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Biomonitoramento toxicogenético em sangue periférico de pacientes com gastrite em
terapia com omeprazol. AG-ANNE PEREIRA MELO DE MENEZES. Orientadora: Dra.
Ana Amélia de Carvalho Melo Cavalcante. 181p. Dissertacdo de Mestrado. Programa de Pds-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas - PPGCF, Universidade Federal do Piaui - UFPI,
2018.

RESUMO

A gastrite € uma inflamacéo na parede do estbmago, devido ao desequilibrio entre os agentes
lesivos (&cido cloridrico e pepsina) e os de protecdo da mucosa gastrica. Os principais
farmacos de escolha no tratamento de patologias associadas aos efeitos do &cido gastrico
incluem os inibidores da bomba de préotons (IBP’s) que promovem um blogueio eficaz da
secrecdo acida basal. Porém, os IBP’s estdo associados com algumas alteragdes patoldgicas,
pois esses farmacos sdo de uso prolongado e intermitente, o que pode acarretar alguns danos
genotdxicos e/ou efeitos carcinogénicos. O presente estudo teve por objetivo avaliar os efeitos
do omeprazol associados a morte celular e monitorar seus efeitos toxicogenéticos em terapias
clinicas de pacientes com gastrite. Para os estudos de toxicogenética clinica com aplicacdo da
versdo alcalina do ensaio cometa, bem como determinacdo do perfil antioxidante endégeno,
132 pacientes foram distribuidos nos grupos sem gastrite (26 pacientes); com gastrite (26
pacientes); com gastrite infectados com Helicobacter pylori (16 pacientes); sem gastrite em
terapia com omeprazol (22 pacientes); com gastrite em terapia com omeprazol (26 pacientes);
com gastrite e H. pylori em terapia com omeprazol (16 pacientes). Os estudos apontaram que
0 omeprazol apresenta efeitos controversos, pois pode prevenir a morte celular e ter
capacidade apoptotica. O omeprazol induziu danos genotdxicos e apoptoses em pacientes com
gastrite na presenca e na auséncia do H. pylori, entretanto, os danos ao DNA em linfécitos dos
pacientes foram significantemente aumentados na terapia com omeprazol. Também foi
observado danos oxidativos, especialmente por peroxidacdo lipidica e aumento de nitrito, bem
como aumento de catalase e superoxido dismutase, que mesmo com aumento de defesas
antioxidantes ainda levam a apoptose e instabilidade genética por genotoxicidade. CorrelacGes
positivas foram evidenciadas entre os biomarcadores citogenéticos, bem como entre o
tabagismo, exercicio fisico e exposicdo a quimicos com os danos ao DNA e com apoptose.
Em sintese, a instabilidade genética e apoptose induzidas pelo OME podem estar relacionadas
aos seus efeitos oxidativos. Assim, o estudo aponta a necessidade de biomonitoramento
clinico da terapia com omeprazol.

Palavras Chave: Helicobacter pylori. Morte Celular. Genotoxicidade.
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Biomonitoramento toxicogenético em sangue periférico de pacientes com gastrite em
terapia com omeprazol. AG-ANNE PEREIRA MELO DE MENEZES. Orientadora: Dra.
Ana Amélia de Carvalho Melo Cavalcante. 181p. Dissertacdo de Mestrado. Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas - PPGCF, Universidade Federal do Piaui - UFPI,
2017.

ABSTRACT

Gastritis is an infiltration of the gastric mucosa that inducing inflammation in the stomach
wall due to the imbalance between the harmful agents (hydrochloric acid and pepsin) and
mucous gastric protection. The major drugs of choice in the treatment of pathologies
associated with the effects of gastric acid include Proton Pump Inhibitors (PPIs) which
promote effective blockade of basal acid secretion. However, PPIs are associated with some
pathological alterations, since these drugs are prolonged and intermittent use, which can lead
to some genotoxic damage and / or carcinogenic effects. The present study aimed to evaluate
the effects of omeprazole associated with cell death and to monitor its toxicogenic effects in
clinical therapies of patients with gastritis. Clinical toxicogenic studies with application of the
alkaline version of the comet test were applied, as well as dosage of endogenous antioxidant
profile. 132 patients were distributed in the groups without gastritis (26 patients); with
gastritis (26 patients); with gastritis infected with Helicobacter pylori (16 patients); without
gastritis in omeprazole therapy (22 patients); with gastritis in omeprazole therapy (26
patients); with gastritis and H. pylori on therapy with omeprazole (16 patients). Studies show
that omeprazole has controversial effects, since it can prevent cell death and it may have
apoptotic capacity. Omeprazole induced genotoxic damage and apoptosis in a patient with
gastritis in the presence and absence of H. pylori, however DNA damage in patients
lymphocytes was significantly increased in omeprazole therapy. It was also observed an
increase of catalase and superoxide dismutase, even with the increasement of oxidant
defences this lead to apoptose and genetic instability by genotoxicity. Positive correlations
were evidenced between cytogenetic biomarkers, as well as between smoking, physical
exercise and exposure to chemicals with DNA damage and apoptosis. Thus, genetic instability
and apoptose induced by OME could be related to its oxidative effects. With this, the study
points out the necessity for clinical biomonitoring of omeprazole therapy.

Key words: Helicobacter pylori. Cell Death. Genotoxicity.
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1 INTRODUCAO

As lesbes gastricas constituem um problema de saude mundial com prevaléncia e
incidéncia associadas aos fatores relacionados ao cotidiano dos individuos. O
desenvolvimento de lesdes ocorrem nas regides expostas a agdo do acido gastrico que possui
pH fortemente acido, que necessitam de mecanismos de defesa para proteger o esdfago e o
estdbmago. Em condicbes fisiologicas normais, os fatores de protecdo exercem um papel
fundamental na protecdo da mucosa gastrica contra a atividade da secrecdo acido-pepsina
(MONTROSE et al., 2006; MEGALA; GEETHA, 2010; BANSAL; GOEL, 2012). Porém,
quando os fatores de protecdo da mucosa gastrica ndo sdo capazes de conter os efeitos dos
fatores agressivos, a mucosa do trato gastrointestinal torna-se susceptivel a formacdo de
lesGes ulcerativas. A integridade funcional da mucosa gastrica depende do balango entre
mecanismos agressivos e defensivos, se esse balanco é perdido, ocorrem lesdes gastricas
(ABDEL-SALAM et al., 2001; ARAWWAWALA et al., 2010; NISHIZAWA et al, 2017).

As alteracdes gastricas causam doenca clinica podendo ser desde uma gastrite crénica
leve até um carcinoma gastrico. A gastrite cronica, inflamacdo da mucosa do estdmago, é um
precursor para alteraces patologicas mais severas, como a Ulcera péptica e o cancer gastrico.
AlteracGes na mucosa gastrica foram associadas com a producdo aumentada de &cido, estresse
e ansiedade, levando a Ulceras ou processos mais invasivos, como adenocarcinoma. No
entanto, apos a descoberta do Helicobacter pylori ha evidéncias de associacao auténtica entre
essa bactéria e doencas pré-cancerosas, a longo prazo, como gastrite crénica atrofica e o
desenvolvimento de cancer gastrico (EBULE; LONGDOH; PALOHEIMO; 2013; GRAHAM,
2014; KUSANO et al, 2017).

Os farmacos anti-secretérios ainda sdo as melhores opgbes na terapia de lesbes
gastricas, porém seu uso prolongado tem sido associado a incidéncia de fraturas e cancer. Os
inibidores da bomba de protons (IBP’s) sdo considerados os supressores mais eficazes da
secrecdo de &cido gastrico, ao bloquear a acdo da bomba de prétons das células parietais
géstricas, estes fArmacos agem bloqueando o estagio final da secrecdo de ions hidrogénio. Um
dos farmacos componente desse grupo € o omeprazol (BRUNTON, 2012; SEREBROVA et
al, 2017). O pH elevado, como consequéncia da terapia com IBP’s, leva a um aumento de
gastrina, responsavel pela hipersecrecdo de acido gastrico, que tem sido associada ao
crescimento de tumores gastrointestinais (YANG et al., 2006; LEEDHAM et al., 2007,
COTE; HOWDEN, 2008).
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No tratamento dos distdrbios gastrointestinais sdo utilizados inumeros medicamentos
de forma intermitente ou prolongada. A utilizagcdo em longo prazo de omeprazol em humanos
pode entdo relacionar-se com a proliferacdo de células e tumores carcinoides (BRAGA; DA
SILVA; ADAMS, 2012). Apesar de sua eficacia, evidéncias sugerem que o tratamento com
omeprazol (OME) pode alterar a flora bacteriana do trato gastrointestinal levando a méa
absorcdo, infeccbes entéricas e causar lesbes agudas ou crbnicas para as células da glandula
gastrica pelo efeito compensatdrio em resposta a diminuicdo de cido (YANAGIHARA et al.,
2015). O OME possui acdo que ocorre a partir do acionamento seletivo e covalente com a
secrecdo de &cido gastrico e desencadeando uma alteracdo da flora estomacal. Em nivel
molecular, essa hipo ou acloridria desencadeia a formacdo de N-nitrosaminas que podem
induzir danos ao DNA e provocar anomalias nucleares, como microndcleos, picnose e
cariorrexe (THONGON; KRISHNAMRA, 2011; NOVOTNA et al., 2014; HUANG et al,
2017).

Os farmacos podem causar danos genotoxicos e/ou efeitos carcinogénicos e, por isso,
devem ser considerados na avaliacdo do beneficio diante do risco (BRAMBILLA,
MATTIOLI; MARTELLI, 2010; BRAMBILLA et al.,, 2010; DOWNES; FOSTER, 2015).
Para avaliar a carcinogenicidade de produtos farmacéutico, estudos a longo prazo devem ser
realizados em todos os medicamentos de uso clinico continuo. Os biomarcadores
citogenéticos podem ser utilizados quando se pretende identificar instabilidade genética
oriunda de exposicdo a quimicos (LEE; KIM; KANG, 2017). Os biomarcadores genotdxicos
relacionam-se as substancias que provocam um efeito nocivo ao material genético, e 0s
biomarcadores mutagénicos relacionam-se as substancias que provocam mudancas na
estrutura ou no ndmero de cromossomos observados e quantificados mediante técnicas
citogenéticas (LUZHNA; KATHIRIA; KOVALCHUK,2013).

Visando a necessidade de compreensdo dos possiveis efeitos do omeprazol, o
presente trabalho objetivou o monitoramento dos efeitos toxicogenéticos do omeprazol em
terapia clinica de pacientes com gastrite em linfocitos de sangue periférico, pela frequéncia de
biomarcadores citogenéticos indicativos de genotoxicidade, danos oxidativos e apoptoses,
bem como avaliar os possiveis mecanismos de danos oxidativos e defesas antioxidantes
enddgenas, incluindo as correlagdes entre biomarcadores citogenéticos, estresse oxidativo,
defesas enziméticas e estilo de vida. A dissertagdo em foco compreende a uma revisao
sistematica sobre os possiveis efeitos do omeprazol associados a morte celular apresentada no
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Capitulo I; e os resultados do estudo de biomonitoramento clinico da terapia com omeprazol

em pacientes com gastrite, com aplicagdo de biomarcadores citogenéticos indicativos de

danos ao DNA e riscos de apoptose estdo apresentados no Capitulo 11, como representado na

Figura 1.

Figura 1. Divisdo esquematica do corpo da dissertacéo.

Capitulo |
Revisao sobre os possiveis efeitos
do omeprazol associados a morte

celular
Atividades D

indutores S
X
Atividade
preventivas
Danos
oxidativos
Dosagem enzimaticas

Homogenatos de erifrcitos

Peroxidagéo lipidica (MDA)
Nitritos

Omeprazol
]
(= ) Capitulo Il
Riscos de instabilidade genética
induzidos pelo omeprazol em pacientes
com gastrite
Danos

genotoxicos

Ensaio cometa
Linfocitos de sangue periférico

Fragmentacéo nuclear ﬁ
Defesas Kpentoses <
antioxidantes
Dosagem enzimaticas
Homogenatos de eritidcitos
00
SOD, CAT e GSH m . a‘aC‘e“\Zaqao
e 0000
-Aspectos sociais
-Estilo de vida

Dissertagio de Mestrado | Ag-Anne Pereira Melo de Menezes

21



2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Monitorar os efeitos toxicogenéticos do omeprazol (OME) e seus possiveis
mecanismos de acdo, em linfocitos de sangue periférico de pacientes com gastrite em
terapia clinica, pelas frequéncias de biomarcadores citogenéticos indicativos de

genotoxicidade e apoptose.

2.2 Especificos

Elaborar um artigo de revisdo sistematica sobre os possiveis efeitos do OME
associados a morte celular;

Caracterizar a populacdo em estudo quanto aos seus aspectos sociais e estilo de vida,
bem como de salde, pela aplicacdo de questionario aprovado cientificamente;
Identificar os possiveis riscos genotdxicos pelo indice e frequéncia de danos ao DNA
em linfocitos de sangue periférico com aplicacdo do ensaio cometa versdo alcalina;
Avaliar os riscos de apoptose pela fragmentacdo nuclear em linfocitos de sangue
periférico com aplicacdo do ensaio cometa versdo alcalina;

Identificar os niveis de defesas antioxidantes enzimaticas e nao enzimaticas pela
dosagem de catalase, superdxido dismutase e glutationa reduzida em homogenatos de
eritrocitos;

Avaliar os possiveis mecanismos de danos oxidativos do OME em homogenatos de
eritrocitos pelos niveis de inducdo de peroxidacao lipidica e por aumento de nitritos;
Estabelecer correlagdes estatisticas entre os biomarcadores citogenéticos e entre estes

com 0s aspectos sociais e estilo de vida.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Caracterizacdo anatomo-fisioldgica do estdmago e predisposi¢do para as leses gastricas

O estomago é um o6rgédo visceral, oco, com paredes estratificadas. Possui funcbes
exocrinas e enddcrinas, realiza processos de digestdo, absorcdo e prote¢do. Sua localizagao é
abaixo do diafragma, contudo sua por¢do maior é por¢do a esquerda do plano mediano
corporeo. Tem como fungdo o armazenamento temporario dos alimentos, atuacdo enzimatica
para a digestdo, secrecdo de ions de hidrogénio para manter o pH &cido, secrecdo de muco
promovendo a lubrificacdo e protecdo da mucosa géastrica (SILVERTHORN, 2010; FEHER,
2012).

O estomago (Figura 2) esta dividido em 3 por¢6es: fundo, corpo e antro pilorico, as
duas regibes funcionais da mucosa gastrica sdo: glandulas piléricas e oxintica. As glandulas
oxinticas, responsavel pela secrecdo do acido cloridrico, estdo localizadas no fundo e no corpo
do estdbmago constituida por células D produtoras de somatostatina; células principais
responsaveis pela secrecdo do pepsinogénio, células do tipo enterocromafins responsaveis
pela secrecdo da histamina, células parietais secretam principalmente acido cloridrico e fator
intrinseco e as células mucosas responsaveis pela secrecdo do muco e de ions bicarbonato. As
glandulas pildricas situam-se no antro do estdbmago e apresentam 0s mesmos tipos celulares
que as glandulas oxinticas, exceto as células parietais, e ainda por células G, que quando
estimuladas libertam o horménio gastrina, principal responsavel pela secrecdo acida gastrica
(NETTER, 2000; JAIN et al., 2006; FERRUA; SINGH, 2010). As células parietais presentes
na mucosa gastrica, quando estimuladas, sdo responsaveis pela secrecdo de acido cloridrico
(HCL) através da H+K+ - adenosina trifosfatase (H+K+/ATPase — bomba de prétons) através
da membrana canalicular (YAO; FORTE, 2003).
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Figura 2: llustracdo esquematica do estbmago. Em A- Anatomia do estomago, B- Células
presentes mucosa estomacal e C- Estimulos para liberagcdo do HCL.
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Fonte: Adaptado de NETTER, 2000.

O pH do HCL é extremante &cido, sua secrecdo € controlada por sinas neuronais
(acetilcolina), paracrinos (histamina) e enddcrinos (gastrinas) quando ligados a seus
receptores especificos (muscarinicos - Mzs, histaminérgicos - Hy, colecistocinina tipo 2 -
CCK?>) localizados na membrana basolateral das células parietais. No corpo gastrico, dos
vasos sanguineos em direcdo ao tecido submucoso das glandulas do fundo géstrico, a gastrina
estimula liberacdo de secrecdo de &cido ligando-se aos receptores CCKj, existentes nas
células parietais e nas células tipo enterocromafins. A acetilcolina estimula a secrecdo de
pepsinogéneo pelas células pépticas, HCL pelas células parentais e muco pelas celulas
mucosas (KONTUREK et al., 2005; SCHUBERT, 2014). As células enterocromafins
estimuladas pela gastrina ou pela acetilcolina promove a liberacdo de histamina, que se liga
aos receptores H2 encontrados nas células parietais estimulando a secre¢do de &cido pela
bomba de prétons (Figura 3) (OLBE et al.,, 2003. WALLACE; SHARKEY, 2012;

KENNETH; MCQUAID, 2014).
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Figura 3: Principais mediadores da secrecéo acida gastrica.
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Fonte: Adaptado de OLBE et al., 2003.

Um dos principais mecanismos de inibicdo da secrecdo acida é através do horménio
somatostatina liberada das células D da mucosa oxintica e pilérica (SCHUBERT; PEURA,
2008) funciona como regulador pancreatico, ocorre como consequéncia da elevacdo da
concentracédo de acido e da liberacdo de colecistocinina na corrente sanguinea, em resposta a
presenca de proteinas e lipideos. Liga-se aos receptores nas células G, inibindo a formacdo do
AMP ciclico por adenilil ciclase que inibe a fusdo dos caliculos aos tubulovesiculas
suspendendo a secrecdo acida (CORLETO, 2010; KOPIC; GEIBEL, 2013). A inibicdo da
secrecdo acida também é controlada pela prostaglandina E (PGE2) relaciona-se com a

regulacdo da acidez, ligando-se aos receptores do tipo EP3 que sdo acoplados a proteina G
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promovendo diminuicdo do AMP ciclico na célula parietal o que resulta na inibicdo da
secrecdo acida (KONTUREK; KONTUREK; BRZOZOWSKI ,2005; NISHIO et al.,2007).

A bomba de prétons possui duas subunidades: a subunidade que protege a enzima da
degradacgdo, matem a estrutura e o funcionamento; e a subunidade catalitica responsavel pela
troca de H+ intracelular pelo potéssio (K+) luminal e liberacdo de CI para o limen através de
canais de ions cloreto (SCHUBERT; PEURA, 2008). A bomba de prétons (H+-K+ /ATPase)
é localizada na membrana apical das células parietais, estas células contém abundantes
vesiculas que estocam essas bombas, que quando estimuladas iniciam a formacdo de HCL,
promovem o transporte ativo de prétons (H+) contra um gradiente de concentracdo. A célula
produz em abundancia gas carbonico (CO2) e agua (H20), que s&o subprodutos do seu
metabolismo, sob acdo da anidrase carb6nica, hd juncdo do CO2 e H2O formado a acido
carbonico (H2COz) (RANG et al., 2011) (Figura 4), que se ioniza liberando H+ e bicarbonato
(HCO-3). O H+ € langado para o lumen gastrico, através transporte de antiporte, e
promovendo a entrada de K+ para dentro da célula. O HCO-3 é direcionado para o plasma
sanguineo, pois este é um tampao plasmatico, em troca de um ion cloreto (Cl-). Através de
um processo de transporte ativo secundario de simporte, o Cl- e o K+ sdo langados para luz
gastrica, onde o CL- une-se ao H+ para formagdo do HCL (HOU; SCHUBERT, 2006;
REPETTO; LLESUY, 2006; SCHUBERT; PEURA, 2008; RAMSAY; CARR, 2011).

Figura 4: llustracdo esquematica da secrecdao do &cido cloridrico (HCI) pela célula parietal
gastrica. A secrecdo envolve uma bomba de proétons (P), um carregador de simporte para K+ e

Cl- e um antiporte para ions Cl- e HCO3-.
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Fonte: Adaptado de RANG et al., 2011.
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3.2 A Helicobacter pylori e lesdes gastricas

A H. pylori produz enzimas e toxinas capazes de interferir na protecdo local da
mucosa gastrica contra 0 HCL. A infeccdo por esta bactéria também promove um feedback
negativo, pois estimulando a liberagdo de gastrina provocando aumentando a secrecdo de
acido gastrico. A urease ativada pela H. pylori aumenta o pH gastrico estimulando a liberacédo
de somastostatina, promovendo o aumento da secrecdo de &cido por estimular a gastrina. A
via neuronal também ¢é afetada resultando no rompimento das conexdes neuronais fundo-
antral, responsavel pela secrecdo de HCL (MALFERTHEINER et al., 2009).

A lesdo gastrica relacionada com a Helicobacter pylori juntamente com o HCL
causam resposta inflamatoria provocando infiltracdo de neutréfilos e macréfagos, ativacéo de
citocinas, interleucinas IL-8 e IL-1pB, aumento de enzimas lisossomais, leucotrienos ¢ EROs.
Esta bactéria relaciona-se com o surgimento de doenca ulcerosa péptica, 95% das Ulceras
duodenais e 70% das gastricas. A associacdo de medicamentos antiulcerogénicos com
antibidticos sao utilizados para erradicacdo da bactéria e acelerar o processo de cicatrizagéo,
porém ja sdo relatados casos de cepas resistentes a antibidticos dificultando o tratamento
(MALFERTHEINER et al., 2009; WANNMACHER, 2011).

O que permite a sobrevivéncia dessa bactéria em um ambiente acido presente no
estomago, e através da enzima uréase que converte a ureia, produto do metabolismo proteico,
em amonia (NHz) e dioxido de carbono (CO); a ambnia é capaz de neutralizar o H™ e
promover a formacdo de hidréxido de aménio (NHsOH), criando uma nuvem alcalina ao
redor da bactéria protegendo-a do ambiente &cido. A H. pylori é responsavel pela
Hipergastrinemia que desencadeia um efeito tréfico e hiperplasia das células enterocromafins
e parentais (RAMSAY; CARR, 2011; FIOCCA et al., 2012). A H. pylori é um bacilo gram-
negativo, possuem como fatores de viruléncia os flagelos, fatores de adeséo, enzima uréase,
citosinas, proteases que destroem a camada protetora de muco (KONTUREK et al., 2005).

3.3 Mecanismos de protecdo e agressdo da mucosa gastrica

As lesbes gastricas constituem um problema de saude mundial com prevaléncia e
incidéncia associados aos fatores relacionados ao cotidiano dos individuos, bem como com a
infeccdo por Helicobacter pylori. A mucosa do estomago é exposta a pH fortemente cido
(1) ocorrendo nas regides que ficam expostas a acdo do 4cido gastrico, o desenvolvimento

de lesbes que podem ser decorrentes da alteracdo do equilibrio entre os fatores de protecéo e
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agressdo da mucosa géastrica (MEGALA; GEETHA, 2010; BANSAL; GOEL, 2012). Os
fatores de protecdo incluem as defesas pré-epiteliais, producdo de bicarbonato e muco, oxido
nitrico (NO), fluxo sanguineo, prostaglandinas, regulacdo celular, fatores de crescimento,
grupos sulfidrilicos nao-protéicos (SHs) e defesas antioxidantes. Os fatores agressivos
enddgenos incluem a secrecdo gastrica, pepsina, radicais livres, refluxo biliar e processos
isquémicos. Os fatores agressivos exogenos incluem a Helicobacter pylori, os anti-
inflamatdrios ndo esteroidais (AINES), consumo de alcool e estresse (TAKAYAMA et al.,
2011; BRZOZOWS et al., 2012).

Em condigdes fisiologicas normais, os fatores de protecdo exercem um papel
fundamental na protecdo da mucosa gastrica contra a atividade da secrec¢do acido-pepsina. A
concentracdo elevada de H+ no limen gastrico necessitam de mecanismos de defesa para
proteger o esdfago e o estbmago. A primeira linha de defesa da mucosa gastrica sdo as defesas
pré-epiteliais composta por muco que reveste a mucosa, ions bicarbonatos contribuem para
manter o pH aproximadamente neutro e fosfolipidios tensoativos que revestem a superficie
luminal do muco que impede a difusdo do HCL, essa barreira € constantemente renovada
funcionando como protecdo entre o conteudo do limen gastrico e o tecido. A barreira fisica
também protege dos efeitos do acido e pepsina, evitando a digestdo proteolitica do epitélio
(TULASSAY; HERSZENYI, 2010; RAMSAY; CARR, 2011).

O bicarbonato de sodio provoca uma neutralizagdo &acida de inicio répido, porém
passageira. O oxido nitrico (NO) desempenha funcdo de protecdo do estomago através do
aumento da secrecdo de muco, bicarbonato e fluxo sanguineo na mucosa, inibe secrecao de
acido géstrico, ativacdo de neutrdfilos e aderéncia resultando em citoprotegdo (BRZOZOWS
et al., 2008). A microcirculacdo gastrica € importante na producdo e secrecdo de muco,
suprimento nutricional, disponibilizando horménios e oxigénio para o funcionamento do
tecido gastrico (KAWANO; TSUJI, 2000) e o mediador lipidico prostaglandinas (PGs) que se
encontra presente na membrana fosfolipidica das células, produto do metabolismo do acido
araquidénico participam desse processo. As PGs originadas da COX-1 estdo envolvidas na
citoprotecdo e as PGs originarias COX-2 regulam processos inflamatorios, angiogénese e
reparo celular (STARODUB et al., 2008; FORNAI et al., 2010). As COXs que atuam na
defesa da mucosa gastrica agem em sinergismos, pois a COX-2 aumenta sua atividade para
suprir as PGs quando COX-1 ¢é inibida, quando isso ocorre aumenta a motilidade gastrica
resultando na hipoxia tecidual, alteracdo do fluxo sanguineo e fatores que podem ser

controlados pela agéo reflexa da COX-2 (TANAKA et al., 2002).
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As células epiteliais protegem a mucosa, através da producdo de muco e seus
componentes, essas células estdo organizadas por jungdes estreitas e as unides do tipo GAP
promovendo integridade e aderéncia, impedindo a retrodifusao de HCL e pepsina no tecido. A
renovacdo continua do epitélio é outro fator de protecdo e € coordenada por fatores de
crescimento tais como: epidermal (EGF), transformante-o (TGF-a) ¢ dependente de insulina-1
(IGF-1) que sdo ativados por PGE2 e gastrina (PAI et al., 2002; LAINE et al., 2008).

