no grupo CPA. No entanto, com o
co-tratamento com PR e AA, estas alteracBes citogenéticas foram significativamente

reduzidas, demonstrando efeitos antimutagénicos dos antioxidantes (Tabela 2).

Tabela 2. Avaliacdo da mutagenicidade do OME e os efeitos do seu co-tratamento PR e AA

em células de medula 6ssea de camundongos por teste de MN.

Marcadores de mutagenicidade

Grupos de tratamento MN Brotos Pontes
CN 1,5+0,85 26+21 38+18
cP 21,2 +2,8° 70,0 + 4,0° 38,7 + 2,42
OME 10 mg/kg 6,3+1,8® 16,8 + 14,8%® 36,8 + 15,22
OME 20 mg/kg 10,2 + 3,73 21,2 +8,7% 32,9+ 13,70
OME 40 mg/kg 19,1+ 7,08 24,0 +9,7% 26,4 + 12,3
OME 10 mg/kg + PR e AA 5,7 +2,0° 16,8 + 3,9% 20,5 +5,1%
OME 20 mg/kg + PR e AA 7,8+1,9%® 9,5+4,7" 7,0+3,2°
OME 40 mg/kg + PR e AA 6,1 +3,0° 8,6 + 3,0 6,7+ 3,3

Foram avaliadas 2.000 células por grupo; PR (100 Ul / kg); One-way ANOVA e Bonferroni
pos-teste (n = 5); os valores médios + DP, p <0,05 em comparaco com *CN e "CPA
Efeitos citotoxicos do OME em medula 6ssea de camundongos e efeitos moduladores por PR
e AA

OME induziu citotoxicidade nos animais, diminuindo significativamente a proporcao
de eritrocitos, bem como aumentou o numero de células binucleadas e a fragmentacéo nuclear
(cariolise) em comparacdo com o grupo CN. N&o foram observadas diferencas significativas
entre as doses em relacdo aos parametros citogenéticos, com excecao de cariorrexe no OME
20 e 40 mg / kg quando comparadas ao OME 10 mg / kg (Tabela 3).
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Tabela 3. Avaliacdo citotoxica do OME e os efeitos de sua associagdo com as vitaminas PR +

AA nas células de medula éssea de camundongos em teste de MN.

Citotoxicidade

Grupos de tratamento Relacdo eritrocitaria Células binucleadas Cariorrexe

CN 0,87+0,0 24+14 29,0 + 6,9
CP 0,45 + 0,02 61,9 + 10,02 314,8 £ 22,5
OME 10 mg/kg 0,55 +0,1% 103,4 + 52,0% 43,5+ 19,8°
OME 20 mg/kg 0,56 + 0,1% 216,6 + 39,02 171,9 + 43,63
OME 40 mg/kg 0,62 +0,0% 203,0 + 24,4% 256,0 + 88,7%
OME 10 mg/kg + PR e AA 0,65 + 0,13 79,4 + 15,62 10,3 +4,4°
OME 20 mg/kg + PR e AA 0,63 + 0,0% 72,4 + 32,22 7,9 + 3,20
OME 40 mg/kg + PR e AA 0,59 +£0,1% 89,9 + 22,0° 8,5+ 44"

Foram avaliadas 2.000 células por grupo; PR (100 Ul / kg); AA (2,0 mM / kg). ENC / (EPC +
ENC) - relagdo entre o numero de eritrdcitos policrométicos divididos pelo nimero de
eritrocitos policromaticos (EPC) e normocromaticos (ENC) em 400 células analisadas;
ANOVA one-way e p06s-teste Bonferroni; os valores sdo médios £ DP (n = 5), p <0,05 em
comparacdo com CN, °CP e °OME (10 mg / kg) e “OME (20 mg / kg).

Conforme observado no perfil fotomicrogréafico (Figura 5), o OME induziu danos
citogenéticos em células da medula 6ssea de camundongos, aumentando a formacdo de MN;
brotos e pontes cromossdémicas em todas as doses testadas. O OME a 40 mg / kg apresentou
maiores efeitos citotdxicos aumentando a quantidade de cariorrexe. No entanto, o OME a 20
mg / kg também mostrou um maior nimero de células binucleadas. Essas alteragdes
citogenéticas ndo foram observadas com a mesma intensidade nos grupos OME co-tratados
com VIT. Além disso, houve aparentemente um aumento de ENC, favorecendo o aumento da
proporcao de eritrécitos, reduzindo assim cariorrexe e uma indicacdo de menor citotoxicidade

pelosco-tratamentos.
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Figura 5. Fotomicrografias de dano citogenéticos e os efeitos moduladores com o tratamento de OME e / ou PR (100 UI/Kg) e AA (2,0 uM/Kg)
em (A) OME 10mg/Kg, em (B) OME 20mg/Kg, em (C) OME 40mh/Kg, em (D) OME 10mg/Kg + PR + AA, em (E) OME 20mg/Kg + PR +
AA, em (F) OME 40mh/Kg + PR + AA aumento de 400x.
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AlteracGes hematoldgicas e bioquimicas de camundongos tratados com OME e associacao
com as vitaminas PR e AA