O estresse € um dos principais fatores de agressor da mucosa gastrica, esta
intimamente ligado ao estio de vida ocasionando sintomas como ansiedade e dificuldades de
concentragdo (KENNETH; MCQUAID, 2014). O uso ndo controlado dos AINEs tem
propiciado o surgimento de diversos efeitos colaterais, como desenvolvimento de lesdes
ulcerogénicas. Os efeitos dos AINEs ocorrem devido a inibicdo da cicloxigenase (COX)
inibindo a sintese das prostaglandinas, resultando na diminuicdo da producéo de bicarbonato e
muco, altera também o fluxo sanguineo diminuido a protecéo e o reparo da mucosa gastrica
(LAINE et al., 2008; STEWART; ACKROYD, 2011). A propriedade acida juntamente com a
baixa polaridade dos AINEs contribui para a acdo detergente dos mesmos, que em contato
com a mucosa gastrica, desestabilizam a camada de fosfolipideos, que possuem propriedades
hidrofobicas no qual repelem o &cido gastrico e agentes lesivos hidrossoluveis e danificam
diretamente as células epiteliais levando a apoptose e/ou necrose (ORRENIUS, 2007;
MUSUMBA; PRITCHARD; PIRMOHAMED, 2009).

A primeira linha de defesa contra as espécies reativas (EROs) sdo as enzimas
antioxidantes que incluem a superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GSH-px) e glutationa redutase (GR). As defesas antioxidantes protegem o0s
tecidos e liquidos corporeos da lesdo causada pelos Radicais Livres, produzidos pelo
metabolismo normal, pela resposta a inflamacdo e as doencas, ou provenientes de fontes
externas. Eles estdo em permanente atividade no organismo, visto que a sua producdo também
é constante. O grupo dos antioxidantes é constituido por acidos graxos poliinsaturados de
cadeia longa, substancias hidrossolUveis e enzimas, alguns derivam-se principalmente da
dieta, como no caso das vitaminas E, C, do beta caroteno, Zn e Se (CNUBBEN et al, 2001;
GUILLAND; LEQUEU, 2011).

As enzimas antioxidantes atuam em conjunto para diminuir a quantidade de EROs,
como integrantes de um sistema antioxidante (Figura 5) (WU; KOSTEN; ZHANG, 2013).
Disturbios na atividade dessas enzimas pode levar a célula ao quadro de estresse oxidativo, o
que resulta na peroxidacdo lipidica. O radical superoxido (Oz¢) ¢é resultante da a¢do das

Dissertacdo de Mestrado | Ag-Anne Pereira Melo de Menezes

29



oxidases, da auto-oxidagdo da hemoglobina e da fotélise. O O» torna-se mais reativo ao ser
convertido no H20> pela SOD, que se decompde no radical hidroxil, radical mais reativo das
EROs, na presenca do ferro. O H20> pode ser metabolizado em agua e oxigénio pela agéo da
CAT que impede a formacdo de radicais hidroxil. A GPx converte tanto o peroxido de
hidrogénio quanto os radicais hidroxil em formas ndo toxicas, conjugando esses radicais com
a glutationa reduzida (GSH) secretada pelas células epiteliais, gerando a glutationa oxidada
(GSSG). A GSSG é reconvertida a GSH pela acdo da GR (WU; KOSTEN; ZHANG, 2013).

Figura 5. Sistema antioxidante. Esquematizacao da geracdo de espécies reativas de oxigénio
na mitocondria e 0 metabolismo dessas substancias a partir da acdo do sistema antioxidante
enzimatico. O2 - = anion superdéxido; SOD = superdxido dismutase; CAT = catalase; GPx =
glutationa peroxidase; GSH = glutationa reduzida, GSSG = glutationa oxidada; GR =
glutationa redutase.

CAT

Mitocondria O,

Fonte: Adaptado de WU; KOSTEN; ZHANG, 2013.
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As ERO's sdo radicais livres compostas na sua constituicdo por moléculas de oxigénio
e estdo relacionadas com Vvérias substancias quimicas presentes no ambiente. Os processos
oxidativos ocorrem naturalmente no organismo, originando radicais livres provenientes do
metabolismo de células saudaveis. Quando os niveis de EROs se elevam reagem com as
membranas lipidicas promovendo ataque de elétrons ocasionando perda de funcionalidade
podendo levar a apoptose celular, fendmeno denominado de peroxidagdo lipidica. A geracdo
de EROs esta relacionada com a patogénese de diversas doencas, causando inflamacéo e
iniciam uma reacdo em cadeia que culmina na peroxidacdo lipidica e morte celular. A
peroxidagdo lipidica também provoca danos as células gastricas, desencadeando processos
oxidativos envolvidos no desenvolvimento de Ulceras pépticas (UEDA et al., 1989; DI
MATTEQ; ESPOSITO, 2003; UZUN et al., 2005).

Quando ha aumento nas EROs, ocorre uma reducéo nos niveis de GSH, o que diminui
a defesa da mucosa gastrica, tornando-a mais susceptivel as lesdes (SAXENA,;
KRISHNAMURTHY; SINGH, 2011). A glutationa é um antioxidante hidrossoltvel que faz
parte dos grupos sulfidrilicos ndo-protéicos do organismo, o aumento dos SHs promove a
gastroprotecdo, presentes no muco gastrico e em diversas enzimas do sistema antioxidante. A
protecdo da mucosa gastrica pelos compostos sulfidrila € devido a ligacdo com os radicais
livres formados durante este processo ou produzidos apds exposicdo a agentes nocivos
(SENER-MURATOGLU et al.,, 2001; STRUZYNSKA; CHALIMONIUK; SULKOWSKI,
2005; BAYIR et al., 2006).

Porém, quando os fatores de prote¢do da mucosa gastrica ndo sdo capazes de conter 0s
efeitos dos fatores agressivos, a mucosa do trato gastrointestinal torna-se susceptivel a
formacdo de lesdes ulcerativas. O consumo excessivo de alcool promove isquemia e geracdo
de radicais livres, liberacdo de mediadores vasodilatadores através da degranulacdo de
mastocitos, aumento de citocinas pro-inflamatoérias, diminuicdo de muco gastrico e
prostaglandinas, aumento de liberacdo de histamina e pepsina, e aumento de o fluxo de H+
para o limen gastrico causando lesbes (ARAWWAWALA et al., 2010; TAKAYAMA et al.,
2011), o que pode originar a formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs). A formacéo
de EROs e a reducdo da capacidade antioxidante leva a formacdo de lesdo e morte celular
devido a sua extrema reatividade. As EROs agridem constituintes celulares essenciais, tais
como, proteinas, lipideos e &cidos nucléicos, resultando na formagdo de compostos toxicos
(KAHARAMAN et al., 2003).
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3.4 Patologias gastricas

A integridade funcional da mucosa géastrica depende do balan¢o entre mecanismos
agressivos e defensivos. A presenca de acido gastrico e enzimas digestivas é contrabalanceada
pela sintese de muco e pela regulacdo das células epiteliais. Se esse delicado balango é
perdido, ocorrem lesBGes gastricas. As alteragdes gastricas levam ao desenvolvimento de
algumas doencas clinicas, podendo ser desde uma gastrite crénica leve até um carcinoma
gastrico brando. As patologias acido-pépticas sdo doencas em que tem como fatores
patogénicos o acido gastrico e a pepsina (ABDEL-SALAM et al., 2001).

As alteracBes na mucosa gastrica sao associadas com a producdo aumentada de acido,
estresse e ansiedade, levando a Ulceras ou processos mais invasivos, como adenocarcinoma.
No entanto, ap0s a descoberta do H. pylori ha evidéncias de associacdo auténtica entre essa
bactéria e doencas pré-cancerosas, a longo prazo, como gastrite cronica atrofica e o
desenvolvimento de cancer gastrico (EBULE; LONGDOH; PALOHEIMO; 2013). Na
maioria dos casos, a presenca do H. pylori aumenta a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e espécies de nitrogénio reativo (RNS) no estbmago humano, o que induz
uma resposta das células T reguladoras. Alteragdes ha mucosa ocorrem quando a resposta das
celulas T ndo é suficiente (GOLBABAPOUR et al., 2013).

A gastrite é definida como a infiltracdo da mucosa gastrica, sedo uma reagdo
inflamatdria na parede do estbmago. Clinicamente sdo divididas em gastrites agudas, processo
inflamatdrio associado a causas exdgenas e de curta duracdo e gastrites crénica, presenca de
alteracdes inflamatorias cronicas na mucosa levando a atrofia da mucosa e metaplasia
epitelial. A gastrite crbnica, inflamagdo da mucosa do estbmago, € um precursor para
alteracOes patoldgicas mais severas, como a Ulcera péptica e o cancer gastrico (GRAHAM,
2014). Complicacdo da infeccdo pela Helicobacter pylori, com exposicdo a acido e pepsina
pela mucosa gastrica, pode prolongar-se até a musculatura da mucosa (EBULE, LONGDOH,
PALOHEIMO 2013; GRAHAM, 2014). Da mesma forma, o H. pylori esta associado ao
carcinoma gastrico por induzir o aumento de espécies reativas e estimular a producdo de
oncoproteinas, a exemplo do "citotoxin antigen associated” (CagA) (WADHWA et al., 2014).

No entanto, apds a descoberta do H. pylori ha evidéncias de associacdo auténtica entre
essa bactéria e doengas pré-cancerosas, a longo prazo, como gastrite cronica atrofica e o
desenvolvimento de cancer gastrico (EBULE; LONGDOH; PALOHEIMO, 2013). Sabe-se

que além da H. pylori, fatores ambientais como bebidas alcodlicas, dieta inadequada, tabaco,
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medicamentos como os anti-inflamatdrios ndo esteroides (AINES) e fatores como baixo nivel
econémico estdo relacionados com esta patologia, contribuindo para seu desenvolvimento
(DIAS et al., 2015).

3.5 As terapias de patologias géstricas com IBP’s

As patologias gastricas estdo relacionadas com nivel elevado de gastrina como
adenocarcinomas, tumores neuroenddcrinos e neoplasia das células enterocromafins. A atrofia
do corpo géstrico tem prevaléncia em pacientes tratados com IBP’s associados a infec¢do por
H. pylori, pois a inibi¢do do acido causa migracdo da bactéria do antro para o corpo gastrico
para causar a atrofia. Essa ralacdo entre hipergastrinemia e tumores gastricos mostra a
importancia de avaliar o tratamento em longo prazo com IBP’s e o aumento da gastrina com
risco de neoplasia gastrica (BURKITT; VARRO; PRITCHARD, 2009; FIOCCA et al., 2012;
SONG; ZHU; LU, 2014; LUNDELL et al., 2015).

Os IBP’s sdo considerados os supressores mais eficazes da secre¢do de acido gastrico,
ao bloquear a acdo da bomba de prétons das células parietais gastricas, estes farmacos agem
blogueando o estagio final da secrecdo de ions hidrogénio. Esses medicamentos sdo pro-
farmacos que se ativa em meio acido, levando a formacgdo de uma sulfenamida ou acido
sulfénico, inibindo a secrecGes de acido gastrico ligando-se de modo covalente (irreversivel) o
grupo sulfidril de cisteina no dominio extracelular da H*,K*-ATPase inativando-a
irreversivelmente, que resulta em uma cicatrizacdo mais rapida da lesdo. Os farmacos
componentes desse grupo sdao: omeprazol, pantoprazol, esomeprazol, lansoprazol e rabeprazol
(STEWART; ACKROYD, 2011; NIETO, 2012).

Os farmacos anti-secretores ainda sdo a melhor op¢éo na terapia de lesGes gastricas,
porém seu uso prolongado tem sido associado a incidéncia de fraturas e cancer. O pH elevado,
como consequéncia da terapia com IBP’s, leva a um aumento de gastrina, responsavel pela
hipersecrecdo de acido gastrico apods a interrup¢do do tratamento com IBP’s e tem sido
associada ao crescimento de tumores gastrointestinais (YANG et al.,, 2006; COTE;
LEEDHAM et al., 2007; HOWDEN, 2008).

Os IBP’s entraram no mercado em 1989. Os medicamentos desta classe incluem o
omeprazol, lansoprazol, pantoprazol, rabeprazol e esomeprazol. Esses farmacos atuam
bloqueando a bomba H+/K+ATPase nas células parietais (FELLENIUS et al., 1981), pois a

secrecdo 4cida estaria associada a rapida cicatrizagdo das lesGes gastricas. Entretanto, apés a
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cicatrizacdo, as Ulceras geralmente reincidiam, logo o tratamento era mantido; produzindo
muitos efeitos adversos e ndo impedindo a reincidéncia da doenga (DEVAULT; TALLEY,
2009; MALFERTHEINER et al., 2009).

3.6 O omeprazol em terapias gastricas

O omeprazol (OME) é um inibidor especifico da bomba de protons, quimicamente
denominado como 5-metoxi-2[{(4-metoxi-3,5-dimetil-2- piridil) metil] sulfinil] -1-H-
benzimidazol (Figura 6). Sua férmula molecular é C17H19N303S e seu peso molecular igual
a 345,42. Consiste em um p6 branco a quase branco, pouco soltivel em agua, solivel em
cloreto de metileno, moderadamente solGvel em etanol e metanol. Dissolve em solucdes
diluidas de hidréxidos alcalinos (BRITISH PHARMACOPEIA, 2016).

Figura 6: Estrutura quimica do omeprazol.
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Fonte: Adaptado de UNITED STATES PHARMACORPEIA, 2013.

A molécula do OME é sensivel a temperatura, luz, umidade e solventes organicos. O
omeprazol é composto de dois enantidmeros (R e S) em uma mistura racémica. Os dois
isbmeros S e R-omeprazol sdo convertidos ativamente nas células parentais possuindo o
mesmo sito ativo (MARKOVIC et al., 2006; HE et al., 2009). O OME é rapidamente
absorvido, e o pico das concentragdes plasmaticas ocorre entre 0,5 a 3,5 horas, excrecao é de
77% renal e o restante é eliminada nas fezes. A meia-vida plasmatica é de 0,5 a 1 hora, possuli
acao de longa duracdo (24 a 72 horas administracdo de dose Unica), devido a inativacdo da

bomba de prdotons de maneira irreversivel, sendo necessarias, no minimo, 18 horas para a
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sintese de novas moléculas de enzimas (ANDERSSON et al., 1990; PANDEY et al., 2002;
RHIM et al., 2009).

O OME é administrado como prdo-farmaco inativo. E absorvido no estomago, por ter
caracteristicas basicas fracas difunde-se através das membranas lipidicas acidificadas, como
os canaliculos secretores &cidos das células parietais. No meio &cido dos canaliculos o pré-
farmaco € ativado por um processo catalisado por protons, sofrendo conversdo a molécula
ativa, uma sulfenamida tiofilica ou acido sulfénico. Sua forma ativa se liga inativando-a
irreversivelmente a0 do dominio extracelular da enzima HY*/K*ATPase (Figura 7)
(HARDMAN; LIMBIRD, 2005; HOOGERWERF; PASRICHA, 2006).

Figura 7. Conversdo do omeprazol em sulfenamida nos canaliculos &cidos da célula parietal.
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Fonte: HARDMAN; LIMBIRD, 2005.
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O uso clinico do OME né&o esta associado somente para a inibicdo do acido gastrico,
pois varios estudos relatam outras atividades farmacoldgicas relacionadas com a prevencao da
morte celular como a atividade antioxidante (ALMASAUDI et al., 2016), anti-inflamatoria
(GOSWAMI et al, 2016), antiapoptotica (ZHANG et al., 2016), gastroprotera (LIU et al.,
2016) e antinecrdtico (SEN et al.,, 2017). Porém, em diversos estudos sua capacidade
apoptdtica foi demonstrada (CANITANO et al., 2016; LEE et al., 2015; PATLOLLA et al.,
2012).

3.7 Genotoxicidade de farmacos

A genotoxicidade ¢ um termo coletivo que se refere a qualquer processo que afeta a
integridade estrutural do DNA e tem por objetivo detectar compostos capazes de causar danos
ao DNA (MINO; CUMBAL; SANCHEZ, 2012). As alteracGes genotdxicas sdo as que
causam prejuizos ao material genético como a quebra de fita simples ou dupla, lesdo
cromossomal. Entretanto, em curto prazo, e do ponto de vista de um Gnico organismo, a
alteracdo genética € quase sempre prejudicial, especialmente em organismos multicelulares.
Muitas mudancas ocorridas no material genético podem ndo acontecer de imediato, sendo
entdo de dificil observacdo, o que pode caracterizar um risco futuro para a salde dos
organismos (CARITA, 2010; SILVA et al., 2011). Cabe relatar que as mutacdes s&o
quaisquer alteracdes no DNA ou RNA que afetam um gene qualitativamente ou
quantitativamente (substituicéo, adicdo ou delecdo de base no DNA) e podem ser transmitidas
aos descendentes, se forem atingidas células germinativas (GUEZ et al., 2012).

As substancias genotoxicas tém em comum propriedades quimicas e fisicas que
permitam a interacdo de acidos nucléicos. A consequéncia mais relevante destas alteracfes em
células somaticas pode ser a presenca de tumores benignos ou malignos. Além disso,
formacgdo espontnea de micronlcleos é normalmente baixa e quase uniforme entre as
espécies. Assim, a acdo de qualquer agente genotdxico pode dar origem a um aumento na
frequéncia de micronucleo (GUEZ et al., 2012). Embora a capacidade de uma substancia para
danificar o DNA ndo a torne automaticamente um perigo para a saude, 0 que preocupa é saber
se a substancia pode ser potencialmente mutagénica e/ou carcinogénica (NAI et al., 2015), a
exemplo de diversos farmacos (BRAMBILLA et al., 2010).

Entre vérios efeitos adversos dos farmacos, além de se avaliar risco e beneficio, é

importante destacar o potencial cancerigeno. No tratamento de distdrbios gastrointestinais séo

Dissertacdo de Mestrado | Ag-Anne Pereira Melo de Menezes

36



usados inimeros medicamentos de forma intermitente ou prolongada. As drogas utilizadas
podem causar danos genotoxicos e/ou efeitos carcinogénicos e, por isso, devem ser
consideradas na avaliacdo do beneficio diante do risco (BRAMBILLA; MATTIOLI;
MARTELLI, 2010; BRAMBILLA et al., 2010; DOWNES; FOSTER, 2015).

Apesar de sua eficécia, evidéncias sugerem que o tratamento com OME pode alterar a
flora bacteriana do trato gastrointestinal levando & ma absorcao, infec¢des entéricas e causar
lesGes agudas ou crénicas para as células da glandula gastrica pelo efeito compensatério em
resposta a diminuicdo de acido (YANAGIHARA et al., 2015). O uso continuo do OME para
tratamento de gastrite em vérios estudos tem mostrado que ele causa anomalias na mucosa
gastrica como hiperplasia de células parietais, dilatacdo de canaliculos no fundo, corpo e antro
do estbmago (KUMAN, 2013) além da destruicdo das glandulas gastricas e hipergastrinemia
persistente, resultam em gastrite atro6fica (ARAI; GALLERANI, 2011) que juntamente com a
infeccdo por H. pylori, tem sido associada a um risco aumentado de displasia da mucosa e
cancer gastricos (KOHLER et al., 2010).

Portanto, se faz necessarios estudos de farmacovigilancia para avaliacdo, deteccao e
prevencdo dos efeitos adversos das drogas ou quaisquer outros problemas relacionados ao uso
a longo prazo (CAMPBELL; GOSSELL-WILLIAMS; LEE,2014). A avaliagdo mediante
técnicas citogenéticas, dos danos causados ao DNA pela exposicdo aos compostos
cancerigenos ou possivelmente cancerigenos € de grande utilidade para confirmar os efeitos
prejudiciais ao material genético. Os biomarcadores citogenéticos auxiliam nos estudos
probabilisticos da incidéncia do cancer em pessoas expostas a agentes genotoxicos. A fim de
investigar o potencial carcinogénico/tumorgénico de produtos quimicos, € necessario
examinar a possivel atividade de iniciagdo de tumor (genotoxicidade) (FURIHATA;
HIROSE; MATSUSHIMA, 1991).

Diretrizes atuais para estudos de genotoxicidade de produtos farmacéuticos sugerem
que é util também, realizar ensaios sobre a possivel ocorréncia de lesdes de DNA, ou seja,
testes para avaliar a inducéo de quebras no DNA e ligacGes cruzadas, de reparacdo de sintese
de DNA e de formacéo de adutos de DNA (MULLER et al, 1999; BRAMBILLA et al, 2010).
Os biomarcadores toxicogenéticos na avaliacdo de danos induzidos pelos farmacos ao DNA
sdo determinantes quantificaveis de eventos bioldgicos que permitem a predicdo de
anormalidades nucleares indicativas de neoplasias, a exemplo do teste de micronucleo (MN),
capaz de evidenciar danos cromossdmicos (micronucleos, pontes nucleoplasmaticas e brotos
celulares), apoptose e a necrose causados por agente citotoxicos “in vivo”, e testes “ex vivo”.
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Assim é essencial para avaliar os riscos carcindgenos de substancias largamente utilizadas
(LADEIRA, 2009; FENECH; MORLEY, 1985).

3.8 Alterac6es nucleares induzidas por agentes mutagénicos: apoptose e necrose

A perda funcéo e estrutura de forma definitiva sdo determinantes para morte celular.
Destaca-se dois tipos importantes de morte celular: apoptose e necrose. A apoptose é um
mecanismo de defesa celular complexo de morte celular programado, inserido no sistema de
defesa molecular contra varios possiveis danos que venham a modificar a homeostase celular,
dessa forma a célula inicia a morte celular programada quando identificado qualquer erro que
comprometa suas funcdes vitais (PEREZ-GARIJO; FUCHS; STELLER, 2013). Possui
fungdes essenciais no desenvolvimento animal, em sua morfogeneses e remodelamento do
perimetro tecidual, controlando dessa forma, o ndmero de células nos tecidos, evitando
proliferacdo celular exacerbada (PEREZ-GARIJO; STELLER, 2015).

Em 2015 o Comité de nomenclatura em morte celular definiu morte celular de acordo
com as caracteristicas bioquimicas expressas, dessa forma definindo apoptose como caspase
dependente e biologicamente modulado por intervencdes genéticas ou farmacoldgicas (XIA;
LIU; CHENG, 2016). Morfologicamente se expressa por alteracbes estruturais como
diminuicdo do volume celular, condensacdo da cromatina e formacéo de corpos apoptoticos
(PANAYIOTIDIS, 2010). Alteracdo nos mecanismos apoptéticos pode levar ao
desenvolvimento de doencas autoimunes, inflamac6es cronicas e doencas neurodegenerativas,
entre outras (PENG et al., 2015).

A identificacdo dos mecanismos moleculares comuns a apoptose e ciclo celular se
torna um meio eficiente para o entendimento da regulacdo do crescimento tecidual, no qual,
compreende o entendimento dos mecanismos envolvidos na proliferacao celular tecidual, sua
parada e reciclagem das células (BHATTACHARYA; RAY; JOHNSON, 2014). A apoptose é
de extrema importancia para regulacdo do numero de células e para a homeostase do epitélio
gastrointestinal, a taxa de proliferacéo coincide com a taxa de apoptose em condi¢des normais
para manter a integridade fisioldgica do intestino. Porém a apoptose torna-se um mecanismo
de defesa ativado quando o DNA é lesado ou quando ha invasdo de agentes patogénicos
(BHATTACHARYA et al., 2003; ELMORE, 2007; GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007).

A apoptose é regulada por uma cascata de sinalizacdo intracelular, na qual estdo

envolvidas uma série de moléculas, dentre as quais merecem destaque as proteinas
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pertencentes as familias das caspases, Bcl-2 e fator de necrose tumoral (TNF). As caspases
sd0 proteases aspartato especificas, possuem cisteina no sitio ativo. Sdo responsaveis pela
inducdo, transducéo e amplificacdo dos sinais apoptdticos intracelulares (FAN et al., 2005). O
fator de necrose tumoral (TNF), citocina relacionado a inflamacdo e vias de ativacdo da
apoptose, ligado ao receptor de morte tipo | (TNFR1) promove a ativagdo das caspases e
iniciacdo da apoptose. Possuem um fragmento de 80 aminoacidos na regido citoplasmatica,
nomeado de dominio de morte (death-domain — DD) relacionado pela promocdo da morte
celular (SHEN; PERVAIZ, 2006; CURTIN et al., 2002).

A familia Bcl-2 (B-cell lymphoma protein 2) é composta por membros proé-
apoptdticos e anti-apoptoticos. O equilibrio entre estes dois grupos de proteinas € responsavel
pela manutencdo da homeostase do organismo. A superfamilia Bcl-2 é a responsavel pelo
controle da permeabilidade da membrana externa mitocondrial, as proteinas pré-apoptoticas,
como a Bax, sdo as responsaveis pelo aumento desta permeabilidade e liberagdo do citocromo
c, enquanto as proteinas anti-apoptéticas, como a Bcl-2, impedem a apoptose, ao sequestrar a
Bax ou competindo pelos mesmos sitios de ligacdo, prevenindo a liberagdo do citocromo c,
permeabilizacdo da membrana externa da mitocondria e blogueando a acdo das caspases
(GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007).

Duas vias de inicializacdo podem desencadear a apoptose, via intrinseca e via
extrinseca. A via extrinseca corresponde a ligacdo de receptores extracelulares que
transmitem o sinal de morte celular para o interior da célula, se inicia quando ha ligacdo dos
sinalizadores de morte, como o ligante Fas (FasL) e TNF em seus receptores (Fas e TNFR1),
situados na membrana plasmatica da célula (FAN et al., 2005). No citoplasma destes
receptores existe o dominio de morte que se liga ao DED (dominio efetor de morte) das
moléculas denominadas TRADD (TNF receptor associates death domain) e FADD (Fas-
associated death domain). Formado um complexo denominado DISC (death-inducing
signaling complex) que leva ao recrutamento e a ativacdo da pro-caspase-8. Esta, por sua vez,
ird ativar a caspase-3, efetora, responsavel por clivar proteinas ligadas as DNAases, tornando
estas Ultimas ativas para realizar a quebra do DNA entre 0s nucleossomos (Figura 8)
(MENZE et al., 2010; GOLDAR et al., 2015; COUTINHO, 2015).
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Figura 8: Representacdo esquematica da via extrinseca da apoptose.
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A via intrinseca compreende a sinalizacdo mitocondrial em resposta a perturbacéo
moderada da homeostase intracelular (dano ao DNA, ativacdo de oncogenes, hipoxia,
proteinas virais ou bacterianas, espécies reativas de oxigénio, xenobioticos, radiacdo e
acumulacdo de MIS — proteinas dobradas), a mitocondria recebe sinais que levam ao aumento
da permeabilidade da membrana mitocondrial, resultando na liberacdo do citocromo C que ird
interagir com a molécula adaptadora Apaf-1 (apoptotic protease-activating factor-1),
formando o complexo apoptossomo, que recruta e ativar a pro-capase-9 com a utilizacdo de
ATP, ativando caspase-3 levando as alteracGes celulares proprias do processo apoptético
(Figura 9) (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007; WU et al.,, 2013; HUKLA; FU;
GUPTA, 2014).
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Figura 9: Representacdo esquematica da via intrinseca da apoptose.
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Fonte: COUTINHO, 2015

A necrose é um termo utilizado para a morte acidental, € um fenémeno independente de
gasto energético em que a célula sofre um processo degenerativo irreversivel. Relaciona-se
com causa patolégica o que resulta em uma alteragdo na membrana levando a acidose,
aumentado sua permeabilidade e rompendo-a, levando consequentemente a perda da
compartimentalizacdo celular. Essa ruptura da membrana resulta na liberacdo dos
componentes da célula para o meio extracelular, processo que pode gerar uma resposta
inflamatoria significativa e causando danos as células vizinhas (WLODKOWIC et al., 2010).
As células necroticas e seus fragmentos vdo desaparecendo, com a agdo da digestdo
enzimatica, como a fagocitose feita por macrofagos e leucdcitos, quando essa fagocitose dos
restos celulares ndo acontece rapidamente, os sais de calcio e outros minerais podem ser

atraidos, levando a uma calcificacdo no local (ZANGHELINI et al., 2015).

Dissertagio de Mestrado | Ag-Anne Pereira Melo de Menezes

41



A necrose se diferencia da apoptose em caracteristicas detectaveis, incluindo diferencas
morfologica, bioquimicas e celulares (CLAPP et al., 2012). A necrose é um modo mais
inflamatdrio de morte celular do que a apoptose, na necrose héa libertagdo de moléculas com
propriedades pro-inflamatdrias com varios eventos celulares simultdneos como o aumento de
volume, agregacdo da cromatina, desorganizacdo do citoplasma, perda da integridade da
membrana plasmatica e ruptura da membrana (VALDEZ; MARTIN; NORTHINGTON,
2012; OLIVEIRA et al., 2015). Por outro lado, Regides fundamentais para controle da
apoptose e da necrose e do ciclo celular, podem ser atingidos se substancias genotoxicas
estiverem presentes, intercalar-se com a molécula de DNA levando ao aceleramento de um
processo neoplasico (SANTOS et al., 2008).

3.9 Biomarcadores citogenéticos

Os testes para monitoramento de genotoxicidade avaliam leses no DNA que sdo
passiveis de correcdo, e que, se isso ndo acontecer, podem acarretar morte celular, e levar a
condicdes fisiopatologicas severas (ZENKNER et al., 2014). Os biomarcadores citogenéticos
sdo utilizados quando se pretende identificar uma determinada exposicdo a uma substancia
exdgena ao organismo. Os biomarcadores genotoxicos relacionam-se as substancias que
provocam um efeito nocivo ao material genético, os biomarcadores mutagénicos relaciona-se
as substdncias que provocam mudangas na estrutura ou no ndmero de Cromossomos
observados e quantificados mediante técnicas citogenéticas. Existem varios marcadores
citogenéticos disponiveis, entre eles os geralmente mais utilizados sdo os microndcleos, a
troca de crométides irmds e as aberragbes cromossdmicas (LUZHNA; KATHIRIA;
KOVALCHUK,2013).

Outro teste internacionalmente usado € o teste cometa. O teste cometa é uma técnica
simples, répida e sensivel e de custo relativamente baixo, a qual tem como objetivo medir
quebra e reparo no DNA de células individualizadas, e tem sido usada para varios estudos
para investigar o efeito de espécies reativas de oxigénio (EROs) no DNA (ROSA et al., 2012;
GONCALVES et al., 2015). E utilizado para detectar danos primarios a0 DNA induzidos por
diversos agentes quimicos, com os intercalantes, alquilantes e oxidantes. Os danos detectados
sdo as quebras simples e duplas da fita de DNA, eventos de reparo por excisdo incompletos,
sitios &lcali-labeis, danos oxidativos ao DNA, ligagdes cruzadas entre moléculas de DNA,
entre DNA e proteinas e entre DNA e xenobioticos (PINHATTI, 2009). Porém, ndo é

utilizado para detectar mutacdo, mas identificar lesbes gendmicas que depois de serem
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processadas podem gerar mutagdo. As lesdes detectadas no teste podem ser reparadas
(PINHATTI, 2009). Uma vez que substancias genotoxicas sdo frequentemente tecido-
especificas, a vantagem do ensaio cometa torna-se evidente, por permitir avaliar os danos do
contaminante sobre um dado tecido (GHISI, 2007).

O teste cometa consiste em fazer passar uma corrente elétrica pelas células lisadas da
amostra em anélise, englobadas em gel de agarose de baixo ponto de fusdo, sobre Iaminas
para microscopia promovendo uma migracdo dos segmentos de DNA livres, resultantes de
quebras, para fora do nucleo. Apos a eletroforese, as células que apresentam nucleo redondo
sdo identificadas como normais, sem danos detectaveis no DNA. Ja as células lesadas sdo
identificadas visualmente por uma espécie de cauda, similar a um cometa, formada pelos
fragmentos de DNA que foram “‘arrastados” pela corrente elétrica da eletroforese (LEITE;
ZANDONATO; FLUMINHAN, 2014).

A mutagenicidade pode ser avaliada através do ensaio de microndcleo, € atribuida a
inducdo permanente de alteragdes no DNA, que pode ser resultado de mudangas hereditarias
(SILVA, 2010; SILVA et al., 2011; SLOCZYNSKA et al., 2014). Existem varios tipos de
alteracdes nucleares, entre elas a formacédo de micronucleo (MNs) que é um indicador de acdo
clastogénica e/ou aneugénica (FARIA; BRAGA, 2015). O teste de MNs foi desenvolvido para
deteccdo de genotoxicidade e mutagenicidade de produtos quimicos que induzem a formacao
de pequenos fragmentos de DNA em células ligadas a membrana (conhecidos como
micronucleos). Esse teste baseia-se no aumento da frequéncia de eritrocitos policromaticos
como micronucleos, utilizando-se para isso, preferencialmente, células de mamiferos de
animais previamente tratados (KANG et al., 2013).

Os micronlcleos sdo pequenos corpos contendo DNA, localizados no citoplasma,
aparecem na telofase e sdo estruturas resultantes de cromossomos inteiros ou fragmentos
cromossémicos que sdo perdidos durante a divisdo celular e, por este motivo, ndo estdo
incluidos em ndcleo de células filhas, permanecem no citoplasma durante a interfase,
aparecem como uma pequena estrutura arredondada e escura, idéntico em aparéncia ao nucleo
celular. As falhas em rearranjos cromossémicos ou a fusdo de extremidades cromossomais,
teldmeros, permitem a formacdo de filamentos de cromatina que ligam dois nucleos distintos
chamados de pontes nucleoplasmaticas e os brotos nucleares estdo associados a amplificacdo
do DNA, e a ndo segregacdo do nucleo, apresentando-se como prolongamentos do proprio
espaco nuclear (FENECH et al., 2011; SISENANDO et al., 2011).
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Para avaliacdo de alteragBes cromossdmicas numéricas e/ou estruturais o teste de

micronucleos, que pode detectar agentes aneugénicos (induzem aneuploidia ou segregacdo

cromossdmica anormal) e clastogénicos em culturas de células de mamiferos vem sendo

internacionalmente usado (LUZ et al., 2012). As anormalidades cromossémicas estruturais,

tais como 0 aumento da quebra de cromossomas ou perda cromossdmica é associada com um

aumento de risco de carcinogénese e na progressao da transformacgéo neoplésica. Deteccdo de

aberracBes cromossomicas tem sido amplamente utilizado como uma ferramenta para indicar

danos cancerigenos induzidos no DNA (Figura 10) (HWANG; KIM, 2013).

Figura 10. Alteragdes nucleares induzidas por agentes citotxicos e genotdxicos.
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RESUMO

As lesbes gastricas envolvem infiltracdo inflamatéria, disfuncdo endotelial e danos da
membrana celular mediada por radicais livres de oxigénio gerados em resposta a danos da
mucosa. Os principais farmacos de escolha no tratamento de patologias associadas aos efeitos
do &cido gastrico incluem os inibidores da bomba de prétons (IBP’s) que promovem um
blogueio eficaz da secrecdo acida basal. Porém o0s IBP’s estdo associados com algumas
alteracdes patoldgicas, pois esses farmacos sdo de uso prolongado e intermitente, o que pode
acarretar em alguns danos genotdxicos e/ou efeitos carcinogénicos. Diante dos provaveis
riscos, seus efeitos colaterais e toxicos devem ser considerados. O processo de morte celular é
observado em situagfes de danos celulares extensos ou irreversiveis, principalmente em
situacbes com elevacdo do estresse oxidativo sobre lipideos, proteinas e material genético.
Estes efeitos levam a instabilidade genética obrigando a célula a entrar em processo de morte
celular ou perpetuar as alteracdes no seu DNA, acarretando um processo carcinogénico. A
andlise sistematica de 144 artigos indexados nas bases de dados PubMed, Science Direct,
Cochrane Library, Periodico Capes e Scielo publicados até 2017 teve como objetivo
caracterizar e correlacionar as atividades farmacol6gicas do Omeprazol (OME) e seus
mecanismos de protecdo e inducdo de morte celular em estudos clinicos e ndo clinicos. O
omeprazol foi capaz de prevenir a morte celular em modelos de inducdo de leséo gastrica e
intestinal devido & restauracdo das defesas antioxidantes, modulacdo do processo
inflamatdrio, reducdo de proteinas apoptoéticas e elevacdo de antiapoptoticas, com reducao de
areas necrdticas na mucosa gastrica o que foi evidenciado também pelo seu efeito
gastroprotetor. No entanto o OME demonstrou capacidade apoptotica em modelos
xenograficos com reducdo da massa tumoral, da viabilidade celular em linhagens
cancerigenas e normais.

Palavras chaves: Inibidores da bomba de prétons. Apoptose. Necrose.
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ABSTRACT

Gastric lesions Gastric lesions involve inflammatory infiltration, endothelial dysfunction, cell
membrane damage mediated by free oxygen radicals generated in response to mucosal
damage. The major drugs of choice in the treatment of pathologies associated with the effects
of gastric acid include Proton Pump Inhibitors (PPIs) which promote an effective blockade of
basal acid secretion. However, PPIs are associated with some pathological alterations, since
these drugs are for use prolonged and intermittent, which can lead to some genotoxic damage
and / or carcinogenic effects. Faced with the probable risks, its side effects and toxic must be
considered. The cell death process is observed in situations of extensive or irreversible
cellular damage, especially in situations with elevated oxidative stress on lipids, proteins and
genetic material. These effects lead to gene instability forcing the cell to enter the process of
cell death or perpetuate changes in its DNA, leading to a carcinogenic process. The systematic
analysis of 144 articles indexed in PubMed, Science Direct, Cochrane Library, Periddico
Capes and Scielo published until 2017 that aimed to characterize and correlate the
pharmacological activities of omeprazole (OME) with mechanisms of protection and
induction of cell death in studies clinical and non-clinical. Omeprazole was able to prevent
cell death when observed in models of induction of gastric and intestinal damage due to the
restoration of the antioxidant defenses, modulation of the inflammatory process, reduction of
apoptotic proteins and elevation of antiapoptotic with reduction of necrotic areas in the gastric
mucosa what was evidenced also due to its gastroprotective effect. However OME
demonstrated apoptotic capacity in xenographic models with reduction of tumor mass, cell
viability in normal and cancerous lines.

Key Words: Proton-pump inhibitors. Apoptosis. Necrosis
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1 INTRODUCAO

As lesBes da mucosa gastrica séo comuns na populacéo e apresentam diversos fatores
etiologicos tais como a agdo da pepsina, sais biliares, movimentos anormais, alcool (LAINE;
TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008; SOFIDIYA et al., 2012), hipoperfusdo mucosa
(SOFIDIYA et al., 2012), anti-inflamatdrios ndo esteroides (AINES) bem como a infec¢éo
por Helicobacter pylori (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008). A producdo de &cido
cloridrico géstrico é um dos sinais mais proeminente, sendo sua reducéo a principal estratégia
para a prevencéo da lesdo (WILLEMIIJNTJE; PANKAJ, 2001).

O mecanismo fisiopatologico responsavel pelo desenvolvimento de lesdo gastrica
aguda envolve infiltracdo inflamatdria, disfuncdo endotelial, danos da membrana celular
mediada por radicais livres de oxigénio; em resposta a danos da mucosa gastrica
(BRZOZOWSKI et al., 1997; SOFIDIYA et al., 2012). A ulcera gastrica é uma doenca
gastrointestinal importante com aumento da incidéncia e prevaléncia global (BRUCKER,;
FAUCHER, 1997; LI et al., 2011). O desenvolvimento da Ulcera gastrica € um processo
complexo e multifatorial, geralmente causado por um desequilibrio entre os fatores protetores
da mucosa géstrica e os fatores agressivos (CHOI et al., 2009; SHAKER; MAHMOUD;
MNAA, 2010).

No tratamento de distarbios gastrointestinais sdo usados inimeros medicamentos de
forma intermitente ou prolongada. Os farmacos utilizados podem causar danos genot6xicos
e/ou efeitos carcinogénicos, por isso, estes devem ser considerados na mensuracdo entre os
riscos e beneficios decorrentes do uso (DOWNES, FOSTER, 2015). Os principais farmacos
de escolha no tratamento de patologias associadas aos efeitos do acido géastrico incluem
antagonistas da histamina do receptor de tipo 2 (H2RAs) e os Inibidores da Bomba de Prétons
(IBP’s) (SAVARINO et al., 2017).

Os IBP’s sdo amplamente utilizados (HAASTRUP et al., 2016; NUMICO et al., 2017)
com um numero crescente da sua utilizagdo por longa duragdo (BOUTET; WILCOCK;
MACKENZIE, 1999; HAASTRUP et al., 2016). Os efeitos adversos relatados devido ao uso
prolongado dos IBP’s incluem fraturas (CORLEY et al., 2010), infeccbes entéricas
(LEONARD; MARSHALL; MOAYYEDI, 2004), e o desenvolvimento de pélipos gastricos
(HONGO; FUJIMOTO, 2010). OsIBP’s também estdo associados com alteragdes

patologicas, tais como protrusdes das células parietais, dilatacdo das glandulas oxinticas
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(KUMAR et al., 2013), desenvolvimento de pélipos de glandulas fandicas resultante de um
efeito tréfico em parietais (GRAHAM, 1992; HONGO; FUJIMOTO, 2010).

O Omeprazol (OME) é um IBP’s que age produzindo um controle reversivel da
secrecdo de acido gastrico com uma Gnica dose diaria. E uma base fraca, concentrada e
convertida a sua forma ativa no meio &cido dos canaliculos intracelulares da célula parietal do
estdbmago, onde inibe a enzima H+/K+ATPase (bomba de protons). Esse efeito sobre a ultima
etapa no processo de formacéo de &cido depende da dose e promove uma inibicdo eficaz sobre
a secrecdo acida basal (HOLGUIN; CEBALLOS; AMARILES, 2012; WANG, 2014).

Em condi¢bes normais, as celulas que sofrem um grau de dano genotoxico pelo
acumulo de alteracbes no genoma, poderm gerar neoplasias, como adenocarcinoma de
esdfago de Barret induzido pelo HCL (GOLDMAN et al., 2010). Essas alteracdes também
podem manifestar insuficiéncia metabolica letal ou uma rede de sinalizacdo descompensada
para a via de morte celular ou para o estado de senescéncia (ZHIVOTOVSKY; KROEMER,
2004). A morte celular é tipicamente discutida dicotomicamente como apoptose ou necrose
(FINK; COOKSON, 2005; CLAPP et al., 2012).

A apoptose é descrita como um processo ativo e programado de desordem celular
autbnoma que evita provocar inflamagdo (FINK; COOKSON, 2005; MUKHTAR et al.,
2012). A necrose foi caracterizada como morte celular passiva e acidental resultante de
perturbacdes ambientais com liberacdo descontrolada de conteudo inflamatério celular. Como
a apoptose é considerada um processo regulado e controlado, sua ocorréncia durante
processos infecciosos particulares recebeu grande atencdo (FINK; COOKSON, 2005;
CHAVEZ-VALDEZ; MARTIN; NORTHINGTON, 2012). O objetivo da presente revisao
sistematica foi caracterizar e correlacionar as atividades farmacoldgicas do OME com o0s

mecanismos de protecdo e inducdo de morte celular em estudos clinicos e ndo clinicos.

2 METODOLOGIA

A revisdo sistematica foi realizada a partir de artigos cientificos selecionados em bancos
de dados, com publicacdes até o ano 2017. Os descritores utilizados para o Science Direct,
PubMed, Cochrane Library foram previamente verificados no MeSH (Medical Subject
Headings) e para o Scielo e Periddico Capes no Decs (Descritores em Ciéncias da Saude). Os
descritores utilizados para a lingua inglesa foram “omeprazole and apoptosis”, “omeprazole

and necrosis”,”omeprazole and apopotic”, “omeprazole and necrotic”. Para os que utilizam a
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lingua portuguesa foram “omeprazol e apoptose”, “omeprazol e necrose”, “omeprazol e
apoptotico” e “omeprazol e necrético”. 38 trabalhos cientificos foram obtidos por meio da
pesquisa no Science Direct, 126 no PubMed, 2 no Scielo, 57 no Periodico Capes e 7 no
Cochrane Library. Do total de 226 artigos, foram excluidos da analise 175, pois nao se
adequavam aos critérios de incluséo, tendo em vista a exigéncia dos descritores anteriormente
citados concomitantemente no titulo, resumo ou nas palavras chaves. Dessa forma, 51 artigos
foram selecionados para analise cientifica. Com o intuito de ampliar o referencial tedrico,
foram adicionados 93 artigos relacionados ao tema obtidos através de pesquisas no Science
Direct e PubMed. Totalizando 144 artigos avaliados e incluidos neste trabalho de revisdo

sistematica (Figura 1).

Figura 1: Diagrama da obtenc&o, analise, exclusdo e avaliacao de artigos cientificos
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Atividade Antioxidante do Omeprazol e efeitos frente a morte celular

O oxigénio pode ser reduzido em espécies reativas de oxigénio (ERO’s), o
desequilibrio entre a superproducdo de ERO’s e defesas antioxidantes levam a danos celulares
(peroxidacdo lipidica, oxidacdo de proteinas, degradacdo de DNA). Em niveis baixos o
peroxido de hidrogénio (H20.) desempenha papeis importantes em diversas vias de
sinalizacdo celular ou é catabolizado. Porém, niveis elevados de H>O> é muito citotoxico e
possui difusdo através das membranas bioldgicas causando danos variados as células.
Portanto, os sistemas antioxidantes sdo importantes para neutralizar este H>O> (COYLE;
KADER, 2007; PEY et al., 2017; SIES, 2017).

As principais enzimas de degradacdo de peroxidos séo glutationa peroxidase (GPx) e
catalase (CAT). A GPx inibi os niveis elevados de ERO’s como os radicais hidroxila (*OH),
derivados a partir de H20. mantendo o equilibrio oxidativo protegendo as células do
organismo, a CAT tem um efeito direto na degradacdo do H»O: através das reacbes de
dismutacdo, existindo principalmente nos peroxissomos das células e serve para proteger
contra danos causados pelo peroxido de hidrogénio, demonstrando ser um importante
biomarcador oxidativo (GUPTA et al., 2012; PEY et al., 2017).

Os estudos ndo clinicos referentes a utilizacdo do OME como agente antioxidante,
detalhando seu uso in vivo (18 artigos) com doses variando entre 2 — 100 mg/kg e in vitro (2
artigos) sendo 1 em linhagem cancerigena de glioblastoma (U-87) na concentracdo 10-200
uM/ml e 1 em linhagens normais epiteliais (MDCK), e macréfagos de camundongos
(RAW264.7) na concentracao de 200 uM/ mL.

A lesdo tecidual é causada por um desequilibrio entre o dano do tecido gastrico e
fatores de protecdo. O tecido gastrico apds ocorrida a lesdo gastrica pode ser parcialmente
oxidado, sendo o etanol conhecido por causar este tipo de lesdes e produzir radicais derivados
do oxigénio. SOD e GPx sao eliminadores de ERO’s, por isso sdo importantes na recuperagao
tecidual, proporcionando uma gastroprotecao significativa (CHENG et al., 2014; CHEN et al.,
2014). Atividades antioxidantes do OME frente a lesdes gastricas foram observadas em
animais (EL-NAGA, 2015; EL-ASHMAWY et al., 2016; ALMASAUDI et al., 2016) e em
estudos in vitro em células MDCK epitelidides, RAW264.7 (PIUAC et al., 2011) e U-87
(CHANCHAL et al., 2016), como apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1: Atividade antioxidante do OME em estudos néo clinicos.

Invivo - Camundongos  Lesdo gastrica induzida por etanol 0,2mL/g

(N=10)

Lesdo gastrica induzida por etanol
(1 mL/200g)

In vivo - Ratos (N=6)

Lesdo gastrica induzida por Etanol 60 % e
HCL 0.03mol (100mL/10g peso corporal)

In vivo - Camundongos
(N=5)

Lesdo gastrica induzida por Etanol
absoluto 5ml/kg em Ratos

In vivo - ratos (N=6)

Lesdo géstrica induzida por indometacina
62,5mg/g

In vivo - Ratos (N=6)

Lesdo gastrica induzida por etanol 0,2mL
por 20 gramas peso corporeo

In vivo - Camundongos
(n=12)

In vivo - Ratos (N= 6-7) Inducéo de gastrite por etanol 5 mL/Kg

Lesdo géstrica induzida pelo estresse do
frio de retencéo, induzida por indometacina
(48 mg/kg) e secrecdo de &cido gastrico
induzida por ligadura de piloro

In vivo - Ratos (N= 8-30)

Lesdo de constrigdo cronica induzida e
inducdo de estresse oxidativo por LPS em

In vivo — Ratos (N=8) cultura celular U-87.