OME a 40 mg / kg aumentou o numero de leucdcitos e mondcitos, enquanto diminuiu
os neutréfilos e os linfécitos. OME a 20 mg / kg aumentou o hematdcrito e diminuiu em
monacitos e plaquetas. Por outro lado, 10 mg / kg de OME aumentou leucdcitos, linfdcitos e
plaquetas nos animais. OME em associacdo com vitaminas reestabeleceu o teor de
hemoglobina, bem como leucocitos e mondcitos que nao sejam neutrofilos. OME 20 mg / kg
também reestabeleceu o hematdcrito em animais (Tabela 4).

Tabela 4. Parametros hematol6gicos de camundongos tratados com OME e associacdo com

as vitaminas PR e AA

Parametros CN OME OME OME
10 mg/kg 20 mg/kg 40 mg/kg
Hemoglobina (g/dL) 11,3+0,2 120+14 11,6 +0,2 16,1+ 0,6
Hematocrito (%) 38,2+0,7 37,056 289+21 359155
Leucocitos (p/mm?3) 1,235 + 430 2,000,0 £989,9* 1,793.5 + 306* 2,739,5 + 128*
Neutrofilos (10%/L) 26+3,.2 26,0+0,0 25,00+7,0 10,00 + 6,1*
Linfocitos (10%L) 70,2+22 77,00+ 2,8 73,50 £ 20,5 50,5 + 0,0*
Eosinofilos (10%/L) 0,45+0,3 0,0+0,0 0,0 £0,0 0,0+0,0
Monocitos (10%L) 2,0+0,6 2,0+£0,0 4,50 £3,5 8,5 £0,5*
Plaquetas (10%L) 523,5+ 16,5 814,5+91,2 767,5 +116,6 778,0 + 121,6
Parametros CN OME (10 mg/kg) OME (20 OME (40 mg/kg)
+VIT mg/kg) + VIT +VIT
Hemoglobina (g/dL) 11,3+0,2 13,00+ 4,2 13,1 £0,6 136+1,6
Hematocrito (%) 38,2+0,7 36,5+4,9 38,3 £35 35,5+4.8
Leucocitos (p/mm?3) 1,235 + 430 830,9+1,7 2,157,0 + 485+ 2,395 + 550*
Neutrofilos (10%/L) 26+3,.2 25,00+7,0 25,00 £7,0 15,00 £ 6,1
Linfocitos (10%/L) 70,2+2,.2 63,50+ 3,5 81,00 £5,6 92,0+28
Eosinofilos (10%L) 0,45+0,3 0,0+0,0 0,0 £0,0 0,0+0,0
Monocitos (10%/L) 20+0,6 2,0+0,0 6,50 +2,1 25+21
Plaquetas (10%L) 523,5+ 16,5 934,0 £ 21,7 8225 £6,0 781,54+ 22,7

Os valores médios = DP (n = 5); MCV: volume corpuscular médio; MCH: hemoglobina corpuscular média;
MCHC: concentragdo média de hemoglobina corpuscular; p> 0,05 em comparacdo com o0 CN (ANOVA,
Two-way seguido do teste p6s Tukey)

OME em todas as doses aumentou significativamente valores de uréia nos animais.
OME a 40 mg / kg aumentou na transaminase glutdmico-oxilacética (TGO) enquanto
diminuia os niveis de transaminase glutdmico-pirdvica (TGP). OME a 10 e 20 mg / kg
também aumentou no nivel sérico de TGP em animais. O OME a 10 mg / kg também
aumentou os niveis de TGO. Alguns em associacdo com VIT aumentaram os niveis de ureia e
creatinina, enquanto diminuiram em TGP nos animais. No entanto, a OME a 10 mg / kg

restabeleceu os niveis TGO em animais experimentais (Tabela 5).
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Tabela 5. Pardmetros bioquimicos de camundongos tratados com OME e CN.