In vitro- U-87

20 mg/g (V.0)

40mg/kg (V.0)

30mg/kg (V.0)

20mg/kg (V.O)

100mg/g (V.0O)

20mg/g (V.O)

20mg/kg (V.0)

2 e 5 mg/kg (V.O)

In vivo - 10, 30, 50 mg/
kg (V.0)

In vitro- 10-200 puM/mL

Aumento da atividade de SOD WANG et al.,2015

Aumento da atividade de GPx, SOD e GSH ALMASAUDI et al.,2016

Aumento da atividade de CAT, SOD, GSH, GPx e SHIMOYAMA et al., 2013

diminuicdo de MDA

Aumento da atividade de GSH e SOD, reducéo de EL-NAGA, 2015

MDA,

Diminuicdo MDA e aumento da atividade de GSH. HAMDAN et al., 2014

Inibicdo do MDA, aumento da atividade da SOD ZHENG et al., 2016

Diminuicdo de MDA. Aumento da atividade de SONG et al., 2016

GSH, SOD e CAT
Diminuicao da producéo de OH,

Diminuicdo de MDA e oxidacao de proteinas BISWAS et al., 2003

Aumento da atividade da nos animais SOD, CAT e
GSH, reducdo ERO’s na cultura celular e MDA nos

animais CHANCHAL et al., 2016
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In vivo - Ratos (N=7-9) Lesdo gastrica por isquemia seguida de

20 mg/kg (V.0O)
reperfusédo (I /R)

In vivo - Ratos (N=8) Lesdo gastrica induzida por isquemia

40mg/mg (V.O)
seguida de reperfusdo (I /R)

In vivo - Camundongos

5 mg/kg (1.P)
(N=5)

Invivo - Ratos (N=20-30)  Les8o gastrica induzida por indometacina

5 mg/kg (V.O)
(100 mg/kg)

In vivo - Camundongos Cancer colitico induzido por Sulfato de 10 mg/kg (1.P)

(N=12) dextrano sddico, 15 ciclos de 7 dias (0,7%)
por dia
In vivo - Ratos (N=6-8) LesBes géstricas induzidas pelo etanol 20 mg/ kg (V.0)
In vivo - Ratos (N=6) Lesdes gastricas induzidas pelo etanol 20 mg/kg (V.O)
In vivo - Ratos (n=6) Lesdo gastrica induzida por etanol 5mL/kg 20mg/mL (V.O)

In vivo - Ratos (N=6-35) LesBes gastricas induzidas por etanol 1;5 e 36 mg/kg (V.0)

In vitro- MDCK e

Inducdo de estresse oxidativo com LPS (50
RAW264.7

ng/mL) sobre cultura de células
epitelidides MDCK e RAW264.7

200 uM/mL

Aumento da expressdo de Nrf2, da capacidade
antioxidante total, da atividade de GSH e MDA

Reducdo de MDA, aumento da atividade de GSH e
SOD

Reducéo de nitrito
Redugdo de MDA e aumento da atividade de GSH

Reducdo de MDA

Aumento da atividade de GSH, SOD. Diminuicéo
de MDA

Aumento da atividade de GSH, SOD, reducéo de
MDA

Aumento da atividade SOD; CAT e GPx

Inibicdo do dano oxidativo na mucosa gastrica
blogueando a peroxidacéo lipigastroproteica

Reduc¢do de ERO’s

MAHMOUD-AWNY etal.,
2015

MUTHURAMAN, RAMESH,
CHAUHAN, 2011

MAITY etal., 2012

EL-ASHMAWY et al., 2016

KIM et al., 2010

EL-MARAGHY:; RIZK;
SHAHIN, 2015

AL-SAYED; EL-NAGA,
2015

ALBAAYIT etal., 2016

CHATTOPADHYAY etal.,
2004

PIUAC et al., 2011

Legenda: SOD = Superdxido dismutase, CAT = Catalase, GPx =Glutationa peroxidase, GSH = Glutationa redutase, MDA = Malonaldeido, ERO’s= Espécies reativas do
oxigénio, OH= Radical hidroxil, Nrf2 = Fator nuclear (derivado de eritdide 2), V.O = Via oral, |I.P = Via intraperitoneal.
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A capacidade antioxidante do OME foi sugerida pela redugéo do estresse oxidativo
com uma influéncia direta em uma série de fatores, entre eles: reducdo de ERO’s (PIUAC et
al., 2011; CHANCHAL et al., 2016); aumento da atividade enzimatica de GSH (HAMDAN et
al., 2014; MAHMOUD-AWNY et al., 2015; EL-ASHMAWY et al., 2016), SOD (AL-
SAYED; EL-NAGA, 2015; WANG et al., 2015; ZHENG et al., 2016), CAT (SHIMOYAMA
et al., 2013; SONG et al., 2016) e GPx (ALBAAYIT et al., 2016; ALMASAUDI et al.,2016).
Esses resultados corroboram com os achados de Biswas e colaboradores (2003) visto que
houve uma reducdo do radical *OH e do marcador de peroxidacdo lipidica malondialdeido
(MDA) (MUTHURAMAN, RAMESH, CHAUHAN, 2011; EL-NAGA et al., 2015; EL-
MARAGHY; RIZK; SHAHIN, 2015).

O aumento do nivel de «OH relaciona-se com a gravidade da lesdo. Quando esse
radical é eliminado por dimetilulféxido ha reducdo de 90% das lesGes. Como resultados dos
danos oxidativos causados pela geragdo de *OH observa-se o aumento da peroxidagdo
lipidica, oxidacdo de proteinas e a diminuicdo do nivel de glutationa que tém sido
recentemente relatados na Ulcera gastrica humana. O «OH é gerado a partir do oxigénio e
H>0>, apos a alteragdo das enzimas antioxidantes da mucosa gastrica. O OME atua como um
potente antioxidante para eliminar o «OH enddgeno, evitando assim o dano oxidativo por
reducdo da peroxidacdo lipidica e oxidacdo de proteinas (BISWAS et al., 2003). O MDA é
marcador de estresse oxidativo e é gerado em grandes quantidades nas areas danificadas do
tecido gastrico, podendo ser utilisado como indicador de lesdo géastrica (CHEN et al., 2014),
devido este ser o produto final da peroxidacéo lipidica, principal efeito de lesdo mediada por
radicais livres causando danos a membrana celular.

A atividade antioxidante do OME foi sugerida pelo aumento da expressdo da RNAm
de fator nuclear derivado de eritdide 2 (Nrf2) (MAHMOUD-AWNY et al., 2015). Este por
sua vez, é translocado para o nucleo, onde tem como alvo genes promotores de resposta
antioxidante, tais como: GSH, GPx e GSH S-transferase (SURH; KUNDU; NA, 2008). Dessa
forma, a reducdo do estresse oxidativo pelo OME demonstrou que este mecanismo pode ser
uma das chaves para a redugdo da morte tecidual da mucosa gastrica devido a a¢ao dos ERO’s
neste tipo de tratamento serem um fator muito importante no progresso da lesdo oxidativa na
mucosa, Visto que a leséo induzida por etanol causa a oxidagdo de proteinas e a peroxidacao
lipidica que estdo relacionadas com o progresso da patogénese (ZHENG et al., 2016)
produzindo derivados lipidicos altamente toxicos que podem modificar a funcéo celular e até

levar a morte celular (SHIMOYAMA et al., 2013).
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3.2 Atividade anti-inflamatdria do Omeprazol frente a morte celular

A inflamacdo é um processo complexo e necessario durante a resposta de um
organismo a estimulos biologicos, quimicos ou fisicos. Uma inflamagéo persistente vinda da
exposicao prolongada ou uma reacdo inadequada tecidual durante a fase aguda podem levar a
uma fase cronica resultando em danos aos tecidos e ocorréncia de fibrose. A inflamagao
cronica é relatada em varias doencas (LINKERMANN et al., 2014), incluindo as patologias
relacionadas ao trato gastrointestinal (KAPPELMAN et al., 2007; RUBIN; SHAKER;
LEVIN, 2012).

As citocinas sdo moduladores-chave da inflamacdo, participando do processo agudo e
crbnico através de uma rede de interacGes complexas e as vezes, aparentemente,
contraditérias. Uma melhor compreensdo de como essas vias sao reguladas ajuda a facilitar a
identificacdo mais precisa de agentes que medem a inflamacdo e o tratamento de doencas
inflamatérias (TURNER et al., 2014). As citocina pré-inflamatorias sdo pequenos peptideos
(8000 dalton) que facilitam a passagem de leucdcitos da circulacdo para os tecidos. A citocina
IL-8 ativa os neutréfilos para desgranular e provoca danos teciduais (DINARELLO, 2000). A
IL-1 e TNF sdo essenciais para a adesdao de leucdcitos a superficie endotelial antes da
migracao para os tecidos, atuando sinergicamente no processo de inflamagéo. Seja induzido
por uma infec¢do, traumatismo, isquemia, células T imune-ativadas, ou toxinas, iniciando a
cascata de mediadores inflamatérios sobre o endotélio (DINARELLO, 2000).

A IL-1p também ¢é uma citocina pro-inflamatoria, que exerce efeitos pleiotroficos
sobre uma variedade de células e desempenha papéis fundamentais em desordens
inflamatorias e autoimunes, agudas e crénicas (REN; TORRES, 2009). A IL-6 esta envolvida
na hematopoiese, e é fundamental para a maturacdo final de células B que sdo produtoras de
anticorpos (KISHIMOTO, 2010). A proteina quimioatrativa de mondcitos 1 (MCP-1) exerce
seus efeitos através da ligacdo aos receptores acoplados a proteina G na superficie de
leucdcitos direcionados para ativacdo e migracdo funcionando como quimiotatico para
monocitos (YADAV; SAINI; ARORA, 2010).

A Tabela 2 apresenta os estudos clinicos (2 artigos) em pacientes infectados por H.
pylori na dose de 20 mg/kg, ndo clinicos referentes a utilizagdo do OME como agente anti-
inflamatdrio detalhando seu uso in vivo (27 artigos) com doses entre 400 uM e 120 mg/kg; e
em linhagens de células cancerigenas (2 artigos) (células de neuroblastoma - SH-SY5Y),
microglia humana (THP), de glioblastoma (U-87) em concentragdes entre 10-200 pM/mL e (1
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artigo) em células normais (MDCK), e macréfagos de camundongos (RAW264.7) com
concentragéo de 200 uM/ mL.
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Tabela 2: Atividade antiinflamatéria do OME em estudos clinicos e ndo clinicos.

In vivo - Camundongos
(N=4-5)

In vivo - Camundongos
(N=10)

In vivo — Ratos (N=6)

In vivo - Camundongos
(N=5)

In vivo — Ratos (N=6)

In vivo — Ratos (N=9)

In vivo — Ratos (N=6)

In vivo - Camundongos
(N=12)

In vivo — Ratos (N=15)

In vivo - Camundongos
(N=10)

In vivo — Ratos (N=6)

Lesdo gastrica induzida em por diclofenaco

10; 30; 100 mg/kg
Lesdo géstrica induzida por etanol 0,2mL/g

Lesdo gastrica induzida por etanol
(1mL/200g)

Leséo gastrica induzida em) por etanol 60
% e HCL 0,03 M (100mL/10g peso
corporal)

Lesdo gastrica induzida por Etanol
absoluto 5mL/kg em Ratos

Les&o gastrica induzida em ratos (N=9) por
ligacdo do piloro

Leséo gastrica induzida por indometacina
62,5mg/g

Leséo géstrica induzida por etanol 0,2mL
por 20 gramas peso corporeo

Lesdo intestinal por isquemia por 60
minutos seguida de reperfusdo de 60
minutos através da artéria mesentérica
superior

Lesdo gastrica induzida por HCl/etanol
(60% em 150 mM HCL)

Leséo gastrica induzida por etanol 5mL/kg

20mg/kg (V.O)

20 mg/g
(V.0)

40mg/kg (V.0)

30mg/kg (V.0)

20mg/kg (V.O)

20mg/kg (V.O)

100mg/g (V.O)

20mg/g (V.O)

120 mg/kg (V.O)

25 mg/kg
(V.0)
20mg/mL (V.0)

Diminuiu o nivel de MPO e TNF-a

Reducdo de MPO, TNF-a, IL-6, IL-1B e NF-KB

Reducéo de TNF-o, IL-6 e IL-1P

Diminuicdo de MPO, influxo de neutréfilos no
tecido danificado e do TNF-a

Reducéo de IL- 1B, TNF-a e COX 2

Reducéo de IL-1p3, TNF-q, IL-6 e MCP-1

Diminuigdo do NTF-a

Diminuigdo do NTF-a e aumento de IL-10

Diminuigdo do MPO e TNF-a

Diminuicdo expressdo de RNAm de proteinas,
COX-2, TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8

Diminuigdo de TNF- a, IL-6 e aumento de 1L-10

GOSWAMI et al, 2016

WANG et al.,2015

ALMASAUDI et al.,2016

SHIMOYAMA et al., 2013.

EL-NAGA, 2015

CHOO; ROH,2013

HAMDAN et al., 2014

ZHENG et al., 2016

LIU et al., 2016

CHEN et al., 2014
ALBAAYIT etal., 2016
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In vivo — Ratos (N=6)

In vivo — Ratos (N=6-7)

In vitro - Linhagens de
células de neuroblastoma
(SH-SY5Y) [micrdglia
humana] THP
In vivo - Camundongos
(N=10)

In vivo — Ratos (N=8)

In vivo — Ratos (N=7-9)

In vivo — Ratos (N=8)

In vivo — Ratos (N=7-9)

In vivo - Camundongos
(N=10)

In vivo — Ratos (N=20-30)

In vivo - Camundongos
(N=12)

Inducéo de cirrose por Tioacetamida
0,03% com com hipertensdo portal
cirrética

Inducéo de gastrite por etanol 5mL/Kg

Estresse induzido por lipopolisacarideos
combinados com interferon-Y

Lesdo gastrica induzida por acido acetil
salicilico 400mg/kg (v.0) 1x ao dia durante
10 dias

Lesdo de constri¢do cronica induzida,
inducdo de estresse oxidativo por LPS em
cultura celular U-87.

Lesdo gastrica em por isquemia seguida de
reperfusédo (I /R)

Lesdo gastrica induzida por isquemia
seguida de reperfuséo (I /R)

Inducéo de estresse oxidativo em cultura
celular por LPS 400 pg/local

Lesdo gastrica induzida por indometacina
(100 mg/kg)

Céancer colitico induzido por Sulfato de
dextrano sodico, 15 ciclos de 7 dias (0,7%)
por dia

15mg/kg (V.O)

20mg/kg (V.0)

10pM

30mg/kg (V.0)

10; 30; 50 mg/ kg (V.O)

20 mg/kg (V.O)

40mg/mg (V.0O)

400 pmol/kg (V.0)

5 mg/kg (1.P)

5 mg/kg (V.O)

10 mg/kg (1.P)

Reducdo de infiltracdo de neutrofilos

Diminuicdo da expressao de TNF-a, IL6, IL-1B,
NF-KB e aumento de COX-2

Diminuicdo de TNF-a e de IL-6

Diminuicéo de INF-Y*, TNF-o aumento de IL-10

Reducéo significativa do TNF- o, IL-1p e IL-6

Reducédo de NF-xB, IL-1B, E-selectina e MPO

Mieloperoxidase (MPO)

Aumento da expressdo de Ntrk2, Syk, Cxcr4 e
reducédo de Cxcl12.

Reducdo da permeabilidade vascular

Redugdo de TNF- a

Reducdo TNF-a, COX-2 e IL-6

GAO etal., 2014

SONG et al., 2016

HASHIOKA; KLEGERIS;
MCGEER, 2009

RODRIGUES et al.,2010

CHANCHAL et al., 2016

MAHMOUD-AWNY et al.,
2015

MUTHURAMAN, RAMESH,
CHAUHAN, 2011

NGRSETT et al., 2005

MAITY etal., 2012

EL-ASHMAWY et al., 2016

KIM et al., 2010
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In vitro — Linhagens de
celulas MDCK
epitelioides e RAW264.7

Clinico - 19 pacientes

Clinico - 60 pacientes

In vivo — Ratos (N=6-8)

In vivo — Ratos (N=6)

Indugdo de estresse oxidativo com LPS (50

ng /mL)

Pacientes infectados por H. pylori tratados

por 4 semanas

Pacientes com H. pylori tratados por 1

semana

LesBes gastricas induzidas pelo etanol

LesBes gastricas pelo etanol

200 uM/ml

20 mg de OME + 1g de
amoxicilina + 800mg de
metronidazo (V.0)

OME 20 mg+ 500 mg de
claritromicina + 500mg de
metronidazol (V.O)

20 mg / kg (V.O)

20 mg/kg (V.O)

Reducéo e TNF- a em células MDCK epitelioides e
RAW264.7 infectadas com Salmonella
enterica serovar Typhimurium.

Diminuigdo de mRNA, IL-8 devido ao declinio da
presenca de neutréfilos na mucosa gastrica.

Houve erradicacdo de H. pilori em 51 pacientes
apos tratamento. O TNF-a e IL-8 plasmatico foram
reduzidos apo6s a terapia em 72% e 65%.

Reducgdo de TNF- a, MPO ¢ aumento de IL-6

Reducdo de marcadores pré-inflamatérios IL-1 B,
TNF-0.e COX-2

PIUAC et al., 2011

KOOSIRIRAT et al, 2010

SZLACHCIC et al, 1999
EL-MARAGHY; RIZK;
SHAHIN, 2015

AL-SAYED; EL-NAGA,
2015

LesBes gastricas induzidas por imersdo em
agua e estresse por restricdo — 12 horas

In vivo — Ratos (N=6) 20mg/kg (V.0) Diminuicdo dos niveis de TNF-a, MAO et al., 2016

Reducdo acentuada no padrdo de gravidade das

Lesizs gastrlc.as |ndq2|das por apllcagao e 40 mg / kg (V.0) alteracGes inflamatdrias da mucosa causada por H.
Lipopolissacarideo de H. pylori oylori

SLOMIANY; PIOTROWSKI;

In vivo — Ratos (N=6) SLOMIANY, 1999.

In vivo — Ratos (N=6) Lesdo gastrica induzida por HCI 20mg/kg (V.0) Reducéo de IL-1P WATANABE et al., 2001

Legenda: MPO = mieloperoxidase, TNF-a= Fator de necrose tumoral -a, IL-6 = Interleucina 6, IL-8 = Interleucina-8, IL-1B Interleucina- 1B, MCP-1= Proteina
quimioatrativa de mondcitos 1, IL-10= Interleucina-10, NF-KB = fator de transcri¢do nuclear kappa B; COX-2 = Ciclooxigenase -2, Ntrk2 = receptor neurotrofico tirosina
quinase 2, Syk = Proteina tirosina quinase, Cxcr4 = Receptor de quimiocina tipo 4 C-X-C, Cxcl12= Ligando 12 de quimioquinas C-X-C, INF-Y* - Interferon gama, V.0 = Via
oral, I.P = Via intraperitoneal.

Dissertagio de Mestrado | Ag-Anne Pereira Melo de Menezes
72



O OME tem efeitos na reducdo de marcadores pré-inflamatorios, tais como IL-8 em
modelos de indugdo de danos na mucosa géastrica (SZLACHCIC et al, 1999; KOOSIRIRAT et
al., 2010) e in vivo (CHEN et al., 2014). Em estudos nao clinicos, o OME também reduz IL-
1 (MAHMOUD-AWNY et al., 2015; SONG et al., 2016; CHANCHAL et al., 2016), MCP-1
(CHOO; ROH, 2013); IL-6 (WANG et al.,2015; ALMASAUDI et al.,2016; ALBAAYIT et
al., 2016). A IL-6, pro-inflamatéria, é importante para a medi¢do da resposta imune e
inflamacéo aguda ativa dos granuldcitos e agranuldcitos, que por sua vez desencadeiam uma
resposta ao estresse no tecido lesado (MEI et al., 2012), porém os niveis desta interleucina
aumentaram nos estudos de El-Maraghy, Rizk e Shahin (2015) o que pode ser explicado pela
diferenca de protocolos de ulceracdo gastrica aplicados nos estudos. Outra possibilidade deve
ser levada em consideracéo, a elevacdo dos niveis de TNF-a na mucosa gastrica reduzem os
niveis de IL-6 (WANG et al., 1998).

O OME também influencia para o aumento de IL-10. A IL-10 é uma potente citocina
anti-inflamatoria que desempenha um papel crucial e, muitas vezes, essencial na prevencdo de
patologias inflamatdrias e autoimunes (SABAT et al., 2010), que tem a capacidade de
suprimir a resposta inflamatoria na Ulcera gastrica pela inibicdo da producdo de TNF-a
(ALBAAYIT et al., 2016) que é a principal citocina inflamatoria secretada por macréfagos,
durante a inflamacdo (BRZOWSKI et al.,, 2001). As citocinas pro-inflamatérias,
particularmente 0 TNF-a, induzem a morte celular apoptdtica, ativando a familia das
caspases. Além de muitas atividades bioldgicas, 0 TNF-a esta envolvido na indugdo de
inflamacéo, lesdo e carcinogénese em uma variedade de tecidos, incluindo a mucosa gastrica.
Além disso, 0 TNF-o tem atividades sobrepostas e sinérgicas para induzir a produgio do fator
nuclear kappa B (NF-kB) (WANG et al., 2015). A reducdo do TNF-a pelo OME foi
observada em diversos estudos in vivo (ALBAAYIT et al., 2016; ALMASAUDI et al.,2016;
CHANCHAL et al., 2016) e em estudo clinico (SZLACHCIC et al, 1999).

Cabe enfatizar que o NF-kB tem papel na inducdo de genes pro-inflamatérios durante
0 inicio da inflamacéo, mas também apresentam relagdo com apoptose de leucocitos durante a
resolucédo da inflamagcdo (LAWRENCE, 2009). A via de NF-kB foi definida principalmente
em resposta a sinalizacdo de TNF-a e IL-1 (KARIN et al., 2004; WILLIAMS et al., 2007). O
OME influencia também na reducdo do NF-kB em modelos de lesdo gastrica in vivo
(MAHMOUD-AWNY et al., 2015; WANG et al.,2015; SONG et al., 2016), que € um
regulador negativo do receptor ativado por proliferador de peroxissomo y (PPAR- vy), o qual é
um fator de transcri¢do que atua como um regulador pleiotrdpico influente de anti-inflamacéo
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(ZHAO et al., 2015), mas foi observado que nesse estudo a acdo anti-inflamatoria foi
independente da regulacdo positiva do PPAR- y. Observou-se também que o OME pode ter
acao sobre a reducdo da E-selectina (MAHMOUD-AWNY et al., 2015), que é uma proteina
gque ndo e expressada constitutivamente, mas é induzida rapidamente por citocinas
inflamatorias (LEY, 2003) e pela mieloperoxidase (MPO) (WANG et al.,2015; LIU et al.,
2016; GOSWAMI et al, 2016) que é encontrada nos granulos secundarios de neutréfilos, e
sua atividade é aceita como indicador de infiltracdo de neutréfilos em tecidos (SHIMOYAMA
et al.,, 2013; LAURA et al.,, 2016), gerando danos via espécies reativas do oxigénio em
proteinas, lipidios e DNA (LAURA et al., 2016).

Os anti-inflamatdrios ndo esteroides (AINES), como a indometacina e o diclofenaco,
tém seus efeitos terapéuticos e adversos principalmente por inibicdo de ciclooxigenase 1
(COX-1) e em extensdo menor, a ciclooxigenase 2 (COX-2), causando efeitos ulcerogénicos
gastricos (HAMDAN et al., 2014). A COX-2 ndo é detectada na maioria dos tecidos normais,
mas sua expressao € induzida rapidamente por estimulos tais como citocinas pro-inflamatérias
(IL-1B, TNF-o), assim, essa isoenzima induzivel tem sido implicada em processos
patoldgicos, como inflamagdo (ZARGHI; ARFAEI, 2011). Foi observado que o OME, tanto
em estudos com animais, quanto em cultura de células promoveu uma reducdo de marcadores
inflamat6rios como a COX-2 (CHEN et al., 2014; EL-NAGA, 2015; SONG et al., 2016), em
contraste com o aumento observado em Song e colaboradores (2016). Embora a COX-2 néo
seja constitutivamente expressa na maioria dos tecidos, esta é intensamente regulada durante
inflamacéo e lesdes (BRZOZOWSKI et al., 2001).

Também foram identificados marcadores moleculares para a capacidade
imunomodulatéria do OME pelo aumento do receptor neurotréfico tirosina quinase 2 (Ntrk2),
gene envolvido na modulacdo da imunidade celular (NASSENSTEIN; KERZEL; BRAUN,
2004). Assim como: reducdo do receptor de quimiocina tipo 4 C-X-C (Cxcrd), que
desempenha um papel importante no recrutamento de células de defesa (SMITH et al., 2005);
Aumento da proteina tirosina quinase (Syk), envolvida na sinalizacao intracelular na resposta
inflamatdria (ULANOVA et al., 2003), ligando 12 de quimioquinas C-X-C (Cxcl12), proteina
considerada reguladora essencial do tréafico direcionado de leucdécitos (SMYTH, 2004) e da
atividade anti-inflamatoria devido a reducdo desta proteina. Surpreendentemente, muitos
genes conhecidos por estarem envolvidos em respostas imunes e inflamatorias foram
regulados positivamente. A acidez gastrica reduzida pelo OME cria um ambiente suscetivel a
colonizagdo bacteriana elevando o numero de genes que codificam proteinas envolvidas em
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respostas celulares a agentes patogénicos. Mecanismo oriundo da ativacdo de células
inflamatorias na submucosa, sugerindo que essas proteinas podem estar envolvidas na

protecdo da mucosa gastrica contra danos teciduais (NGRSETT et al., 2005) (Tabela 2).

3.3 Atividade gastroprotetora do Omeprazol

Os estudos néo clinicos referentes a utilizacdo do OME como agente gastroprotetor,
detalhando seu uso in vivo (29) com doses variando entre 10 uM — 400 mg/kg e in vitro (1)
em linhagens normais epiteliais (MDCK), e macr6fagos de camundongos (RAW264.7) na
concentracdo de 200 uM/ mL estéo relatados na Tabela 3. Em estudos realizados in vivo foi
demonstrado a capacidade de reducdo de danos ulcerativos induzidos na mucosa gastrica
evidenciando o efeito gastroprotetor do OME em ratos (MUTHURAMAN; SOOD,2010;
MAHMOUD-AWNY et al., 2015; ALBAAYIT et al., 2016) e camundongos (ZHANG et al.,
2016). O efeito gastroprotetor do OME ja é conhecido pela sua capacidade de bloquear a
bomba de prétons nas células parietais do estbmago (HOLGUIN; CEBALLOS; AMARILES,
2012), no entanto, esta atividade dispde de outras vias de gastroprotecdo, como a ativacdo da

proteina de choque térmico (HSP70) e o fator de transformacédo do crescimento beta (TGF-p).
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Tabela 3: Atividade gastroprotetora do OME em estudos ndo clinicos

In vivo- Camundongos
(N=4-5)

In vivo- Ratos (N=6)

In vivo- Ratos (N=6)
In vivo- Camundongos
(N=5)

In vivo- Ratos (N=6)
In vivo- Ratos (N=9)
In vivo- Ratos (N=6)
In vivo- Camundongos

(n=12)

In vivo- Ratos (n=15)

In vivo- Ratos (n=7-12)

In vivo- Camundongos
(N=10)

Lesdo gastrica induzida por diclofenaco
10; 30; 100 mg/kg

Les8o géastrica induzida por etanol
(1mL/200g)

Lesdo gastrica induzida por ligacdo do
piloro

Leséo gastrica induzida por Etanol 60 % e
HCL 0,03mol (100mL/10g peso corporal)

Lesdo gastrica induzida em ratos (N=6) por
Etanol absoluto 5mL/kg em Ratos

Lesdo gastrica induzida por ligagdo do
piloro

Lesdo gastrica induzida por indometacina
62,5mg/g

Lesdo géstrica induzida por etanol 0,2mL
por 20 gramas peso corporeo

Lesdo intestinal por isquemia por 60
minutos seguida de reperfuséo de 60
minutos atraves da artéria mesentérica
superior

Lesdo gastrica induzida por 1 ml salina
hipertbnica 25%

Les&o géastrica induzida por Hcl/etanol
(60% em 150 mM HCL)

20mg/kg (V.0)

40mg/kg (V.0)

40mg/kg (V.0)

30mg/kg (V.0)

20mg/kg (V.O)

20mg/kg (V.0)

100mg/g (V.O)

20mg/g (V.0)

120 mg/kg (V.O)

10, 30, 100 uM (1.G)

25 mg/kg (V.O)

Reduc&o da lesdo géstrica

Reducdo da lesdo gastrica
Reducdo de NO

Reduc&o da lesdo géstrica
Reducdo da lesdo géstrica e aumentou PGE2
Reducéo de NO
Reducéo de e ndo foram observados danos esofagicos,
edema e hemorragia géstrica
Diminuigao da lesdo géstrica

Diminuicéo do NO

Melhora da lesdo intestinal.