Parametros CN OME OME OME
10 mg/kg 20 mg/kg 40 mg/kg
Urea (mg/dL) 26.40 £ 0.40 35.00 = 7.00* 35.00 + 4.20* 34.90+ 7.00*
Creatinina (mg/dL) 0.41+0.30 0.45+0.08 0.50 £ 0.07 0.55+0.05
TGO 122.00 £ 0.80 125.00 £ 7.00 122.05+1.76 130.00 +5.60
TGP 36.80 £4.40 48.30 £ 12.5 48.30 £ 12.5 31.3+£5.76
Parametros CN OME (10 mg/kg) OME (20 OME (40 mg/kg)
+VIT mg/kg) + VIT +VIT
Urea (mg/dL) 26.4+0.40 56.50 = 2.0* 47.00% 2.0* 60.00 £ 7.7*
Creatinina (mg/dL) 0.41+0.30 0.65 +0.07 0.50 + 0.07 0.55+0.03
TGO 122.00 £ 0.80 120.00 £1.11 122.50 £1.40 131.00 £1.40
TGP 117.50 + 3.53 8250+ 12.5 66.00 + 15.50 66.00 +9.80

Os valores médios = DP (n = 5). TGO (Transaminasa Oxaloacética Glutamica); TGP
(Glutamic Pyruvate Transaminase) * p <0,05 em comparagdo com o grupo CN, (ANOVA,
Two-way seguido por Tukey)

4 Discussao

Omeprazol (OME) tem efeitos contra o dano ulcerativo na mucosa gastrica de ratos
(BLANDIZZIET al., 1994) e camundongos (ZHANG et al., 2016), com a capacidade de
bloguear a bomba de proétons nas células parietais do estbmago (METZ et alfa, 2002) e ativar
a proteina HSP70 (BLANDIZZI et al., 1994). O estudo do dano aos cromossomos € DNA é
necessario e importante (SHARMA et al., 2015), especialmente para produtos farmacéuticos
de uso continuo (MALAQUINET al, 2015). A avaliacdo da genotoxicidade é importante para
identificar e caracterizar o papel dos agentes mutagénicos e cancerigenos na salde humana. A
medicdo do dano primario, mutacdes nos genes e danos aos Cromossomos é necessaria para
avaliar os riscos de instabilidade genética e efeitos cancerigenos de qualquer substancia
(ZEIGERET al., 2015). Em sua versdo alcalina, o teste de cometa pode detectar quebras em
moléculas de DNA, lesdes em locais sensiveis a alcalinos, juntamente com locais de
reparacdo de excisdo incompletos em células de mamiferos, e podem ser aplicadas em
protocolos de monitoramento terapéuticos para medir o potencial genotéxico de drogas
sozinho ou em combinacgdo (CASH et al., 2014).

No presente estudo com camundongos e teste cometa, na avaliagdo dos riscos
genotoxicos do OME, é evidente que 0 aumento da genotoxidade € dependente da dose e do

tempo de exposicao, aumentando 1D e FD em células da medula 6ssea, células do estdmago e
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linfocitos do sangue periférico em camundongos. Nenhuma capacidade de reparo do DNA foi
observada ap6s 7 e 14 dias de tratamento. Ha relatos de que os Inibidores da bomba de
protdes (IBP’s), como o lansoprazol, o pantoprazol, a fenolftaleina, o rabeprazol, a
sulfasalazina e 0 OME podem causar genotoxicidade e induzir danos cromossémicos
(DOWNES e FOSTER, 2015). O dano genotdxico induzido por OME em células dea medula
0ssea, células do estdbmago e linfocitos do sangue periférico foi significativamente modulado
pelos antioxidantes (PR e AA) co-tratados com o OME ao interferir no ID e FD juntamente
com a influéncia da capacidade de reparo do DNA em animais. Assim, 0s antioxidantes
podem ter efeitos antigenotdxicos contra os efeitos prejudiciais genotoxicos induzidos pelo
OME. O OME pode amplificar as lesdes celulares géastricas causadas por HCI, que também
pode ser minimizado com terapias antioxidantes (KOHLER et al, 2010), pois as vitaminas A
(retinoides, carotenoides) e C (acido ascorbico) podem neutralizar ERO’s (PORTANTIOLO
et al., 2014) e manter a homeostase do corpo (CHANG et al., 2015), bem como prevenir o
dano oxidativo (CELIK et al., 2013).

Na toxicogenética, a genotoxicidade pode ter correlacbes positivas com a
carcinogenicidade, de modo que o teste de cometa e o teste de MN de forma associada sao
importantes para a deteccdo da instabilidade genética (KANG et al., 2013). Como observado
no presente estudo, o dano gendmico induzido por OME néo foi reparado, portanto, um dano
genotdéxico ndao compensado pode desencadear instabilidade genética e alteracGes
cromossémicas (ZHANG et al., 2014), o que leva a quebras cromossémicas que podem
resultar na formacdo de MN (RIM e KIM, 2015). O MN em eritrocitos de camundongos sao
marcadores de instabilidade genética, eles sdo formados por cromossomos inteiros ou
fragmentos de cromossomos (cromossomos acéntricos) que sdo separados do ndcleo
(BALMUS et al., 2015), ndo mais incorporados ao nucleo de duas vertentes, devido rupturas
no DNA ou por disfuncéo do fuso mitético (FENECH et al., 2011). O teste MN pode detectar
genotoxicidade e efeitos aneugénicos e / ou clastogénicos (NETO et al., 2016). Como
mutagenicidade induzida por OME em células de medula dssea de camundongos, pode ter
efeitos aneugénicos e / ou clastogénicos, pois provocou um aumento da formacdo de MN
juntamente com outras anormalidades nucleares, como pontes e brotos. As pontes
nucleoplasmaticas sdo formadas por defeitos nos rearranjos cromossémicos ou na fusdo de
extremidades cromossdmicas, telomeros que permitem a formacao de filamentos de cromatina
ligando dois ndcleos distintos (FENECH et al., 2011). Os brotos podem estar relacionados a

eliminacdo e ampliacdo ou reparo do DNA e MN devido aos intervalos, indicando
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clastogenicidade; e perda de cromossomos pelos agentes aneugénicos (LUZHNA et al.,
2013).

No entanto, como foi observado genotoxicidade, o co-tratamento com PR e AA
modularam esses danos citogenéticos e, portanto, apresentou efeitos antimutagénicos
reduzindo a formagao de MN, brotos e pontes. Estudos em roedores foram relatados que o PR
tem a capacidade de modular o estresse oxidativo e reduzir o dano citogenético contra o
tratamento de antineoplasicos como DOX, CPA (CARVALHO et al., 2017). Estudos também
apontam que a OME pode amplificar o estresse oxidativo resultante de gastrite e leséo da
mucosa gastrica, em vez de acelerar a cura (KOHLER et al., 2010), inibindo a bomba de
acido gastrico na célula parietal levando ao seu metabolismo no figado, liberando sulfona,
sulfito e hidroxi-OME, compostos que podem gerar mais danos oxidativos ao material
genético, o que justifica o risco beneficil (DOWNES e FOSTER, 2015) seria propor o uso de
antioxidantes em terapias de OME.

O presente estudo, demonstra que a administracdo de OME pode induzir a formagao
de células binucleadas e cariorrexe (fragmentacdo da cromatina), bem como de citotoxicidade
pela reducdo da proporcdo de eritrocitos, também foi avaliado pelo teste MN. O OME em
todas as doses aumentou a formacgdo de células binucleadas, cariorrexe e diminuiu a
proporcao de eritrécitos, portanto, possui atividades citotoxicas e apoptéticas em células da
medula dssea de camundongos. As células binucleadas podem ser indicadas por falhas de
citocinésia no final da diviséo celular e as células com cromatina condensada sdo indicativas
de apoptose (cariorrexe e coriélise), bem como a picnose (SABHARWAL et al., 2015). A
apoptose é a forma mais pronunciada de morte celular. Caracterizado pela condensacdo de
cromatina, diminuicdo citoplasmatica e nuclear e extravasamento de corpos apoptoticos sendo
facilmente extinguidos por fagocitos ou células adjacentes. A nivel molecular, a apoptose €
realizada por um tipo especifico de cisteina protease (caspases), que por sua vez atua pela
clivagem de substratos celulares (PEREZ-GARIJO e STELLER, 2015).