Diminuicéo de lesdo

Diminuigao expressdo de RNAm de proteinas de INOS,
NO, MOT e SP, Aumento de SS e VIP

GOSWAMI et al, 2016

ALMASAUDI et al.,2016

MUTHURAMAN,;
SO0D,2010

SHIMOYAMA et al.,
2013.

EL-NAGA, 2015

CHOO; ROH,2013

HAMDAN et al., 2014

ZHENG et al., 2016

LIU etal., 2016

MORINI et al.,1995

CHEN et al., 2014
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In vivo- Ratos (n=6)

In vivo- Ratos (N=10)

In vivo- Ratos (N= 6-7)

In vivo- Camundongos
(n=6)

In vivo- Ratos (N= 8-30)

In vivo- Ratos (N=12)

In vivo- Ratos (N=8)

In vivo- Ratos (N=7-9)

In vivo- Ratos (N=20-30)

In vivo- Ratos (N=4)

In vivo- Ratos (N=6-8)

In vivo-Ratos (N=6)

In vivo- Ratos (N=6)

Lesdo gastrica induzida por etanol 5mL/kg

Inducéo de cirrose por Tioacetamida
0,03% com hipertensdo portal cirrética

Indugdo de gastrite por etanol 5mL/Kg

Lesdo géastrica induzida por etanol 100%
(0,2mL/kg) e restricdo a frio intragastrica

Lesdo gastrica induzida pelo estresse do
frio de retencéo, induzida por indometacina
(48 mg/kg), secrecdo de acido gastrico
induzida por ligadura de piloro

Lesdo gastrica induzida por indometacina
(20 mg/kg,)

Lesdo gastrica induzida por diclofenaco
(100 mg/kg)

Lesdo gastrica por isquemia seguida de
reperfusdo (I /R)

Lesdo gastrica induzida por indometacina
(100 mg/kg)

Lesdo da mucosa gastrica induzida por
chogue hemorragico

Lesdes gastricas induzidas pelo etanol
Ratos (N=6-8)

LesOes gastricas induzidas por imersdo em
agua e estresse por restricdo — 12 horas

Lesbes géstricas induzidas por etanol

20mg/mL (V.0)

15mg/kg (V.O)

20mg/kg (V.O)

OME 400mg/kg (1.P)

2 e 5mg/kg (V.0)

10-100 puM/kg (V.0O)

20 mg/kg (V.O)

20 mg/kg (V.0)

5 mg/kg 10 (V.0)

15: 30; 60 mg/kg (I.P)

20 mg/ kg (V.0)

20mg/kg (V.O)

20mg/kg (V.O)

Ativagdo da HSP70 e aumento de TGF-p.

Aumento de NO na mucosa gastrica, PG2, fluxo
sanguineo na mucosa gastrica e glicoproteina gastrica.
Diminuicado do indice de danos na mucosa gastrica

Diminuicado da lesdo gastrica. Aumento de COX-1,
Diminuicdo de INOS

Reducdo da eroséo gastrica e hemorragicas de ulceras

Diminuigdo da lesdo géstrica

Prevencdo de lesdes visiveis e auséncia de edema e
erosoes em células endoteliais gastricas.

Reducdo na incidéncia de hemorragias gastricas causas
por diclofenaco

Reducéo de NO

Reducéo da lesdo ulcerativa e NO e aumento do pH
gastrico e PGE2

Protecdo da mucosa gastrica, 0 aumento da secre¢do de
muco gastrico contribui para essa a¢do protetora.
Inibicéo significativa da producéo de &cido gastrico

Aumento de PGE2 e mucina, diminui¢do do HSP70

Aumento do pH gastrico

Aumento da secrecdo de mucopolissacarideos;
Aumento da expressdo de HSP70.

ALBAAYIT etal., 2016

GAO etal., 2014

SONG et al., 2016

ZHANG et al., 2016

BISWAS et al., 2003

MORINI et al., 1995

KINGSEY etal., 2011

MAHMOUD-AWNY et
al., 2015

EL-ASHMAWY et al.,
2016

BLANDIZZ et al., 1994

EL-MARAGHY; RIZK;
SHAHIN, 2015

MAO et al., 2016

AL BATRAN et al., 2013
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In vivo- Ratos (N=8)

In vivo- Ratos (N=6-35)

In vivo- Ratos (N=10)

In vivo- Camundongos
(N=12)

In vitro- MDCK e
RAW264.7

In vivo- Ratos (N=8)

Lesdes gastricas induzidas por aplicacdo de
Lipopolissacarideo de H. pylori

LesBes gastricas induzidas por etanol

Lesdes gastricas induzidas por acido
acético

Cancer colitico induzido por Sulfato de
dextrano sddico, 15 ciclos de 7 dias (0,7%)
por dia

Cultura celular MDCK epitelidides e
RAW264.7, inducdo de estresse oxidativo
com LPS (50 ng/mL)

LesBes gastricas induzidas por aplicagéo de
Lipopolissacarideo de H. pylori

40 mg/ kg (V.0O)

1; 5; 36 mg/kg (V.0)

400pM/kg (1.P)

10 mg/kg (1.P)

200 uM/mL

40 mg / kg (V.O)

Reducdo acentuada no padréo de gravidade das
alteracOes inflamatdrias da mucosa Causada por H.

pylori

O OME reduziu a secrec¢do de acido pela inibicdo de H
+-K + -ATPase

Reducdo da lesdo gastrica e aumento do indice mitético

Reducdo do NO e INOS

Reducédo de NO

Reducdo INOS

SLOMIANY;
PIOTROWSKI;
SLOMIANY, 1999.

CHATTOPADHYAY et
al., 2004

LI; HELANDER,1996

KIM et al., 2010

PIUAC et al., 2011

SLOMIANY;
PIOTROWSKI;
SLOMIANY, 1999

NO = Oxido nitrico, INOS = Oxido nitrico sintase, HSP70 = Proteina de choque térmico, PGE2 = Prostaglandina 2, COX-1 = Ciclooxigenase, MOT = Motilina, SP =
Substancia P, SS = Somatostatina, VIP = Peptideo intestinal vasoativo, TGF-p = Fator de transformagdo do crescimento, V.O = Via oral, .LP = Via intraperitoneal
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A geracdo de ERO’s na mucosa gastrica impede a expressdo de HSP70, proteina que
desempenha um papel vital na protecdo das células contra o estresse oxidativo e choque
térmico (ATALAY et al., 2009), devido a sua capacidade de preservar a estrutura funcional de
proteinas normais e reparar ou remover proteinas danificadas (TYTELL1; HOOPER, et al.,
2001; CHEN et al., 2005). O TGF-B tem um efeito importante na cura na ulcera gastrica,
induzindo migracdo celular e aumento da proliferacdo vascular, podendo ser considerado
como um potencial marcador na prevencao e tratamento do cancer gastrico (WU et al., 2017).
O aumento da HSP70 foi observado no tecido gastrico de ratos pré-tratados com OME (AL
BATRAN et al., 2013; ALBAAYIT et al., 2016), no entanto, foi observado uma reducéo da
expressdo de mRNA dessa proteina (EL-MARAGHY; RIZK; SHAHIN, 2015), o que pode
significar também que ha uma correlacdo com a gastroprotecdo devido reducdo da lesdo
gastrica em animais pré-tratados com o0 OME. No estudo de Albaayit e colaboradores (2016)
foi observado o aumento de TGF-p acompanhado da redugdo das lesdes ulcerativas
demostrando uma agéo gastroprotetora.

O OME em modelos de lesdo gastrica aumentou a producdo de COX-1 em ratos
(SONG et al., 2016) e PGE2 em camundongos (SHIMOYAMA et al., 2013) e ratos (GAO et
al., 2014; EL-ASHMAWY et al., 2016). A COX-1 é fisiologicamente importante para as
fungBes homeostaticas (EL-MARAGHY; RIZK; SHAHIN, 2015) como a liberacdo de
bicarbonato, mantendo o fluxo sanguineo local e aumentando a resisténcia das células
epiteliais contra potenciais danos (HAWKEY; RAMPTON, 1985) pela producdo de PGE2
(EL-MARAGHY; RIZK; SHAHIN, 2015) que atua como mediador no sistema da mucosa
gastrointestinal para regular a secrecdo de muco da mucosa gastrica exibindo efeitos
defensivos em modelos de lesbes gastricas (ABDULLA et al., 2009). A COX-1 também ¢é
conhecida por estimular a secrecdo de muco (BLANDIZZ et al., 1994; BLANDIZZ et al.,
1995) efeito que pode ser relacionado a elevacdo dos niveis de mucina, pois esta é o principal
componente da glicoproteina de formacdo da camada mucoprotetora da mucosa gastrica (AL
BATRAN et al., 2013; EL-MARAGHY; RIZK; SHAHIN, 2015).

O o6xido nitrico (NO) tem relacdo na modulacdo da integridade da mucosa gastrica e
manutencdo do seu fluxo sanguineo. Em muitos tecidos o NO endogeno, produzido
principalmente pelo 6xido nitrico sintase (iNOS), regulador da expressdo de varios genes
associados a inflamacdo e lesdo celular (RYTER; CHOI, 2005), tem participagdo em
processos fisiologicos do trato gastrointestinal. O NO aumenta o fluxo sanguineo, dilatacéo

dos vasos sanguineos, estimula a angiogénese gastrica no processo de cicatrizacdo de Ulceras,
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proliferacdo celular da mucosa géstrica e formacéo de tecido de granulagcdo na base da Ulcera
(AKTAN, 2004), sendo ainda relatado que o NO originario da iNOS teria um efeito pré-
ulcerogénico (NISHIO et al., 2006; MUSUMBA; PRITCHARD; PIRMOHAMED, 2009).

Em estudos in vivo houve reducdo de NO (EL-NAGA, 2015; ALMASAUDI et al.,
2016; EL-ASHMAWY et al., 2016; ZHENG et al., 2016), corroborando estudos que relatam a
reducdo da enzima Oxido nitrico sintase (INOS) in vivo (CHEN et al., 2014; MAHMOUD-
AWNY et al., 2015; SONG et al., 2016;) em contraste com o estudo de Gao e colaboradores
(2014) que relata 0 aumento de NO na mucosa gastrica, entretanto, estudos sugeriram que,
apoés o uso de drogas IBP’s, o nivel de protecdo da mucosa gastrica foi positivamente
correlacionado com o NO. O OME em modelos de indugdo gastrica reduziu os marcadores
motilina (MOT) e substancia P (SP) em contraste com o aumento de somatostatina (SS) e
peptideo intestinal vasoativo (VIP), sugerindo que a inibicdo destes hormonios
gastrointestinais excitatorios e a estimulagdo dos horménios inibitérios pelo OME promove a
gastroprotecdo (CHEN et al., 2014). A MOT e SP sd hormonios gastrointestinais
excitatorios estimuladas por lesbes de estbmago, aumentando gradativamente a secrecdo de
acido gastrico, o que faz com que a acidez estomacal agrave as lesfes gastricas (WANG et al.,
2011; Ll etal., 2014). A SS e VIP séo hormonios gastrointestinais inibidores, os quais podem
inibir a secrecdo de acido gastrico (ZHOU et al., 2014).

3.4 Atividade antinecrotica do Omeprazol

A necrose é a morte celular "comum™ com as caracteristicas de um processo passivo,
enquanto a apoptose € uma forma "especial" de morte celular com as caracteristicas de um
processo ativo (DENECKER et al., 2001) demonstrando que apoptose e a necrose sdo duas
formas distintas de morte celular (BALLA et al., 2001). A necrose € considerada uma forma
de morte celular desregulada. Na verdade, a morte celular por necrose resulta na libertacéo de
moléculas com propriedades pré-inflamatorias, que possuem multiplos eventos celulares
simultaneos culminando em inchago celular, agregacdo da cromatina, desorganizacdo do
citoplasma, perda da integridade da membrana plasmatica e ruptura da membrana. Essa
ruptura resulta na liberacdo de plasma dos componentes da célula para o meio extracelular,
processo que pode gerar uma resposta inflamatoria significativa. Dessa forma, a necrose € um
modo mais inflamatdrio de morte celular do que a apoptose (CHAVEZ-VALDEZ; MARTIN;
NORTHINGTON, 2012). A Tabela 4 apresenta os estudos nédo clinicos referentes a utilizagdo
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do OME como agente antinecrético, detalhando seu uso in vivo (7) em doses que variam entre
10 uM-60 mg/kg.

A decisdo da entrada em ciclo de morte celular por necrose ou apoptose é ditada pelo
menos em parte, pela quantidade das reservas de energia intracelular. Portanto, ao passo que a
apoptose requer uma quantidade minima de adenosina trifosfato (ATP) intracelular, a necrose
é geralmente acompanhada por seu esgotamento total (NICOTERA; LEIST; FERRANDO-
MAY, 1998). Deste modo, a necrose pode ser vista como um tipo de morte celular acidental.
A necrose carece de um marcador bioquimico especifico, além da presenca de
permeabilizacdo da membrana plasmatica, que pode ser detectada por microscopia eletrdnica
(VAKKILA; LOTZE, 2004).

O OME preveniu, de forma dependente da dose, a lesdo necrdtica induzida em ratos
(BLANDIZZ et al., 1995), sugerido pelo aumento da barreira da mucosa gastrica
(BLANDIZZ et al., 1994; BLANDIZZ et al., 2000) e pela reducdo da éarea necrética induzida
pelo levantamento da pele na regido abdominal em ratos (SEN et al., 2017). O OME em
modelos de lesdo gastrica reduziu as lesdes ulcerativas (EL-ASHMAWY et al., 2016),
incidéncia de hemorragias gastricas (KINGSEY et al., 2011), preveniu lesdes visiveis com
auséncia de edema, erosdes e necrose em células endoteliais gastricas (MORINI et al.,
1995a,b) e a permeabilidade vascular (MAITY et al., 2012).
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Tabela 4: Atividade antinecrética do OME em estudos ndo clinicos

In vivo - Ratos (n=7-12) Lesdo gastrica induzida por 1 mL salina 10; 30; 100 uMlI (1.G) Em tecidos pré-tratados com o OME néo houve MORINI et al.,1995
hipertdnica 25% necrose.
In vivo - Ratos (n=12) Lesdo gastrica induzida por indometacina 10-100 uM/kg (V.0O) Auséncia de necrose em células endoteliais MORINI et al., 1995
(20 mg/kg,) gastricas.
In vivo - Ratos (n=6-10) Lesdo gastrica induzida por etanol-HCI e 120 um/KG kg O OME preveni de forma dependente da dose a BLANDIZZ et al., 2000
ligacéo do piloro lesdo necrdtica, devido ao aumento da barreira da
30 pM/Kg (1.D) mucosa gastrica
In vivo - Ratos (n=4) Lesdo gastrica induzida por etanol-HCl e 10; 30; 60mg/kg (V.O) OME causou uma redugdo significativa do dano BLANDIZZ et al., 1995
ligacdo do piloro necrético da mucosa. Sugere que essa acao se da
pelo aumento da barreira do muco géstrico
In vivo - Ratos (n=4) LesOes gastricas induzidas pelo etanol 20 mg/kg (V.O) Reducdo de area necrética na mucosa gastrica AL-SAYED; EL-NAGA,
2015
In vivo - Ratos (n=4) Lesdo da mucosa gastrica induzida por 15; 30; 60 mg/kg (1.P) Protecdo da mucosa gastrica do dano necrético BLANDIZZ et al., 1994
choque hemorrégico sugere-se que o aumento da secre¢do de muco
géstrico contribui para essa a¢do protetora
In vivo - Ratos (n=10) Indugdo de cirrose por Tioacetamida 15mg/kg (V.O) Reduc&o de tecido necrotico GAO et al., 2014
0,03% em ratos com hipertenséo portal
cirrdtica
In vivo — Ratos (7) Les&o induzida por aletas (levantamento da 10- 40 mg/kg (1.P) Reduc&o de tecido necrotico SEN et al., 2017

pele na regido abdominal)

V.0 = Viaoral, I.P = Via intraperitoneal, V.D = Via dérmica
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O OME aumento do fluxo sanguineo na mucosa gastrica de ratos e expressdo de
glicoproteina géastrica (GAO et al., 2014), utilizada como indicador preciso e sensivel que
reflete a condicdo da mucosa gastrica e também desempenhar um papel importante com
antiacido, resistindo a pepsina e evitando a ulceragdo ajudando a proteger a integridade da
mucosa (FANG et al., 2013; GAO et al., 2014) e reducdo da infiltracdo de neutréfilos no
tecido (GAO et al., 2014).

3.5 Atividade antiapoptotica do Omeprazol

A Tabela 5 apresenta os estudos ndo clinicos referentes a utilizagdo do OME como
agente antiapoptatico, detalhando seu uso in vivo (15) com doses entre 400 uM — 120 mg/kg e
in vitro (1) com células cancerigenas (células de neuroblastoma (SH-SY5Y), micréglia
humana (THP) em uma concentracdo de 10 uM/mL. A apoptose também ocorre como um
mecanismo de defesa, em reacBes imunes ou quando as células sdo danificadas por agentes
causadores de doencas (NORBURY; HICKSON, 2001). Embora sejam conhecidas uma
grande variedade de estimulos e condigdes, tanto fisioldgicas quanto patoldgicas que podem
desencadear apoptose, nem todas as células necessariamente morrem em resposta a0 mesmo
estimulo como lesdo, no entanto a morte apoptética € conduzida através da proteina p53
(ELMORE, 2007).

A morte celular programada é um padrdo encontrado na lesdo das células epiteliais
intestinais induzidas por isquemia seguida de reperfusdo (IKEDA et al., 1998). A elevacao de
gastrina no soro de ratos induzida pelo OME melhorou a lesdo intestinal ap6s isquemia
seguida de reperfusdo, com reducdo do marcador apoptético caspase 3 e aumento da
expressao do receptor B de colecistoquinina 2 (CCK-2) sugerindo que o efeito antiapoptotico
do OME pode estar associado a atividade deste (LIU et al., 2016). Tendo em vista que a via
deste receptor poderia aumentar a proliferacdo celular no epitélio intestinal (JIN et al., 2009),
efeito também observado no estudo de Zheng e colaboradores (2016) com o aumento da
expressdo do antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA), o receptor CCK-2 é
considerado um mediador critico para a protecdo intestinal na isquemia seguida de reperfuséo

intestinal em ratos com hipergastrinemia induzida pelo OME.
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Tabela 5: Atividade antiapoptética do OME em estudos ndo clinicos

In vivo - Ratos (n=6)

In vivo - Ratos (n=6)

In vivo - Ratos (n=15)

In vitro - Cultura de
células de
Neuroblastoma (SH-
SY5Y) [microglia
humana] THP

In vivo -
Camundongos (n=6)

In vivo — Ratos (n= 8-
30)

In vivo — Ratos (7-8)

Inducéo de lesdo gastrica por
ligacdo do piloro (ulcera péptica)

Indugdo de lesdo géastrica por etanol
absoluto 5mL/kg

Indugdo de lesdo intestinal induzida
por isquemia por 60 minutos
seguida de reperfusdo de 60 minutos
através da artéria mesentérica
superior

Inducéo de estresse por
lipopolisacarideos combinados com
interferon-Y

Inducéo de lesdo gastrica por por
etanol 100% (0,1mL/kg) e restricdo
a frio intragastrico

Inducéo de lesdo gastrica por
ulceragdo gastrica induzida pelo
estresse do frio de retencéo;
ulceragdo gastrica induzida por
indometacina (48 mg/kg, p.o) e
secrecdo de &cido gastrico induzida
por ligadura de piloro

Inducéo de isquemia / reperfuséo da
mucosa gastrica (I /R)

40mg/kg (V.0)

20mg/kg (V.0)

120 mg/kg (V.O)

10pM

400ma/kg (1.P)

2 e 5mg/kg (V.0)

20 mg/kg (V.O)

Bloqueio da fragmentacdo do DNA,
sugerindo o seu papel antiapoptético na
prevencdo da morte celular durante a
ulceragdo

Reducdo de caspase 3

Reducdo da apoptose das células intestinais

Reduc&o da neurotoxidade microglial e
monocitica humana

Reducdo de apoptose

Reducdo da fragmentacdo do DNA

Reducéo de Bcl-2 e caspase 3

MUTHURAMAN; SOOD,2010

EL-NAGA, 2015

LIU etal., 2016

HASHIOKA,; KLEGERIS;
MCGEER, 2009

ZHANG et al., 2016

BISWAS et al., 2003

MAHMOUD-AWNY et al., 2015
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In vivo - Ratos (N=8)

In vivo - Ratos (N=7-9)

In vivo - Ratos (N=6-8)

In vivo - Ratos (N=6)

In vivo - Ratos (N=6)

In vivo - Ratos (N=8)

In vivo - Esquilo-da-
mongolia (N=6-8)

In vivo - Ratos (N=6-
35)

In vivo - Ratos (N=10)

Isquemia seguida de reperfuséo,

LesBes gastricas induzidas pelo
etanol

Les0es géastricas induzidas pelo
etanol

Lesdes gastricas induzidas pelo
etanol

Inducéo de gastrite através da
aplicacéo de lipopotysacarideo de
H. pylori

Inducéo de gastrite por H. pylori

Indugdo de gastrite através de etanol

Indugdo de ulcera por &cido acético

40mg/mg (V.0)

400 pM/kg 10 semanas
(V.0)
20 mg/ kg (V.O)

20 mg/kg (V.O)

20 mg/dl (V.O)

40 mg / kg (V.0)

10 mg/kg (V.0)

1;5 e 36 mg/kg (V.0)

400umol/kg (1.P)

Reducdo de célcio total e fragmentacdo do
material genético e restauracdo dos niveis de
ATP mitocondrial

Aumento da expressdo de Ntrk2 e reducéo de
Egrl

Diminuigdo citocromo C, caspase 3 e
fragmentagdo do DNA

Reducéo de caspase 3

Diminuicdo da Proteina BAX

Diminuicéo de caspase 3

Aumentou a quantidade de Bcl-2
Reducdo da fragmentacdo do DNA

Reduc&o da leséo géstrica, aumento do indice
mitético e reducdo do indice apoptotico

MUTHURAMAN, RAMESH,
CHAUHAN, 2011

NORSETT et al., 2005

EL-MARAGHY:; RIZK; SHAHIN,
2015
AL-SAYED; EL-NAGA, 2015
AL BATRAN et al., 2013

SLOMIANY; PIOTROWSKI,
SLOMIANY, 1999

BRZOZOWSKI et al., 2006

CHATTOPADHYAY etal., 2004

LI; HELANDER,1996

Legenda: Bcl-2 = Célula-B de linfoma 2, BAX = BCL-2 associada a proteina X, Ntrk2 = Receptor neurotrofico de tirosina quinase 2, Egrl = Proteina de resposta de

crescimento precoce 1, ATP = Adenosina trifosfato, V.O = Via oral, I.P = Via intraperitoneal
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O tratamento com OME reduziu lesdo gastrica, em estudos ndo clinicos, gerou uma
reducdo da apoptose mediada pela diminuigéo de caspase 3 in vivo (MAHMOUD-AWNY et
al., 2015; EL-MARAGHY:; RIZK; SHAHIN, 2015; LIU et al., 2016); e em modelo de gastrite
por H. pylori devido ao aumento do marcador Bcl-2 (MAHMOUD-AWNY et al., 2015;
BRZOZOWSKI et al., 2006), proteina antiapoptdtica (ROUNDVAUX et al., 2014), e reducdo
de BCL-2 associada a proteina X (BAX) (AL BATRAN et al., 2013), proteina apoptotica
(ROUNDVAUX et al., 2014). Estes achados s@o consideraveis, tendo em vista que a inducéao
de apoptose € um importante mecanismo da lesdo gastrica aguda (LOU et al., 2013) (Tabela
5). A abertura dos poros de transicdo de permeabilidade mitocondrial é observada em
processos de apoptose e necrose (KIM et al., 2003). AlteragcOes que resultam na modulacéo da
funcdo mitocondrial como sobrecarga de calcio e inibicdo da funcdo da cadeia respiratoria
levam a deplecdo de ATP, fragmentacdo de DNA e lesdo irreversivel do tecido (ZHOU et al.,
2010).