O OME também ocasionou aumento da taxa de apoptose no tratamento de células em
conjunto com paclitaxel em células quimiorresistentes (HeyA8-MDR, SKOV3-TR) e células
claras de carcinoma (ES-2, RMG-1) (LEE et al., 2015). Mas os dados ainda sdo controversos
porque os estudos também apontam que a OME reduz a apoptose em células gastricas
(BISWAS et al., 2003) em ratos (LI et al., 1996) via reducdo da expressdo da caspase 3 (Liu
et al., 2015). Em nosso estudo, durante o co-tratamento de OME com PR e AA, os danos
apoptoticos e citotdxicos foram modulados, sugerindo que esses antioxidantes podem exercer

atividades anti-citotoxicas e antiapopaticas. O PR é um potente antioxidante (OLIVEIRAET
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al., 2014) e pode diminuir a citotoxicidade em células de cancer de mama MCF-7 com baixa
concentracdo (DI BELLA e DI BELLA, 2015). Também pode reduzir células cultivadas com
apoptosisina (SUBRAMANI et al., 2014). O PR, como antioxidantes tém papel citoprotetor
em estudos in vitro e in vivo (PANCHUK et al., 2014). Os produtos quimicos derivados da
estrutura do retinol foram descritos por modular varios processos bioldgicos relacionados a
funcionalidade do ciclo celular, proliferacdo celular e apoptose na resposta fisiolégica comum
ao dano genotdxico de alta intensidade (MARCATO et al., 2015). Estudos dizem que o OME
tem efeitos apoptoticos em células cancerosas gastricas humanas (HGC-27) (HOUET al.,
2015) e em células coldnicas aumentando a secrecdo de gastrina aumentando a expressao de
IEX-1 (PATLOLLA et al, 2012), no carcinoma (MUERKOSTERET al., 2008),
possivelmente via reduccdo da expressdo de Bcl-2 (SHARIFIET al., 2017) e Bcl-xL
(PATLOLLA et al., 2012). OME pode causar anormalidades da mucosa gastrica, como
hiperplasia da célula parietal, dilatagdo do canaliculi no fundo, corpo e antro do estdmago e
projecdo de protrusdes citoplasmaticas no l6bulo do canaliculo (KURMAN, 2013), além de
desencadear a formacdo de N-nitrosaminas que induzem danos ao DNA, levando a
anormalidades nucleares, como MN, picnose e cariolise (SUDHA et al., 2011).

Durante a aplicagéo dos testes de genotoxicidade e mutagenicidade, 0 monitoramento
da toxicidade foi realizado por parametros hematolégicos e bioguimicos, para avaliacdo da
homeostase e desenvolvimento de processos patoldgicos (OKONKWO et al., 2016). OME
induziu alteraces no numero de leucdcitos e ureia nas doses e mondcitos aos 40 mg / kg. Os
dados indicam sinais de sobrecarga renal, insuficiéncia renal aguda ou mesmo aumento do
catabolismo protéico (ADEBAYO et al., 2003). Os linfécitos, as células mais importantes da
resposta imune devido a ter receptores de membrana para reconhecer determinadas moléculas
antigénicas (RUIZ et al., 2003) e correspondem & maior porcentagem de leucdcitos. Baixos
niveis de linfocitos nos animais podem ser devidos ao estresse induzido pelo OME em
animais. No entanto, uma diminui¢cdo nos neutrofilos indica menor atividade fagocitica,
possivelmente devido ao dano citotoxico desse tipo de células pelo OME. Os medicamentos
citotoxicos podem influenciar a maturacéo e diferenciacdo celular, desencadeando ou ndo em
resposta fisiologica a morte celular. Eles também causam leucopenia, neutropenia e
trombocitopenia, o que compromete a homeostase do corpo principalmente devido ao
envolvimento de transtornos imuno-hematologicos funcionais (FERRARI et al., 2010; Cecilio
etal., 2015).

A alteracdo nos parametros bioquimicos também estd relacionada com efeitos

genotoxicos (Vicentini et al., 2017). Neste estudo, encontramos niveis aumentados de ureia
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sérica e creatinina nos animais, que confirmam alteracGes histoldgicas renais e 0 aumento do
nivel de TGO (ou ALT) (exceto 40 mg / kg OME) indicam a fung&o renal comprometida. No
entanto, um aumento do nivel de TGP indica distarbios funcionais do figado, rim e coracdo
dos animais (MAYNE, 1994). As alteracfes necrobioticas dos tubulos renais podem virar as
mudancgas estruturais significativas do rim levando a aumentar o nivel sanguineo de TGP
(SMITH et al., 1988). Além disso, os niveis aumentados de TGO (ou AST) também suportam
0 dano renal induzido pela OME diretamente relacionado a esse incremento e ao dano renal
(STRYER, 1988).