Foi sugerido que o processo apoptotico causado por lesdo gastrica em ratos tratados
com o OME foi reduzido pela: reducdo do célcio mitocondrial (MUTHURAMAN;
RAMESH; CHAUHAN, 2011), pois os radicais livres intracelulares e a acumulacgéo de calcio
sdo mediadores conhecidos da abertura dos poros de transi¢do de permeabilidade mitocondrial
na apoptose (JIANG et al.,, 2007); aumento do ATP mitocondrial que estd ligado a
manutencdo da respiracdo celular (MUTHURAMAN; RAMESH; CHAUHAN, 2011);
reducdo do citocromo C mitocondrial (EL-MARAGHY; RIZK; SHAHIN, 2015) pela via de
ativacdo das caspases definindo uma via apoptética em mamiferos (JIANG; WANG, 2004);
blogqueio da fragmentacdo de DNA observada em tecido gastrico de ratos (BISWAS et al.,
2003; MUTHURAMAN; SO0OD,2010; MUTHURAMAN; RAMESH; CHAUHAN, 2011),
visto que este processo leva a ativacao de moléculas pré-apoptoticas (FERREIRA et al., 2010)
(Tabela 5).

Em vérios estudos que OME reduziu a frequéncia de apoptose também foi
demonstrada reducdo da lesdo no tecido gastrico e intestinal. Efeitos constatados com a
elevacdo de marcadores antioxidantes e reducdo de inflamatorios, assim como devido ao
aumento da expressao de Ntrk2 e da reducdo da proteina de resposta de crescimento precoce
(Egrl) (N@RSETT et al., 2005). O gene com regulagdo positiva de Ntrk2 é localizado em
uma subpopulacdo de células endocrinas gastrointestinais humanas e foi relacionado como
indutor da proliferacdo e/ou inibidor apoptético (ESTEBAN et al., 1995).
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O Egrl também é regulado de forma negativa em ratos tratados com OME, no qual a
regulacdo desse gene esta ligada ao aumento positivo da p53, proteina supressora de tumor,
que tem papéis essenciais na parada do ciclo celular, reparo do DNA, angiogénese, autofagia,
migracéo, envelhecimento, senescéncia e na propria apoptose (NGRSETT et al., 2005; REED;
QUELLE, 2014). O OME em culturas celulares de mieloma multiplo (RPMI8226, U266)
mostrou a¢do citotoxica limitada em concentracdo de 200 uM, demonstrando que para atingir
uma atividade antiproliferativa induzindo morte celular sdo necessarias altas concentracfes
deste farmaco (CANITANO et al., 2016). No entanto, houve reducdo da citotoxidade em
cultura de células da microglia e THP-1 monocitica humana (HASHIOKA; KLEGERIS;
MCGEER, 2009) (Tabela 5).

3.6 Atividades do OME associadas a prevencao de morte celular

Durante a lesdo gastrica e intestinal foi observado um aumento da producdo de ERO’s
e gueda da atividade das defesas antioxidantes (SOD, CAT, GSH e GPX) na célula
permitindo que varios componentes celulares figuem expostos a danos oxidativos, como a
membrana plasmaética observado pela elevacdo de MDA, fragmentacdo de DNA e dano em
proteinas celulares com a reducdo da expressdo de HSP70 que € responsavel pelo reparo de
proteinas danificadas nas células. A resposta inflamatoria ocasionada pelas lesGes induzidas
nos estudos foi relatada pelo aumento de TNF-a, responsavel por ativar a cascata inflamatoria
elevando os niveis de COX-2, e pela regulacdo positiva de NF-kB, indutor da expressao
celular de citocinas pré-inflamatorias (IL-1pB, IL-6, IL-8, TNF-0) e supressor da citocina anti-
inflamatdria IL-10 (Figura 2).

A influéncia de um agente estressor tecidual causa instabilidade nas funcdes celulares
induzindo principalmente danos oxidativos que se ndo reparados levam a célula a entrar em
uma das vias de morte celular. Esta € sinalizada pela reducdo de proteinas antiapoptéticas,
como a BCL2 e BCL-XL, responsaveis pelo controle da liberacdo de citocromo C, e pelo
aumento de proteinas apoptéticas, como BAX e caspase 3, indutoras de apoptose. No entanto,
este processo sO € viavel na presenca de ATP, sendo este, um fator determinante para a
selecdo da via, visto que baixos niveis de ATP dificultam a organizacdo da via apoptotica
levando a célula a uma morte celular mais desorganizada e simples como a necrose (Figura
2).

O OME foi capaz de elevar a atividade das defesas antioxidantes (SOD, CAT, GSH e

GPX) proximo aos niveis de normalidade, reduzindo os danos oxidativos observados pela
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diminuigdo de ERO’s, MDA, fragmentagdo de DNA e proteinas, e pela elevagdo de HSP70.
Quanto a capacidade anti-inflamatéria do OME, este foi capaz de reduzir a inflamacgéo
tecidual com o decréscimo das citocinas pro-inflamatorias (IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a),
mediadores da inflamacdo COX-2 e NF-kB e aumento da citocina anti-inflamatéria (I1L-10). A
reducdo de proteinas pro-apoptéticas (BAX e capase 3) e elevacdo de antiapoptdticas (BCL-2,
BCL-XL) durante o tratamento do OME em tecidos lesionados demonstrou sua capacidade
antiapoptética (Figura 2).

O efeito citoprotetor do OME foi observado em estudos clinicos e nao clinicos. Em
resumo, foi sugerido que o OME através das vias que foram anteriormente detalhadas tem
capacidade antioxidante (Tabela 1), anti-inflamatéria (Tabela 2), antinecrética (Tabela 4) e
antiapoptdtica (Tabela 5), evidenciado por sua atividade gastroprotetora (Tabela 3) (Figura
2).

Figura 2: Mecanismos de prevenc¢do da morte celular
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3.7 Atividade pro-apoptotica do OME

A Tabela 6 apresenta os estudos ndo clinicos referentes a utilizagdo do OME como
agente pré-apoptaético, detalhando seu uso nos modelos xenogréafico (3 artigos) com células
cancerigenas (células quimio resistentes ao paclitaxel Heya8-MDR, SKOV3-TR, ES-2, RMG-
1 e com células de carcinoma de co6lon (320 WT e 320MUT) em doses que variaram de 20
mg/kg a 50 mg/kg. Em linhagens de células neoplasicas (5 artigos) (células de mieloma
RPMI8226 e U266, de cancer gastrico humano (HGC-27), de glioblastoma (U-87), de cancer
do coélon humano (HCT-116 e células HCA-7), e de linfocitos T Jurkat) em concentractes
entre 10 uM — 10 uM, e em células normais (2 artigos) (células estaminais mesenquimais
humanas precursores de osteoblastos humanos isolado do sangue periférico, e neutrofilos
polimorfonucleados) com concentragdes variando entre 10"°a 5x10* M.

A apoptose ocorre normalmente durante o desenvolvimento e envelhecimento celular
como um mecanismo homeostatico para manter populacdes de células nos tecidos. O
equilibrio entre a proliferacdo e a apoptose celular garante o controle da homeostase, no
entanto, uma falha nesses processos pode desencadear processos patoldgicos como doencas
autoimunes, neurodegenerativas e o cancer (MUKHTAR et al., 2012). A apoptose possui
diversos critérios morfoldgicos principais como o encolhimento celular, condensacdo e
marginalizacdo da cromatina nuclear, fragmentacdo do DNA, vacuolizacdo citoplasmatica,
lise celular (KANDUC et al., 2002).

O OME aumentou a taxa de apoptose no tratamento de células em conjunto com o
paclitaxel em células quimiorresistentes (HeyA8-MDR, SKOV3-TR) e em linhagens de
carcinoma de células claras (ES-2, RMG-1) (LEE et al., 2015) (Tabela 6). Em células de
cancer gastrico humano (HGC-27) inibiu seletivamente a proliferacdo celular reconhecida
pelo encolhimento e perda da monocamada confluente, demostrando uma atividade apoptética
(ZHAZG et al., 2013). Observou-se o mesmo efeito em células de carcinoma de colén em
modelo xenografico, e em células de colon, com o aumento da secre¢do de gastrina, elevando
a expressdao do gene de resposta imediata X-1 (IEX-1), gene sensivel ao estresse
(KONDRATYEYV et al., 1996; MUERKOSTER et al., 2005; MUERKOSTER et al., 2008). A
atividade apoptotica do OME foi sugerida também pela redugédo de Bcl-2 (BRZOZOWSKI et
al., 2006; MAHMOUD-AWNY et al., 2015), BCL-XL e survivina (PATLOLLA et al., 2012),
outra proteina antiapoptotica (PAVLYUKOQV et al., 2011) e p21 que desempenha um papel
essencial na parada do ciclo celular, ap6s danos no DNA (DENG et al., 1995).
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Tabela 6: Atividade apoptética do OME em estudos néo clinicos

In vivo — Camundongos
(N=5)

In vivo —-Camundongo
(n=5)

In vivo — Ratos (N=8)

In vitro — Células
precursores de
osteoblastos e

osteoclastos

In vitro - RPM18226 e
U266

In vitro- HGC-27

In vitro- linfécitos T
jurkart

Hipergastrinemia induzida por OME em
camundongos (N=5) inoculado com
células de carcinoma de col6n 320WT e
colén 320MUT

Indugdo de tumor Colo320wt em
Camundongo (n=5)

Lesdo de constricdo cronica induzida e
inducéo de estresse oxidativo por LPS em
cultura celular U-87.

Cultura celular. Células precursoras de
osteoclastos humanos Isolado do sangue
periférico, e em células estaminais
mesenguimais humanas (Precursores de
osteoblastos)

Cultura celular de mieloma RPMI18226,
U266.

Cultura de células HGC-27 (cancer
gastrico humano)

Cultura celular linfécitos T jurkart (1x
106/MlI)

OME 75mg/kg em 200mL
NaCl a 0,9% durante 20
dias (dose diaria) (I.P)

75mg/kg (V.O)

10, 30, 50 mg/ kg 14 dias
(V.0) 10 - 200 uM

101°M a 103M

200pM

10pg/mL

10* M a 10°M

Aumento de células apoptdticas, da secre¢do de
G17 que aumenta a expressao de IEX-1 em células
de carcinoma de coldn ao expressar o receptor
CCK-2

MUERKOSTER et al., 2008

Reduco significativa do tamanho dos tumores
Colo320wt em 40% com aumento de células
apoptoticas por expressao o receptor de CCK-2 do
tipo selvagem conduzindo deste modo uma
diminuigdo do crescimento tumoral

MUERKOSTER et al., 2005

Reducédo da viabilidade de células de gliobastoma CHANCHAL et al., 2016

Aumento da taxa apoptotica e diminuiu a atividade
enzimética TRAP

COSTA-RODRIGUES et al.,
2013

Aumento da taxa apoptotica CANITANO et al., 2016

Inducéo de apoptose inibindo seletivamente a ZHAZG etal., 2013

proliferacdo celular de cancer

Reduc&o da viabilidade celular, aumento da caspase
3, pro-caspase 3 e PARP-1 e desestabilizacao

lisossomal precoce SCARINGI et al., 2004
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In vitro- Neutréfilos Cultura celular de neutrofilos

polimorfonucleados polimorfonucleados (1x106/MI)
In vitro- HCT-116 e Linhas celulares de cancer do célon
HCA-7 humano HCT-116 e células HCA-7
In vitro- Heya8-MDR, Linhagem de células quimio resistentes

SKOV3-TR, ES-2, RMG-  Heya8-MDR, SKOV3-TR, ES-2, RMG-1

1in vivo—(l\(ljiagl;ndongos inoculadas em camundongos

5x10*M, Ix104M, 5x10-°M,
2,5x10°"M

50-400 pM

OME e 20mg/mL +
paclitaxel (cultura célular)
OME 50mg/kg+ paclitaxel
120ug por animal In vivo

(1.P)

Efeito apoptotico na cultura celular depende das
proteases cisteina catepsina, da caspase 3

Inducéo da p21; Diminuiu a expressao de proteinas
antiapoptotica Bcl-2, Bel-XL e Survivina

Aumento da citotoxicidade e ou apoptose de
carcinoma de células quimio resistentes (Heya8-
MDR, SKOV3-TR) e células de carcinomas claras
(ES-2, RMG-1.) Inibicdo da Vy-Atepase e redugdo
do microambiente acido do tumor, diminuicéo do
tumor em ratos

CAPODICASA et al., 2008

PATLOLLA etal.,2012

LEE et al., 2015

Legenda: BCL-2 = Célula-B de linfoma 2, BCL-XL = Linfoma de células B - extra grande, p21= Proteina 21, PARP-1 = Enzima poli (ADP-ribose) polimerase,

TRAP = Fosfatase acida resistente ao tartarato, CCK-2 = Receptor B de colecistoquinina, IEX-1 = Gene de resposta imediata X-1, V.O = Via oral, |.P = Via intraperitoneal
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Em células normais, o aumento da caspase 3 foi observado em cultura de neutrofilos
polimorfonucleares humanos (CAPODICASA et al., 2008) atividade também observada em
linhagem de linfocitos T (Jurkat T) com a clivagem da enzima poli (ADP-ribose) polimerase
(PARP-1) (SCARINGI et al., 2004) enzima nuclear envolvida no reparo e estabilidade do
DNA e sua inibicdo ocorre devido a danos genotoxicos que levam a diminuicdo das taxas de
reparo do DNA e aumento de ERO’s (NIKOLETOPOULOU et al., 2013). Também foi
observado a desestabilizacdo dos lisossomos celulares (SCARINGI et al., 2004), onde
essa organela esta envolvida na degradacdo acida implicada na regulacdo da morte celular
(Tabela 6). Uma caracteristica comum para os lisossomas e mitocondrias € 0 aumento da
permeabilidade da membrana, resultando na libertacdo do seu conteudo na fase inicial da
apoptose (MATHIASEN; JAATTELA, 2002).

Em células precursoras de osteoclastos e osteoblastos, ha uma diminuicdo da atividade
enzimatica da fosfatase &cida resistente ao tartarato (TRAP), demonstrando um efeito
apoptotico nestas células (COSTA-RODRIGUES et al., 2013). Tendo em vista que a TRAP
foi amplamente considerada como um marcador de células 6sseas (LODATO et al., 2010)
(Tabela 6).

3.8 Atividades do OME que induzem a morte celular

O processo de morte celular € observado em situacfes de danos celulares extensivos
ou irreversiveis principalmente em situacdes de elevacdo do estresse oxidativo que lesam
lipideos, proteinas e o material genético celular levando a instabilidade génica induzindo a
célula a entrar em processo de morte celular ou perpetuar as alteracdes no seu DNA levando a
um processo carcinogénico. O OME foi capaz de aumentar a desestabilizagdo e
permeabilidade lisossomal implicando no processo de digestdo celular, proteina apoptotica
caspase 3, reduzir proteinas antiapoptéticas (BCL-2, BCL-XL, Survivina), aumento da
expressdo de PARP-1 reduzindo o reparo de DNA e elevando a ERO’s gerando lesdo no
material genético ativando a expressdo de IEX-1 durante o estresse celular e reduziu a p21
inibindo a parada do ciclo celular. Esses fatores demonstram o papel do OME na inducéo da
morte celular, mas também a sua capacidade de reduzir o reparo do DNA. Muito embora, a
atividade apoptética foi observada em células neoplasicas que em conjunto com a parada do
ciclo celular, vista em modelo xenografico, demonstra a capacidade do OME como agente
antitumoral. Contudo o OME reduziu a viabilidade de células normais em culturas primarias

de medula 6ssea e em neutrofilos polimorfonucleados (Figura 3).
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Figura 3: Mecanismos de inducéo da morte celular
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Em resumo, o OME foi capaz de elevar a atividade das defesas antioxidantes em
modelos de lesdo gastrica e intestinal em animais, proximo aos niveis de normalidade,
reduzindo os danos oxidativos. A atividade anti-inflamatéria do OME foi observada pela
reducdo das citocinas pro-inflamatorias, mediadores da inflamacéo e elevacdo de citocinas
anti-inflamatorias. Com a restauracdo das defesas antioxidantes e modulacdo do processo
inflamatdrio, as celulas teciduais foram protegidas principalmente contra danos oxidativos,
reduzindo os processos indutores da morte celular, efeito comprovado pela reducdo de
marcadores moleculares apopt6ticos, como a caspase 3, BAX e citocromo C; assim como pela
elevacdo de marcadores antiapoptoticos como BCL-2 e BCL-XL, e da sua atividade
antinecrotica sobre a mucosa gastrica, evidenciando o efeito gastroprotetor do OME.

Entretanto, a capacidade pré-apoptotica do OME também foi observados em modelos animais
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xenograficos, com reducdo da massa tumoral e em cultura de células cancerigenas a reducéo
da viabilidade celular. Além desse efeito ser também observado em cultura primaria de

células da medula e em neutréfilos polimorfonucleados, podendo desencadear a morte celular.
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RESUMO

A gastrite € uma infiltragdo da mucosa gastrica na parede do estdmago, devido ao
desequilibrio entre os agentes lesivos (acido cloridrico e pepsina). Os inibidores da bomba de
protons (IBP’s), dentre eles o Omeprazol, sdo considerados 0s supressores mais eficazes da
secrecdo de acido gastrico, porém seus efeitos colaterais, toxicos e genotoxicos devem ser
considerados, ja que ainda geram controvérsias. Assim, o estudo objetivou 0 monitoramento
de danos genotdxicos, oxidantes e apoptoticos em linfdcitos de sangue periférico de pacientes
com gastrite em terapia com omeprazol com aplicacdo do ensaio cometa em sua versdo
alcalina. E, ainda, avaliar os possiveis mecanismos de danos oxidativos no DNA e defesas
antioxidantes no organismo, incluindo as correlacdes entre biomarcadores citogenéticos,
estresse oxidativo, defesas enzimaticas e estilo de vida. Participaram da pesquisa 132
pacientes distribuidos nos grupos sem gastrite (26 pacientes); com gastrite (26 pacientes);
com gastrite e infeccdo por Helicobacter pylori (16 pacientes); sem gastrite em terapia com
omeprazol (22 pacientes); com gastrite em terapia com omeprazol (26 pacientes); com gastrite
e infeccdo com H. pylori e em terapia com omeprazol (16 pacientes). O Omeprazol induziu
danos genotodxicos e apoptose em pacientes com gastrite. Também foi observado aumento de
catalase e superoxido dismutase, bem como de peroxidacéo lipidica e de nitrito. Correlagdes
positivas foram evidenciadas entre o tabagismo, exercicio fisico e exposi¢do a quimicos com
0s danos ao DNA e com apoptose, bem como entre os biomarcadores citogenéticos. Os dados
apontam que o0s pacientes em terapia com o0 omeprazol devem ser monitorados quanto aos
riscos de instabilidade gendmica como estratégia para a prevencdo do cancer.

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

Gastritis is an infiltration of the gastric mucosa inducing inflammation in the stomach wall
due to the imbalance between the harmful agents (hydrochloric acid and pepsin). Proton pump
inhibitors (PPIs), among them there is Omeprazole, are considered the most effective
suppressors of gastric acid secretion, however their side effects, toxicity and genotoxic should
be considered by its controversial actions. However, damage to genetic material still causes
controversy. Thus, the study aimed the biomonitoring of genotoxic, oxidant and apoptotic
damages in peripheral blood lymphocytes of gastric patients with omeprazole treatment with
application of the alkaline version comet assay. Also, to evaluate the possible mechanisms of
oxidative damage of endogenous antioxidant defenses, including the correlations between
cytogenetic biomarkers, oxidative stress, enzymatic defenses and lifestyle. A total of 132
patients distributed in the SG groups - without gastritis (26 patients) participated in the study;
without gastritis (26 patients); with gastritis (26 patients); with gastritis and Helicobacter
pylori infection (16 patients); without gastritis in omeprazole therapy (22 patients); with
gastritis in omeprazole therapy (26 patients); with gastritis infection with H. pylori and in
therapy with omeprazole (16 patients). Omeprazole induces genotoxic damage in a patient
with gastritis. It was also observed an increase of catalase and superoxide dismutase, as well
as lipid and nitrite peroxidation. Positive correlations were evidenced between smoking,
physical exercise and exposure to chemicals with DNA damage and with apoptosis, as well as
between cytogenetic biomarkers. The data indicate that patients in omeprazole therapy should
be monitored for the risks of genomic instability as a strategy for cancer prevention.

Key words: Omeprazole. Genotoxicity. Oxidative stress. Antioxidants.
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1 INTRODUCAO

Diversos fatores causam danos na mucosa gastrica e geram lesdes pelo desequilibrio
entre os agentes lesivos (acido cloridrico [Hcl] e pepsina), que desestabilizam a barreira
géastrica, e mecanismos protetores da mucosa, desencadeando, assim, uma inflamag&o aguda
(KWIECIEN et al. 2002; BALLWEG et al, 2017). Esse desequilibrio proporciona a perda da
protecdo da mucosa, devido a deficiéncia da secrecdo de muco e bicarbonato, bem como,
dificuldade na re-epitelizacdo, tornando-a mais permedvel ao HCl e levando a sua
degeneracdo (MALFERTHEINER; CHAN; MCCOLL, 2009; SONG et al, 2017). As lesdes
gastricas podem ser desencadeadas e agravadas por fatores como o uso de drogas anti-
inflamatdrias ndo-esteroidais, estresse, tabagismo, consumo excessivo de alcool e pela
presenca, no trato gastrointestinal, da Helicobacter pylori (ALQASOUMI et al., 2009;
PANDYA et al.,, 2017). E podem ser caracterizadas apenas por lesdes superficiais e
inflamatdrias, como a gastrite, ou comprometer a integridade do revestimento do estdmago ou
do duodeno, atingindo desde as camadas superficiais, até as mais profundas camadas da
parede muscular da mucosa gastrica, como é o caso das Ulceras gastricas (BANSAL et al.,
2009; HONG et al, 2017).

O principal objetivo terapéutico no tratamento das lesdes gastricas € a reducdo da
secrecdo do HCI, para criar um ambiente favoravel para a cicatrizacdo da ferida e alivio dos
sintomas (LEWIS, 2003; LAHNER et al, 2014). Os inibidores da bomba de prétons (IBPs)
(Omeprazol [OME], Lansoprazol, Rabeprasol, Pantoprazol, Esomeprazol e Dexlansoprazol)
sdo 0s agentes mais eficazes para suprimir a acidez gastrica, pois tem como alvo a bomba de
prétons presente na célula parietal, responsaveis pela secrecdo do HClI (SCHUBERT;,
PEURA, 2008; MINALYAN et al, 2017). Contudo, o uso de IBPs pode apresentar alguns
efeitos adversos leves como cefaléia, diarréia, nausea, constipacdo, dor abdominal, prurido,
hipersecrecdo acida rebote, ma absorcéo, deficiéncia de vitamina B12 e hipotensdo (O'NEIL;
LEONARD, 2011), bem como efeitos mais graves, os quais podem levar & formagdo de
cancer géastrico, como aumento da producdo da gastrina, levando a hipergastrinemia,
resultante da menor liberacdo de somatostatina a partir das células D, desenvolvimento de
polipos gastricos, e 0 aumento do risco de infecgdo bacteriana, como pela H. pylori (YUAN,
et al., 2006; CHUBINEH; BIRK, 2012). Entretanto, ainda sdo escassos relatos sobre os

efeitos do OME em relacéo ao material genético.
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Assim, torna-se importante o biomonitoramento clinico de terapias com OME frente aos
seus possiveis danos ao DNA, devido as suas associa¢fes e uso indiscriminado (WONG,
2003). Agéncias regulatorias como a Food and Drug Administration (FDA), European
Medicines Agency (EMA) e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
preconizam diversos testes de genotoxicidade (in vitro e in vivo), dentre eles o ensaio cometa,
que detectam o potencial de uma droga de induzir mutacdes genéticas ou aberracGes
cromossémicas, para a validacdo de uma droga (ARALDI et al., 2015). O ensaio cometa pode
ser utilizado para avaliagbes de genotoxicidade, biomonitoramento humano e
ecogenotoxicidade, além de ser uma ferramenta de escolha para avaliagdo de risco,
diagndstico precoce, monitoramento de terapia e prognostico de doengas como o cancer, por
ser capaz de mensurar danos ao DNA, como quebras de fita simples e dupla, incluindo danos
oxidativos causados por espécies reativas de oxigénio (EROs), e reparo (COLLINS, 2014;
GUNASEKARANA; RAJ; CHAND, 2015).

Elevados niveis de EROs causam danos ao DNA, proteinas e lipideos, promovendo
instabilidade genética e tumorigénese, pela ativacao de vias de sinalizacdo, perda de funcédo de
genes supressores de tumores, aumento do metabolismo de glicose, adaptacdes a hipdxia e
geracdo de mutagdes, contribuindo assim, para o crescimento anormal de células, metastase,
resisténcia a apoptose, angiogénese, e consequentemente, com o desenvolvimento do cancer
(MOLONEY; GOTTER, 2017). O estresse oxidativo nas células, representado pelo aumento
dos niveis de EROs, pode ser minimizado por mecanismos de defesas antioxidantes. A
capacidade antioxidante de células humanas consiste na sintese enddgena de antioxidantes
como Superoxido Dismutase (SOD), Glutationa (GSH), Catalase (CAT) peroxireduxinas,
dentre outras (PROPAC et al., 2017), que podem ser utilizados como biomarcadores.

Diante do exposto, o presente trabalho buscou realizar o biomonitoramento de danos
genotoxicos, oxidantes e apoptdticos em pacientes com gastrite em terapia gastrica com
OME, bem como, alguns dos possiveis mecanismos de danos oxidativos de defesas
antioxidantes endogenas, incluindo as correlagdes entre biomarcadores citogenéticos, estresse

oxidativo, defesas enzimaticas e estilo de vida.
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2 METODOLOGIA

2.1 Aspectos Eticos

A pesquisa do tipo transversal controlado foi realizada apds aprovacédo dos Comités de
Etica em Pesquisa (CEP) da UNINOVAFAPI (n° 1.521.307) (anexo V) e da Universidade
Federal do Piaui — UFPI (n° 1.607.441) (anexo VI), bem como, da Comissdo de Etica do
Hospital Getulio Vargas (n° 1.569.041) (anexo VI1). Todos os participantes concordaram em
participar de forma voluntaria de acordo com a resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de

Saude e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (anexo I11).