Creatinina, € um dos indicadores mais confiaveis da eficiéncia da funcéo renal (BABU
et al., 2011), pois esta fortemente relacionado ao dano renal (KORE et al., 2011). O aumento
significativo registrado na creatinina no sangue pode estar associado a dano estrutural renal
distinto pelo OME. Além disso, 0 OME também aumentou significativamente a uréia no
sangue, 0 que pode ser devido a superproducdo de ERO’s no tecido renal e a inducdo de
nefrotoxicidade (ESLAMI et al., 2011). Os metabolitos reativos do oxigénio, como 0s anifes
superdxido e os radicais hidroxilicos, devem ser um dos principais contribuintes de uma
nefrotoxicidade mediada por drogas (ALI et al., 2005) através da peroxidacdo lipidica
(KUMER et al., 2000). Os radicais livres liberados das mitocondrias das células tubulares
renais podem ser o fator responsavel pela nefrotoxicidade induzida pela OME em animais
(ABDEL-RAHEEM et al., 2010). Alteracfes histoldgicas graves e extensas podem levar ao
dano oxidativo induzido pelo OME as macromoléculas e organelas celulares. No entanto, o
OME, especialmente em 10 e 20 mg / kg, apresentou a restauracdo da maioria dos dados

hematoldgicos e bioquimicos alterados nos animais quando co-tratados com as vitaminas.

5 Conclusao

OME (omeprazol) a 10, 20 e 40 mg /Kg produz genotoxicidade em células do
estbmago, medula dssea e linfocitos do sangue periférico, aumentando o ID e FD em
camundongos. N&o foram observados efeitos de reparacdo do dano do DNA apds 7 e 14 dias
de tratamento. A auséncia de reparo pode ser correlacionada aos seus efeitos mutagénicos,
aumentando a formacdo de MN, brotos e pontes, levando a inducdo de citotoxicidade e
apoptose. Também induziu toxicidade moderada pelo aumento dos leucocitos e mondcitos e
insuficiéncias renais (aumento da ureia). No entanto, as vitaminas (PR e AA) associadas a
OME foram capazes de modudar todos os marcadores citogenéticos e toxicos, incluindo a

capacidade de reparacdo de danos no DNA. Além disso, o OME também causou alteragdes
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nos pardmetros hemtoldgicos e bioquimicos, especialmente no nivel de ureia. Os dados
indicam que os testes citogenéticos sdo importantes para andlise toxicoldgica de drogas em
ensaios nao clinicas, bem como para o monitoramento de terapias com OME em pacientes
com doencas gastricas, como estratégia para prevenir riscos de instabilidade genética e

cancer.
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Sexo Machos Facs
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Abstract: Omeprazole (OME), a proton pump inhibitor is used in gastric
gnd intestinal disease, however, studies on its effects on the genstic
material are still restricted. The present study aimed to evaluate its
possible toxicogenic effects in Allium cepa meristems with the
gpplication of cytogenetic biomarkers for DHA damage, mutagenic, toxic
and cytotoxic effects. Additicnally, retinol palmitate (RPF) and ascorbic
acid (AR) were alsoc co-treated with OME to evaluate possible modulatory
effects of OME-induced cytogenetic damages. OME was tested at 10, 20 and
40 pg/mL, while EPF and AR by 100 IU/mL and 2 pM/ml, respectiwvely. Copper
sulfate (0.6 pg/mL) and dechlorinated water were used as positive control
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and/or BA, when co-treated significantly {p <0.05) inhibited and/or
modulated all toxicogenic damages induced by OME, demonstrating their
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cepa. Antioxidants may be useful tools to overcome OME-induced toxic
effects.
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Abwiract: GGasiric and intestinal dseases ane common heath problems in e world. The dugs
used ane assoclated with e efects of gasiric acld, including proton pump inhibiors,
for an exampie, omeprazole (DME) also has some adverse efects, and can Inducs
genetic instability. This study evaluated iovdcogenic efiects of OME In mice (Ws
musoulus). For this, 40 make mice wene subdivided into B experimental groups (n = 5}
and tresatesd weith OME at doses of 10, 20 and 40 mgikg andior co-treated with the
antinxidants retino palmitate {1000 U} and asoorbks acid (50 mbikg).
Cydophosphamice (50 mghg) was served as a posithe conirol group, whils wndneated
as negative control. Aser 14 days of eatment the cels of e stomach and bone
manoe as well as peripheral blood lymphooyies were collected and submised & the
comel assay {akaline version] and micronucious test. Additionally, hematological and
biochemical parameters of the animals were also determined. OME in mice Induced
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