2.2 Populacdo em Estudo

Participaram da pesquisa 132 pacientes submetidos a endoscopia digestiva alta,
atendidos no ambulatério de gastrenterologia do Hospital Getulio Vargas, Teresina - Pl, no
periodo de maio a outubro de 2017, monitorados antes, durante e ao final do procedimento.
Os laudos médicos apresentam as informacdes de presenca ou auséncia de doencas gastricas,
dentre elas a gastrite, e de H. pylori. Ap6s a liberacdes destes, os participantes foram
separados em grupos: SG - sem gastrite (26 pacientes); G — gastrite (26 pacientes); G + HP -
gastrite + H. pylori (16 pacientes); SG + OME - sem gastrite + omeprazol (22 pacientes); G +
OME - gastrite + omeprazol (26 pacientes); G + HP + OME - gastrite + H. pylori + omeprazol
(16 pacientes).

2.3 Critérios de inclusédo e exclusao

Foram incluidos na pesquisa pacientes: com gastrite ou ndo; maiores de 18 anos e
legalmente capazes; esclarecidos sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, métodos,
beneficios previstos, potenciais riscos e o incobmodo que esta poderia lhes causar caso
aceitassem participar da pesquisa; que necessitavam, ou ndo, de tratamento prolongado com
Omeprazol, por recomendacdo médica, para resolucdo de problemas gastricos; e com

participacdo de forma gratuita. Foram excluidos participantes: fora dos critérios de inclus&o;
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acima de 70 anos de idade; e/ou pacientes diagnosticados com enfermidades que

necessitassem de tratamento com cirurgia, quimioterapia ou radioterapia.

2.4 Coleta de dados

2.4.1 Questionarios

Foram aplicados questionarios antes da endoscopia adaptados de Carrano e Natarajam
(1988) com adaptacbes (anexo II), conforme protocolo publicado pela Comissdo
Internacional para Protecdo Ambiental a Mutdgenos e Carcindgenos (ICPEMC), que
abordam, além de aspectos nutricionais, informacdes socioculturais, de salde e estilo de vida

de cada participante.

2.4.2 Coleta de material biologico

As amostras de sangue periférico foram coletadas, por puncdo venosa, pelos
pesquisadores no momento da abordagem dos pacientes antes da endoscopia. Os suportes
com o0s microtubos com heparina contendo as amostras para serem imediatamente
processadas foram colocados sobre uma camada de papel toalha, evitando o contato com o
gelo, em caixa de isopor para o transporte até ao Laboratorio de Genética Toxicoldgica da

Universidade Federal do Piaui — UFPI, onde foram processados e realizados 0s experimentos.

2.5 Ensaio Cometa

O Ensaio Cometa foi realizado com as amostras de sangue periférico, conforme
descrito por Tice e colaboradores (2000) com adaptacOes de Arshad e colaboradores (2016).
Aliquotas de 10 pl das amostras foram misturadas com uma fina camada de agarose “low
melting” 0,75% (95 ul) e colocadas sobre laminas pré-cobertas com agarose normal a 1,5%;
estas ldminas foram mergulhadas em uma solucdo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA e 10
mM Tris, pH 10 com adi¢do de 1% Triton X-100 e 10% DMSO na hora do uso), por no
minimo 1 hora até no maximo 72 horas a 4°C, para o rompimento das membranas celulares. A
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lise celular permitiu a migragdo dos fragmentos de DNA que foi realizada ap6s a incubagéo
das laminas em tampéo alcalino (300 mM NaOH e 1 mM EDTA, pH > 13) por 20 minutos e
subsequente aplicacdo de uma corrente elétrica de 300 mA e 25 V por 15 minutos nas células
lisadas sobre as laminas para microscopia em uma cuba de eletroforese de DNA. As laminas
foram neutralizadas logo apo6s a eletroforese com tampéo Tris 0,4 M, pH 7,5 e coradas com
solucdo de prata. Os resultados foram expressos em indice de danos (ID) e frequéncia de
danos (FD). O ID foi obtido pela avaliacdo visual das classes de dano (de 0 a 4) e auséncia de
nucleoide como indicativo de apoptoses, extraindo-se um indice calculado (ID = n° de células
dano 0 x 0 + n° de células dano 1 x 1 + n° de células dano 2 x 2 + n° de células dano 3 x 3 + n°
de células dano 4 x 4) que expressa o dano geral sofrido por uma populagéo de células (100
células por lamina em duplicata), os nucleos intactos aparecem redondos (classe 0 — sem
danos), ja nas células lesadas, o DNA migra do nucleo em direcdo ao anodo, durante a
eletroforese, mostrando uma “cauda” de fragmentos sedimentados, semelhante a um cometa e
sdo classificados entre classes um (dano minimo) a quatro (dano méximo). A FD foi calculada

baseada no nimero de células contadas (100) menos as células sem cauda (dano 0).

2.6 Avaliacéo do perfil antioxidante

2.6.1 Método de determinacéo da catalase (CAT)

Os homogenatos dos eritrocitos a 10% (tampdo fosfato de sddio 50 mM pH 7,4) foram
centrifugados (800 g, 20 min) e os sobrenadantes utilizados para ensaio de atividades da
catalase (CAT). Foi preparado o meio reacional com H20. (18 mL) mais Tampé&o Tris HCI
1M, EDTA 5 nM pH 8,0 (1,0 mL) e H20 (0,8 mL). Em seguida, foi colocado na cubeta de
quartzo 980 puL do meio reacional mais 20 uL. do homogenato dos eritrocitos a 10% preparado
em tampdo fosfato de sddio 50 mM, pH 7,4. Por fim, foi realizada a leitura em
espectrofotbmetro durante 6 minutos em 230 nm. O branco foi feito pela leitura na
absorbancia relativa a 230 nm com apenas 1 mL do meio reacional (CHANCE; MAEHLY,
1955). A concentragdo de proteinas foi determinada (LOWRY et al., 1951). Os resultados

foram expressos em mmol/min/mg de proteina.

2.6.2 Método da determinacgéo da atividade da superdxido dismutase (SOD)
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Os homogenatos dos eritrécitos a 10% (tampdo fosfato de sédio 50 mM, pH 7,4) foram
centrifugados (800 g, 20 min); e os sobrenadantes utilizados para ensaio de atividades da
superdxido dismutase (SOD). Atividade da SOD foi testada por meio da taxa de reducdo do
citocromo C pelos radicais superdxidos, utilizando o sistema xantina-xantina oxidase como
fonte geradora de anion superédxido (O2)) (ARTHUR; BOYNE, 1985). Os resultados foram
expressos em U/mg de proteina. Uma unidade (U) da atividade da SOD corresponde a
inibicdo de 50% da reagdo do O>" com o citocromo C. Para a determinacdo da concentracéo de

proteinas foi usado 0 método de Lowry e colaboradores (1951).

2.6.3 Método da determinacéo dos niveis de glutationa reduzida (GSH)

A determinacdo da concentracdo de GSH foi baseada na reagdo de Ellman (5,5-ditiobis
(&cido 2-nitrobenzoico), conforme algumas modificacfes da técnica descrita por Sedlak e
Lindsay (1988). Em um tubo foram adicionados 400 uL. do homogenato dos eritrocitos a 10%
(tampao EDTA pH 5,4), acrescidos 320 uL de agua destilada e mais 80 pL de &cido
tricloroacético a 50%. O material foi agitado e centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos. Em
seguida, foram recolhidos 400 uL do sobrenadante ¢ acrescido de 800 uL. de tampéo Tris-HCI
0,4 M, pH 8,9 e mais 20 uL de DTNB 0,01 M; e, apds 1 minuto de reacdo, foi feita a leitura

em espectrofotbmetro em 412 nm. A concentracao foi expressa em mg/g de hemoglobina.

2.7 Avaliacao de possiveis mecanismos para inducéo de estresse oxidativo pelo OME

2.7.1 Determinacgdo de peroxidacdo lipidica pelo contetdo de substancias cidas reativas com
0 &cido tiobarbiturico (TBARS)

O sangue com anticoagulante EDTA foi centrifugado a 3000 rpm/4 °C por 5 minutos.
Em seguida, foi retirado o plasma e acrescentado solugdo gelada de NaCl (0,9%) para
lavagem dos eritrdcitos, seguida de nova centrifugacdo para retirada do sobrenadante. O
procedimento anterior foi realizado por mais duas vezes para a obtencdo dos eritrocitos e

posterior diluicdo a 10% em tampao fosfato de sodio (50 mM pH 7,4). O homogenato a 10%
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(w/w) foi armazenado a -20 °C. O grau de peroxidagdo lipidica foi mensurado por meio da
determinacdo dos niveis de TBARS, método previamente descrito por Draper e Hadley
(1990). Dessa forma, 250 puLL do homogenato a 10%, 1 mL de acido tricloroacético a 10% e 1
mL de solucdo de &cido tiobarbitdrico 0,67% foram adicionados em um mesmo tubo e, em
seguida, a mistura foi agitada. Posteriormente, essa mistura foi mantida em um banho de agua
fervente por 15 minutos e resfriada em &gua corrente. Apds o resfriamento, foram adicionados
2 mL de n-butanol e realizada agitacdo durante 1 minuto. Apos a agitacdo, a mistura foi
centrifugada a 1200 rpm por 5 minutos. A fase butandlica foi tomada para leitura em
espectrofotdbmetro a 535 nm. A concentracdo de proteinas foi determinada (LOWRY et al.,
1951). Os resultados foram expressos em nM/mg de proteina, feito pela leitura na absorbancia
relativa a 230 nm com apenas 1 mL do meio reacional (CHANCE; MAEHLY, 1955). Os

resultados foram expressos em mmol/min/mg de proteina.

2.7.2 Determinacédo do contetdo de nitrito

A dosagem do conteddo de nitrito foi baseada na reacdo de Griess (GREEN;
TANNENBAUM; GOLDMAN, 1981) no qual, em um tubo branco, foram adicionados 500
uL do reagente de Griess, mais 500 pL de agua destilada (Branco). Em outro tubo teste foram
adicionados 500 pL do reagente de Griess mais 500 pL do homogenato dos eritrocitos a 10%
(tampéo fosfato de s6dio 50 mM pH 7,4) (Teste). Foi feita a leitura em espectrofotdmetro a

560 nm. Os resultados foram expressos em uM/mg de proteina.

2.8 Anélise Estatistica

Os resultados do Ensaio Cometa foram apresentados como média + desvio padrdo da
média. Os dados obtidos foram avaliados por meio da Analise de Variancia (ANOVA)
seqguida do teste Bonferroni como post hoc test. Os dados foram analisados utilizando o
software GraphPad Prism 5.0 (San Diego, CA, EUA), 0s grupos experimentais foram
comparados com o grupo controle e entre si. As correlagdes de Pearson r foram realizadas
através do programa estatistico IBM SPSS Statistics 23. As diferengas foram consideradas

estatisticamente significativas até p<0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Caracterizacao sociocultural e de satude da populacéo em estudo

A maioria dos participantes dos grupos em estudo foram do sexo feminino. Em relacéo
a etnia predominou-se a parda, principalmente nos grupos SG, G + HP e SG + OME. O
intervalo de idade dos pacientes foi entre 38 a 56 anos e o peso médio foi de 67 kg. Quanto ao
estado civil os pacientes em predominancia eram casados. A maioria dos entrevistados possuli
ensino fundamental incompleto, exceto, no grupo G + HP onde 50% possuem ensino médio
incompleto. Os pacientes da pesquisa relataram exposi¢do a produtos de limpeza, agrotoxicos
e tintas/solventes. Entretanto, os dados foram mais significativos a exposi¢do a produtos de
limpeza. Em relacdo a exercicios fisicos, a maioria dos pacientes relataram a nédo realizacédo
destes. Quanto ao tabagismo os pacientes dos grupos SG, G e G + OME relataram o héabito de
fumar como também para o consumo de bebidas alcodlicas. Foi relatado o consumo de carnes

e vegetais pela maioria dos pacientes (Tabela 1).

Para os aspectos de saude e terapéuticos, os pacientes relataram, em sua grande maioria,
a auséncia de casos de cancer na familia. Porém, dentre os que relataram, 7% informaram
sobre cancer de estdbmago e/ou intestino. Em relacdo a outras doencas hereditérias, 0s
pacientes informaram o ndo registro na familia. Comumente os pacientes do estudo afirmaram
sobre uso constante de medicamentos, exceto no grupo SG. Dentre os medicamentos
utilizados, em sua maioria foram medicamentos para hipertensdo. Entretanto, a maioria dos
pacientes incluindo os sem gastrite, as informacdes sobre o uso do Omeprazol foram
significantes, porém, sem o relato de efeitos colaterais. Cabe enfatizar, que os pacientes,
especialmente dos grupos G, G + OME e G + HP + OME, relataram exposi¢do a radiacfes
ionizantes no Ultimo ano por indicagcdes médicas. Em relacdo a outros tratamentos de saude 0s
pacientes do grupo SG expuseram sobre o tratamento de coluna, hérnia, préstata e enxaqueca.
E os pacientes do grupo G para hanseniase e prostata. Entretanto, em G + HP todos apontaram
para o tratamento para gastrite. Contudo, os pacientes em terapia com o Omeprazol relataram
o tratamento de coluna e enxaqueca, mas o grupo com G + OME apontaram o tratamento para
coluna, cirrose hepatica e diabetes, enquanto o G + HP + OME para hérnia e diabetes (Tabela
2).
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Tabela 1 — Aspectos socioculturais dos pacientes com gastrite em terapias com Omeprazol, no Hospital Getllio Vargas (Teresina-P1/2017)

Parametros SG G G+HP SG + OME G + OME G+HP+OME
(n=26) (n=26) (n=16) (n=22) (n=26) (n=16)

Sexo (% valido)

Masculino 29,4 23,1 37,5 46,2 47,4 12,5

Feminino 70,6* 76,9* 62,5* 56,8 52,6 87,5*
Etnia (% valido)

Branco 59 15,4 12,5 23,1 21,1 50,0

Pardo 58,8* 46,2 62,5* 69,2* 57,9 37,5

Negro 35,3 38,5 25,0 7,7 21,1 12,5
Idade (MD £ DV) 48,82 + 13,77 56,77 £ 10,50 43,63 £ 16,76 38,17 + 13,24 52,58 + 12,07 50,75 + 13,69
Peso (Kg) (MD + DV) 84,00 + 8,48 59,85 + 12,95 67,43 +16,13 63,58 + 10,39 64,75 + 10,55 67,87 +9,12
Estado civil (% valido)

Casado 41,2 231 50,0 56,8 63,2* 50,0*

Separado 11,8 15,4 12,5 - 53 12,5

Solteiro 29,4 30,8 37,5 46,2 15,8 37,5

Vilvo 17,6 30,8 - - 15,8 -
Escolaridade (%o valido)

Sem escolaridade 17,6 15,4 12,5 - - 12,5
Ensino fundamental completo 11,8 - 12,5 385 15,4 12,5
Ensino fundamental incompleto 23,5 53,8 25.0 15,4 38,5 12,5

Médio completo 17,6 15,4 - 75 - 50,0

Médio incompleto 23,5 7,7 50,0 7,7 30.8 12,5
Exp. aos quimicos (% valido)

Produtos de limpeza 30,0 66,7* 80,0* 60,0* 70,0* 80,0*

Agrotoxicos 20,0 16,7 - - 30,0 20,0*

Tintas/Solventes 50,0 16,7 20,0 40,0 - -
Exercicio Fisico (% valido)

Sim 35,3 38,5 37,5 38,5 31,6 25,0

Né&o 64,7* 61,5* 62,4 68,4 68,4 75,0
Tabagismo (% valido)

Sim 64,7* 61,5* 25,0 46,2 63,2 50,0

Néo 35,3 38,5 75,0* 58,8 56,8 50,0
Etilismo (% valido)

Sim 70,3* 46,2 75,0* 69,2* 73,7* 62,5

Néo 235 30,8 25,0 231 26,3 375
Consumo de Vegetais(%o valido)

Sim 82,4* 92,3* 100 84,6* 100 100

Né&o 17,6 7,7 - 15,4 - -
Consumo de Carnes (% valido)

Sim 94,1 100 100 92,3 100 100

Néo 59 - - 7,7 - -

SG - Sem Gastrite; G — Gastrite; G+HP — Gastrite + H. pylori; SG+OME — Sem Gastrite + Omeprazol; G+OME — Gastrite + Omeprazol; G+HP+OME — Gastrite + H. pylori + Omeprazol. Média + D.P.M.
As diferengas entre os dados para cada variavel foram observadas com o teste T pareado com p<0,05.
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Tabela 2 - Aspectos de saude e terapéuticos dos pacientes em terapias com Omeprazol, no Hospital Getulio Vargas (Teresina-P1/2017)

Parametros SG G G+HP SG + OME G + OME G+HP+OME
(n=26) (n=26) (n=16) (n=22) (n=26) (n=16)
Cancer na familia (% validos)
Sim 35,3 46,2 12,5 15,4 42,1 62,5*
Néo 64,7* 53,8* 87,5* 84,6* 57,9* 37,5
Doencas hereditarias (% validos)
Sim 59 15,4 7,7 - 125
Néo 94,1 84,6 100 92,3 100 87,5
Uso de medicamento (% validos)
Sim 29,4 46,2 62,5* 30,8 73,7* 62,5*
Néo 70,6* 55,9 25,0 69,2* 26,3 27,5
Medicamentoa (% validos)
Horménios 14,3 12,5 -
Vitaminas/Suplemento 14,3 7,7 20,0 20,0 111 50,0
Hipertensivos 57.1* 62,5* 60,0* 40,0* 77,0 16,7
Outros 14,3 7,7 20,0 20,0 11,1 36,4
Uso do OI\/ISIiEnE% validos) ] ) ) 100 100 100
Nio 100 100 100 - - -
Efeitos colaterais do
OME - - --
Sim ) ) ) 100 100 100
Nao ) ) )
Exposicéo a radiografias recentes
(% validos)
Sim 52,9 75,0 12,5 38,5 63,2 62,5
Néao 47,1 25,0 87,5 60,5 36,8 375
Tratamento médico (% valido)
Coluna 16,7 - - 50,0 25,0 -
Hernia 16,7 - - - - 50,0
Prostata 16,7 50,0 - - - -
Figado 16,7 - - - - -
Enxaqueca 16,7 - - 50,0 - -
Hemodidlise 16,7 - - - - -
Cirrose hepatica - - - - - -
Diabetes - - - - 25,0 -
Hanseniase - 50,0 - 50,0

SG — Sem Gastrite; G — Gastrite; G+HP — Gastrite + H. pylori; SG+OME — Sem Gastrite + Omeprazol; G+OME — Gastrite + Omeprazol; G+HP+OME — Gastrite
+ H. pylori + Omeprazol. Média + D.P.M. *As diferencas entre os dados para cada varidvel foram observadas com o teste T pareado com p<0,05.
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3.2 Avaliacao dos riscos de genotoxicidade em pacientes em terapia com Omeprazol

Os dados apontaram que 0 uso do OME induziu danos genotdxicos, quando comparados aos
pacientes sem gastrite como apresentado no perfil fotomicrografico, onde foi observado aumento de
diferentes tipos de danos (1-4), como também riscos de apoptoses (AP), especialmente em pacientes
com gastrite e com gastrite com H. pylori, em terapias com OME (Figura 1). Os danos ao DNA em
linfocitos foram analisados conforme o indice (ID) e frequéncia (FD) de danos corroborando com o
resultado indicativo para riscos genotdxicos de terapias gastricas com o uso de OME, pelo aumento
significativo (p<0,0001 e p<0,05) de danos ao DNA em comparagdo ao grupo sem gastrite e entre

0s grupos estudados (Figura 2).

Figura 1. Perfil fotomicrogréafico de linfocitos de sangue periférico de pacientes em terapias com
Omeprazol, analisado por ensaio cometa destacando os aumentos de danos genéticos ao DNA (0 -
4). D0O: Dano 0; D1: Dano 1; D2: Dano 2; D3: Dano 3 e D4: dano 4. AP: Apoptoses. Células
coradas com nitrato de prata. Microscopia 6ptica com aumento de 400 X.
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Figura 2 - Danos genotoxicos em linfécitos de pacientes em terapias com Omeprazol
avaliados pelo: (A) indice de Danos (ID) e (B) Frequéncia de Danos (FD). SG (Sem
Gastrite, n=26); G (Gastrite-n=26); G+HP (Gastrite + H.pylori, n=16); SG+OME (Sem
Gastrite + Omeprazol, n=22), G+tOME (Gastrite + Omeprazol, n=26), G+HP+OME
(Gastrite + H.pylori + Omeprazol, n=16). Os valores representam a media £ D.P.M. As
diferengas entre os grupos foram determinadas por Anélise de Variancia (ANOVA
(R=0,9850)), seguido do teste de Bonferroni (post hoc test) %p<0,0001 comparado a SG,
b n<0,0001 comparado a G, p<0,05 em relacdo a G+HP.
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3.3 Avaliacdo dos possiveis efeitos apoptdticos da terapia com Omeprazol em

sangue periférico de pacientes com e sem gastrite

Os dados apontaram aumentos significantes (p<0,0001) de apoptotose para G e G
+ HP quando comparados ao grupo SG. Entretanto, de forma similar ao observar o ID e
FD (Figura 2) os danos genotdxicos foram significativamente ampliados (p<0,0001 e

p<0,05) durante a terapia com 0 Omeprazol (Figura 3).

Figura 3 - Apoptose em linfocitos de pacientes em terapias com Omeprazol. SG (Sem
Gastrite, n+26); G (Gastrite-n=26); G+HP (Gastrite + H.pylori, n=16); SG+OME (Sem
Gastrite + Omeprazol, n=22), G+OME (Gastrite + Omeprazol, n=26), G+HP+OME
(Gastrite + H.pylori + Omeprazol, n=16). Os valores representam a média £ D.P.M. As
diferencas entre os grupos foram determinadas por Andlise de Variancia (ANOVA
(R=0,9850)), seguido do teste de Bonferroni (post hoc teste) p<0,0001 comparado a
SG, P p<0,0001 comparado a G, °p<0,05 em relagdo a G+HP.

G+HP + OME ***a.b.c

% Apoptoses (0 - 100 )

3.4 Avaliagdo das defesas antioxidantes e danos oxidativo em eritrocitos de

pacientes com e sem gastrite

Os dados apontaram aumento significante (p<0,0001) dos niveis das dosagens de

Catalase (CAT) Superdxido Dismutase (SOD) e Glutationa (GSH) durante a terapia
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com o Omeprazol (SG + OME, G + OME e G + HP + OME) quando comparado ao
grupo SG (Figura 4). Os dados demostraram ainda que o OME e H. pylori podem

induzir aumento de defesas antioxidantes.

Figura 4 - Perfil das dosagens de enzimas antioxidantes em eritrocitos de pacientes com
gastrite em terapias com Omeprazol. Em A Catalase, B Superdxido Dismutase e C
Glutationa. SG (Sem Gastrite, n+26); G (Gastrite-n=26); G+HP (Gastrite + H.pylori,
n=16); SG+OME (Sem Gastrite + Omeprazol, n=22), G+OME (Gastrite + Omeprazol,
n=26), G+HP+OME (Gastrite + H.pylori + Omeprazol, n=16). Os valores representam
a média + D.P.M. As diferencas entre os grupos foram determinadas por Analise de
Variancia (ANOVA (R=0,9850)), seguido do teste de Bonferroni (post hoc test).
“p<0,0001 comparado a SG.
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A terapia com OME aumentou significativamente (P<0,0001) os niveis de
peroxidacdo lipidica pela avaliagdo do conteido de MDA em relacdo ao grupo SG, G e

G+HP. Entretanto, em relacdo ao aumento de nitrito, além dos pacientes em terapia com

Dissertagio de Mestrado | Ag-Anne Pereira Melo de Menezes

124



Omeprazol, foi observado no grupo G +HP altos niveis de nitrito quando comparados

com os grupos G e SG (Figura 5).

Figura 5 - O Omeprazol no aumento dos niveis de peroxidacéo lipidica (A) e de nitrito
(B) em eritrécitos de pacientes com gastrite. SG (Sem Gastrite, n+26); G (Gastrite-
n=26); G+HP (Gastrite + H.pylori, n=16); SG+OME (Sem Gastrite + Omeprazol,
n=22), G+tOME (Gastrite + Omeprazol, n=26), G+HP+OME (Gastrite + H.pylori +
Omeprazol, n=16). Os valores representam a média + D.P.M. As diferencas entre os
grupos foram determinadas por Analise de Variancia (ANOVA (R=0,3619)), seguido
do teste de Bonferroni (post hoc test). ““p<0,0001 e **p<0,001, # comparado a SG, °
comparado a G e ¢ em relagdo a G+HP.
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3.5 Avaliacdo das possiveis correlacdes estatisticas entre os biomarcadores

citogenéticos, defesas enzimaticas, danos oxidativos e estilo de vida

Considerando as possiveis diferencas estatisticas entre 0s sexos em relacdo aos
danos genotdxicos, perfil das defesas antioxidante e danos oxidativos, os resultados
apresentam significantes aumentos (p<0,05) para ID do sexo masculino em relacdo ao
ID do sexo feminino, como também para os niveis de peroxidacéo lipidica. Porém, ndo
foram observados significancia entre os sexos para enzima SOD, CAT e niveis de

nitrito (Figura 6).
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Figura 6 - Diferencas entre os sexos masculino (n=66) e feminino (n=66) em relacao as
respostas aos danos genotoxicos (A) e perfil de defesas antioxidantes e de danos
oxidativos (B e C). SG (Sem Gastrite, n+26); G (Gastrite-n=26); G+HP (Gastrite + H.
pylori, n=16); SG+OME (Sem Gastrite + Omeprazol, n=22), G+OME (Gastrite +
Omeprazol, n=26), G+HP+OME (Gastrite + H. pylori + Omeprazol, n=16). Os valores
representam a media = D.P.M. As diferencas entre os grupos foram determinadas por
Analise de Variancia (ANOVA), seguido do teste de Bonferroni (post hoc test) Valores
significantes para *p<0,05.
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Também foi verificado possiveis correlacbes entre ID e apoptose. Os dados
apontam que apos a analise estatistica de correlacdo de Pearson r é possivel indicar que

apenas o grupo de pacientes com G+OME apresentou significante correlacéo positiva (r
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= 0,6057; R square = 0,3669; P<0,0001) entre ID e apoptose, indicando que a terapia

com OME pode induzir apoptose (Figura 7).

Figura 7 - Correlagbes de Pearson r entre os indices de danos ao DNA e percentuais
(%) de apoptoses em linfocitos de pacientes em terapias com Omeprazol. A (Sem
Gastrite); B (Sem Gastrite + Omeprazol); C (Gastrite); D (Gastrite + Omeprazol); E
(Gastrite + H .pylori) e F (Gastrite + H.pylori + Omeprazol).
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Foram realizados através de anélise estatistica a correlacdo de Pearson r entre 0s

marcadores citogenéticos, enzimaticos, oxidantes e os parametros sécio cultural dos

pacientes. Os resultados apontam correlagdo positiva entre ID e FD em SG (0,778**;
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0,008); G (0,996**; 0,000); SG+OME (0,815**; 0,008); G+OME (0,800**; 0,000) e
G+HP+OME (0,931**; 0,000). Significante correlacdo positiva entre ID e CAT foram
observadas em paciente do grupo G (0,900**; 0,037) e SG+OME (0,757*; 0,039), bem
como para ID e nitrito no grupo SG+OME (0,757*; 0,039). No grupo G+HP foi
observado influéncia do tabagismo com aumento de nitrito (0,963**; 0,002). De forma
similar ao observado ao estresse oxidativo no grupo G+HP+OME em relagcdo ao
aumento de SOD (0,823*; 0,023). No grupo G e SG+OME foi observado aumento de
ID positivamente correlacionado a exposicao a quimicos (0,997**; 0,003). No grupo
SG+OME foram observadas correlacdes positivas (0,963**;0,002) entre consumo de
carne e nitrito e correlagcdes negativas (- 0,778*; 0,008) entre consumo de vegetais e
FD. No grupo G+OME foi encontrado correlagdo entre a pratica de exercicios fisicos
com o aumento de CAT (0,526*; 0,025) (Tabela 3).

Tabela 3 - Correlagdes de Pearson r significantes entre os biomarcadores
citogenéticos, enzimaticos, oxidativos e parametros socioculturais e de salde em
pacientes em terapias com Omeprazol.

Grupos Correlacdes (Valor de Pearson r e de P)
SG ID versus FD (0,778**; 0,008)
ID versus FD (0,996**; 0,000)
G ID versus CAT (0,900**; 0,037)
Exposicao a quimicos versus 1D (0,997**; 0,003)
G+HP Tabagismo versus Nitrito (0,890%*; 0,043)

ID versus FD (0,815**; 0,008)
ID versus CAT (0,757*; 0,039)
ID versus Nitrito (0,963**; 0,002)
SG +OME Consumo de vegetais versus FD (- 0,778*; 0,008)
Exposi¢do a quimicos versus 1D (1,000**; 0,009)
Consumo de carnes versus nitrito (0,963**;0,002)
ID versus FD (0,800**; 0,000)
Exercicios Fisicos versus CAT (0,526%*; 0,025)
ID versus FD (0,931**; 0,000)
SRl Tabagismo versus SOD (0,823*: 0,023)
SG(Sem  Gastrite); G (Gastrite); G+HP  (Gastrite+H. pylori); SG+OME (Sem
Gastrite+Omeprazol); G+OME (Gastrite+Omeprazol); G+HP+OME (Gastrite+H.

pylori+Omeprazol). Os valores representam o valor de Pearson r e de significAncia para *p<0,05
e ) < 0,001)

G + OME
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4 DISCUSSAO

A gastrite cronica, inflamacdo da mucosa do estdmago, € uma precursora para
alteracbes patologicas mais severas, como a Ulcera péptica e o cancer gastrico
(GRAHAM, 2014; DIAS et al., 2015), sua complicacédo pela infeccdo por Helicobacter
pylori, exposicao a acido e pepsina pela mucosa gastrica, amplia 0s riscos da progressao
da gastrite para o cancer (EBULE, LONGDOH, PALOHEIMO 2013; GRAHAM,
2014). O H. pylori é descrito como uma bactéria gram negativa cujo reservatério é o
estdmago humano (MACHADO et al., 2008; CARTAGENES et al., 2009). Além desse
aspecto, o0 H. pylori esté associado ao carcinoma gastrico (CaG) por induzir o aumento
de espécies reativas e estimular a producdo de oncoproteinas, a exemplo do citotoxin
antigen associated (CagA) (WADHWA et al., 2014). No experimento realizado em
gerbilos da Mongdlia infectados com H. Pylori e tratados com OME durante 6 meses,
houve um aumento de 60% dos casos de adenocarcinoma e 7% nos infectados com a
bactéria sem tratamento com OME, em relacdo ao grupo sem tratamento e sem H.
Pylori que ndo houve casos de adenocarcinoma (HAGIWARA et al., 2011).

A caracterizacdo toxicogenética de substancias possivelmente indutoras de
instabilidade genética assume importancia na saude humana (ZEIGER et al., 2015).
Muitos farmacos podem ser carcin0genos por mecanismos associados a genotoxicidade
(LEE et al., 2014) e, assim devem ser considerados os beneficios diante dos riscos
(BRAMBILLA, MATTIOLI, MARTELLI, 2010; BRAMBILLA, MARTELLI, 2009;
DOWNES, FOSTER, 2015). Nos grupos sem tratamento com OME foram observados
danos genotoxicos em linfocitos de sangue periférico de pacientes com gastrite sem e
com Helicobacter pylori em comparacdo ao grupo de pacientes sem diagnéstico
endoscépico para gastrite (Figuras 1 e 2), como observado nos resultados do ensaio
cometa. Esses danos foram ampliados com a terapia do OME. O teste tem sido
amplamente aplicado como ferramenta de biomonitoramento em humanos e o0s
biomarcadores citogenéticos tem sido utilizado para avaliar os potenciais efeitos
genotoxicos, com a finalidade de detectar diferentes tipos e niveis de dano do DNA em
diferentes tipos de células (WOOQOD et al., 2015; ARSHAD et al.,2016; LEE; KIM;
KANG, 2017; HAZUKOVA et al.2017). Entretanto, os danos evidenciados com o teste
cometa podem ser reparados (MALUF; ERDTMANN, 2001).
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Existem estudos em ratos mostrando que o OME pode ser associado
covalentemente com o DNA (BURLINSON et al., 1990), como também induzir a
formacdo de aberragbes cromossomicas e de micronucleos (ROSENKRANZ;
KJOPMAN, 1991). A genotoxicidade do OME também foi evidenciada por
mecanismos associados ao aumento de sintese de DNA ndo programada, e atividade
proliferativa celular, pela ornitina descarboxilase (ODC) (FURIHATA; HIROSE;
MATSUSHIMA,1991), um marcador de proliferacdo celular e desenvolvimento de
cancer (LANGE, 2014). O OME tem a capacidade de aumentar o contetdo do DNA na
mucosa, e isso, pode resultar em estimulacdo de proliferacdo celular, podendo ser o
primeiro passo de carcinogénese (WETSCHER,1999). Esse efeito proliferativo do OME
também ¢é relatado pelo aumento a do receptor B de colecistoquinina 2 (CCK2) e o
antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) (LIU et al.,, 2016; ZHENG et al.,
2016).

O OME pode ser ativado a pH é&cido na luz géastrica e, apds modificacdes
quimicas, torna-se reativo em relagdo a um grupo tiol (SH) da K + / H + -ATPase que
forma um dissulfureto misto, responsavel pela inibicdo da bomba de protons através da
ligacdo covalente com os residuos de cisteina (TONAZZI; EBERINI; INDIVERI,
2013), em uma de suas formas metabolizadas. A reatividade dos grupos sufonamidas
dependem do pH, quando o pH se encontra cerca de 1 no estdmago rapidamente o OME
é convertido para sua forma contendo sufonamida. Existem relatos do seu potencial
genotoxico do seu derivado sulfenamida, que é altamente ativo (um inibidor de H, K-
ATPase) e tem potencial eletrofilico identificado, capaz de provocar ataques a0 DNA
(ROSENKRANZ; KJOPMAN, 1991; POWERS; LAWTON; MODLIN, 1995). Porém,
estudos em células parietais da mucosa gastrica de coelhos 0 OME, em condicbes de
formacdo de sufonamida, ndo foi genotdxico. Esse estudo também aponta que o OME
ndo induz quebra de fitas simples no DNA através do método de eluicdo alcalina
(FRYKLUND; FALKNAS; HELANDER, 1992).

O OME inibi a bomba de acido gastrico na célula parietal, liberando metabolitos
sulfona, sulfito e hidroxi-omeprazol e é completamente metabolizado no figado
(YANAGIHARA,2015), esses compostos podem gerar danos ao DNA. As enzimas
CYP1A1l e CYP1AZ2 estdo envolvidas no metabolismo de algumas moléculas de carater
farmacologico e na bioativagdo de determinadas substancias, cujos metabolitos

apresentam perfil toxicoldégico mais marcado, possuindo uma maior capacidade de
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danos bioldgicos sendo quimicamente indutores carcinogénicos (LEMAIRE, 2004;
NOVOTNA et al., 2014).

O omeprazol(5-metoxi-2-[[(4-metoxi-3,5-dimetil-2-piridinil) metil] sulfinil] -1H-
benzimidazole) (OME) atraves das CYP2C9 / CYP2C19 converte 5-hidroxi OME (LI et
al., 2012; NAZIR et al., 2015), que é o principal produto metabolico do omeprazol.
Porém a oxidacdo do 5-hidroxi OME pode se transformar em 5-carboxi OME. Além
disso, o omeprazol apés a acdo da CYP2C19 pode ser hidrolisado para 3,5-hidroxi
OME, que apds a oxidacdo também pode se transformar em 3,5-di-carboxi OME. A
oxidacdo no enantibmero S, que ocorre pela CYP3A4 (NAZIR et al.,, 2015). A
sufonamida é o primeiro metabolito por esta via, que por acdo da CYP2C19 pode gerar
produtos de hidroxilagdo 5-hidroxi OME sulfona e 3,5-OME sulfona e produtos de
carboxilacdo a 5-carboxi OME e 3,5-di-carboxi OME, respectivamente. A reducdo nédo
enzimatica da OME resulta em um metabolito OME inativo chamado sulfato OME
(NAESDAL et al., 1986). Por outro lado, a reducdo enzimatica da OME produz
metabolitos ativos de sulfoxido e mono-di-metilo de OME (Figura 8).
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Figura 8 Possiveis metabolitos do omeprazol OME associados a riscos de
genotoxicidade
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Com o ensaio cometa também é possivel observar células com fragmentagdo de
cromatina (DNA) indicativas de apoptose, por ativagdo de moléculas pré-apoptoticas
(FERREIRA et al., 2010). As lestes causadas ao DNA podem ter como consequéncia
respostas celulares que resultam em apoptoses (HUSSEINI et al., 2005; SPIVAK et

al.,2009). O OME induziu significantes oumento da frequécia de apoptose em linfdcitos
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de pacientes com gastrite sem e com co-infeccdo com H. pylori (Figura 3). O OME por
mecanismos associados a oxidagdo induziu reducdo da viabilidade celular em células de
glandulas géastricas de coelhos (KOHLER et al., 2010). Também existem estudos
relatando o uso do OME em associa¢do com farmacos antitumorais (ISHIGURA et al.,
2012) e relatos de sua acdo co-adjuvante em tratamento do cancer de colo retal
(ZHANG et al., 2017).

Cabe enfatizar que estudos relatam efeitos apoptoticos do OME em células de
cancer gastrico humano (HGC-27) (ZHAZG et al., 2013), em ceélulas de colon pelo
aumento da secrecdo de gastrina aumentando a expressdo de resposta imediata X-1
(IEX-1), gene sensivel ao estresse (KONDRATYEYV et al., 1996; MUERKOSTER et
al., 2005; MUERKOSTER et al., 2008), em carcinoma (MUERKOSTER et al., 2008;
MUERKOSTER et al., 2005), por mecanismos associados a reducdo de Bcl-2
(BRZOZOWSKI et al., 2006; MAHMOUD-AWNY et al., 2015; PATLOLLA et al.,
2012), BCL-XL (PATLOLLA et al., 2012) e p21 (DENG et al.,1995). Em linhagens
celulares 0 OME também aumenta a taxa de apoptose no tratamento de células em
conjunto com o paclitaxel em células quimiorresistentes (HeyA8-MDR, SKOV3-TR) e
em células de carcinoma (ES-2, RMG-1) (LEE et al., 2015).

Outros estudos apontam o mesmo efeito em cultura de neutréfilos
polimorfonucleares humanos em que houve o aumento da caspase 3 (CAPODICASA et
al., 2008) proteina apoptdtica (LIU et al., 2016). Mas os dados ainda sdo controversos,
pois estudos também apontam que o OME reduz apoptoses via reducdo da caspase 3
em lesBes gastricas em ratos(LOU et al., 2013; LI; HELANDER, 1996; LIU et al.,
2016).

Os radicais livres sdo toxicos para tecidos e oOrgdos causando lesdo celular,
necrose e apoptose. A apoptose possui diversos critérios morfoldgicos principais como
o0 encolhimento celular, condensacdo e marginalizagdo da cromatina nuclear,
vacuolizagdo citoplasmatica e a fragmentacdo do DNA (KANDUC et al., 2002). As
alteracdes na mucosa estomacal, induzidas pelo OME, amplificam o estresse oxidativo
resultante de uma gastrite. Assim, o OME pode lesar a mucosa gastrica (KOHLER et
al.,2010). Em nivel molecular, a hipo ou acloridria desencadeia a formacdo de N-
nitrosaminas, que também podem ocasionar fragmentag&o nuclear, induzindo danos ao
DNA e provocar a sintese de anomalias nucleares, como micronucleos, picnose e

cariorrexe (MERETO; GHIA; MARTELLI, et al., 1993; THONGON; KRISHNAMRA,
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2011; NOVOTNA; SROVNALOVA; SVECAROVA 2014).

O OME induziu estresse oxidativo em linfécitos de sangue periférico de pacientes
com gastrite, independente de co-infeccdo com H. pylori (Figura 4). O estresse
oxidativo pode ser avaliado através das defesas antioxidantes, a exemplo das defesas
enddgenas feitas pela superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), e ndo enzimatica
pela glutationa redutase (GSH). Cabe enfatizar que essas proteinas sdo de extrema
importancia por diminuirem a injuria causada por mecanismos oxidantes (GLORIEUX;
CALDERON, 2017). Para os niveis de CAT, SOD e GSH houve aumento significativo
em todos 0s grupos de pacientes em terapia com o0 OME e G + HP, porém esse aumento
ndo foi observado para os niveis de GSH no grupo G + HP, como apresentado na
Figura 4. O aumento dessas enzimas pode estar relacionado ao aumento do estresse
oxidativo decorrente do excesso de ERO’s, demostrando uma relagdo através
superproducdo de espécies oxidantes que estimula 0s mecanismos antioxidantes
celulares (BALDISSERA; CRUZAT, 2014).

O papel da GSH também ¢ importante na defesa das lesdes induzidas por estresse
oxidativo, servindo como doador de elétrons para outras enzimas de eliminacdo de
radicais livres (MUTHURAMAN; SOOD, 2010; WANG, 2017). Cabe a SOD
promover a dismutacdo do O2 - transformando assim em peréxido de hidrogénio
(H202), a CAT ¢é responsavel pela eliminacdo de H2O levando a formacao de agua para
manter os niveis de ERO’s baixos nos organismos (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).
Uma enzima é complementar a outra, deste modo explicaria a correlacdo de elevacédo
entre o aumento de SOD e CAT para combater uma superproducdo de ERO’s
(GARCEZ et al., 2004), como observado no estudo. O H20, possui papel fundamental
no processo metabodlico sob condicGes fisioldgicas e patoldgicas, assim, foi necessario o
organismo desenvolver multiplos sistemas de manutencdo de niveis de H2O, para a
homeostase, como as catalases, glutationas redutases e peroxidades, peroxirreducinas,
superoxidos dismutases dentre outros (TOVMASYAN et al., 2015).

Apesar do aumento das defesas antioxidantes de pacientes com gastrite e co-
infeccdo com o H. pylori (Figura 4), estudos relatam que a bactéria tem componentes
de resisténcia ao estresse oxidativo, como superoxido dismutase ferro-cofator (SodB),
catalase (KatA) e hidoperoxido redutase (AhpC), tioredoxinas e tioperoxidases, alem de
produzir urease, que participa do metabolismo de nitrogénio, resisténcia ao acido

gastrico e viruléncia (KUSTERS; VAN VLIET; KUIPERS, 2006). Além desse aspecto,
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Goyal e Basak (2010) afirmam que em condicdes anaerobicas, alguns microorganismos
parasitas precisam de CAT como forma de protecdo ao H>O> produzido no organismo
hospedeiro. Ja foi determinado também uma correlagdo entre danos no material
genético e capacidade antioxidante (LEE; KIM; KANG, 2017). Foi demostrado
também que 0 OME em linhagem de linfécitos T (Jurkat T) cliva a enzima poli (ADP-
ribose) polimerase (PARP-1) (SCARINGI et al., 2004) que é envolvida na estabilidade
do DNA e sua inibicéo decorre devido a danos genotoxicos que levam a diminuigdo das
taxas de reparo do DNA e aumento de ERO’s (NIKOLETOPOULOU et al., 2013).

Para avaliar os possiveis mecanismos de inducdo de estresses oxidativo também
foram analisados em eritrocitos dos pacientes o nivel de peroxidacdo lipidica e de
nitrito como observados na Figura 5. A terapia com OME aumenta significativamente
o0s niveis de MDA em relacdo ao grupo SG, G e G+HP. O MDA é um marcador de
estresse oxidativo devido este ser o produto da peroxidacao lipidica, principal efeito de
lesdo mediada por radicais livre causando danos a membrana celular (CHEN et al.,
2014). Em relacdo ao aumento de nitrito além dos pacientes em terapia com OME, foi
observado nos grupos G +HP, que apresentaram altos niveis de nitrito quando
comparados com os grupos G e SG. O OME através da inibicao do acido cloridrico leva
a mudancas importantes no meio gastrico quem tem impactos sisttmicos e 0 aumento
do pH, pela inibicdo da bomba de prétons, diminui a protecéo natural gastrica levando a
colonizacdo de bactérias nitrozantes que produzem compostos nitrosos, estes Ssao
capazes de induzir efeitos mutagénicos com potenciais iniciadores de carcinogénese
(ZIEBARTH; SPIEGELHALDER; BARTSCH, 1997), o que explica a elevagdo de
microntcleos em linfécitos de sangue periférico de Sinués et al., (2004). Entretanto,
outros estudos indicam que o efeito mutagenico do OME ndo ocorre pela acdo direta
com o DNA (SCOTT ET AL., 1990; SACHS ET AL., 1990) e os estudo de Taneja et
al., (2017) indicaram correlacGes positivas entre compostos nitrosos em ratos e o risco

de desenvolvimento de cancer gastrico.

O OME induz aumento de peroxidacdo lipidica, como observado pelo aumento do
conteddo de MDA, bem como pelo aumento de nitrito (Figura 5). Igualmente aos
nossos resultados, foi observado que o estresse oxidativo medido pelo MDA, CAT e
SOD ¢ mais elevado em homens do que em mulheres (IDE et al., 2002). De acordo com

a estimativa do INCA, o céncer de estomago esta entre os dez tipos de cancer mais
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incidentes estimados para 2016, com cerca de 12.920 (6%) novos casos para homem e
7.600 (3,7%) para mulheres (INCA, 2015), colaborando com os nossos achados do
estudo.

Bloomer; Richard e Fisher-Wellman (2010) ressaltam tambem que em resposta
pos-prandial a ingestdo de lipideos e os niveis de MDA e perdxido de hidrogénio séo
aumentados no sexo masculino. As espécies reativas do oxigénio sdo responsaveis por
danos mitocondriais como modificagbes na permeabilidade  mitocondrial
(KIRKINEZOS et al., 2005), danos na cadeia respiratoria (GHEZZI; ZEVIANI, 2012) e
danos e mutacdes no DNA mitocondrial (HOLLENSWORTH et al., 2000). Quebras no
DNA de forma constante torna o teste cometa um bom parametro indireto do estresse
oxidativo (FANG et al.,2015). Niveis elevados de ERO’s levam a aceleragdo do dano
oxidativo para proteinas celulares, lipidios da membrana e DNA, bem como apoptoses
(PITTALUGA et al., 2015).

Esses eventos sdo inter-relacionados e podem ser entendidos como possiveis
mecanismos para o risco do cancer induzido pelo uso continuo do OME (Figura 9).
Como relatado anteriormente o potencial genotdxico do OME possivelmente pode ser
atribuido ao estresse oxidativo, como observado pelas defesas antioxidantes como
também pelos mecanismos de inducdo de peroxidacgdo lipidica e aumento de compostos
nitrosos. Assim, é possivel sugerir alguns dos mecanismos para a genotoxicidade do
OME (Figura 9). Cabe lembrar que a glutationa (GSH) é um tripeptideo de baixo peso
molecular encontrado em baixas concentracdes (mM) intracelular em diversos tecidos e
células. E o antioxidante mais abundante e este contém um grupo tiol (SH). Esta funcéo
tiol é fundamental para a atividade bioldgica de GSH (SCHMITT et al., 2015). A GSH
¢ sintetizada através da enzima y-glutamil cisteina sintetase (RAPPA et al., 2003).

A peroxidacédo lipidica, observado em nosso estudo (Figura 5), é caracterizada
como uma deterioracdo de lipidios polissacarideos pela adi¢éo de radicais livres, como
o *OH, e abstragdo de um grupo metileno (-CH>-), resultando em radicais carbono que
podem reagir com o O2 e formar novos radicais peroxil, dando continuidade assim, a
peroxidacdo lipidica (SCHAUR et al., 2015). Tecidos cancerigenos relacionados a
inflamacdo formam lesdes por danos induzidos por espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, as quais promovem danos em &cidos nucleicos, proteinas e tecidos
(OHNISHI et al., 2013). Wang e colaboradores (2005) realizaram estudos sobre a
relacdo entre SOD e MDA em ensaios com pacientes com carcinoma e Ulcera gastricos
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onde observaram que: a atividade dos radicais livres produzidos na mucosa gastrica
induziu carcinogénese em outros tecidos gastricos; a baixa capacidade antioxidante do
tecido gastrico induz carcinogénese; e que em lesdes ulcerativas essa capacidade é ainda
mais reduzida.

Omeprazol através da NADPH mitocondrial e ao reduzir o pH citosélico pode
induzir ROS’s (por exemplo, - O2-, H202). Por outro lado, o sulfato de OME e os seus
metabolitos de sulfoxido através da y-glutaminecisteina podem estimular a GSH, que
também é responsavel pela inducdo de ROS’s. Estas espécies reativas ativam caspases,
como a exemplo a 3/9, 7 e 8, levando a morte celular. Além disso, a SOD converte O»-
para H20>2 que pode produzir mais OH e HOCI. O primeiro é responsavel por causar
peroxidacgdo lipidica e danos a membrana, mitocéndria e DNA, enquanto HOCI causa
danos as proteinas. Além disso, os metabolitos de reducdo OME que podem liberar o

grupo metil (-CHz) que podem metilar a molécula de DNA e causar cancer (Figura 9).

Figura 9 - Possiveis sugestdes para mecanismos dos metabolitos do OME frente aos
riscos para o cancer

OMPL sulphide/sulfo-oxide OMPL
NADPH
/\ 02._

\L J Cytosolic pH lsoo
y-Glutaminecysteine Mitochondria H,0,
\L GSH synthetase /\

GSH

Cysteine

ROS (0,%,H,0,) | — > Activation of caspases ———> Cell death *OH Hocl

o (e.g.—9/3,7 or 8)
OMPL tolerance i

Lipid peroxidation
Membrane damage

Folded protein J

OMPL Mitochondrial damage
DNA damage
Repression
Protein damage
MMM
m Exon H Exon h
l—'—l

Promoter region

Cancer cell

Dissertagdo de Mestrado | Ag-Anne Pereira Melo de Menezes

137



Estudos de correlagdes estatisticas de Pearson foram feitos para andlises de
fatores de interferéncia nos danos genotoxicos do OME e os dados apresentados nas
Figuras 6 e 7 e na Tabela 4 apontaram correlagbes entre os biomarcadores
citogenéticos e entre estes com 0s aspectos socioculturais, de salde e estilo de vida.
Significante correlacdo positiva foi observada entre ID e CAT em pacientes do grupo G
e G+OME podendo ser da prépria patologia, pois apds acorrido a lesdo gastrica, 0
tecido é parcialmente oxidado (CHENG et al.,2014). De forma similar, ao estresse
oxidativo no grupo G+HP+ OME em relacdo ao aumento de SOD, pois o desequilibrio
entre as defesas antioxidantes e a producdo de ERO’s podem levar a danos celulares
como a oxidacao de proteinas, peroxidacdo lipidica e degradacdo do DNA (PEY at al.,
2017; SIES at al.,2017).

No grupo G+HP foi observado influéncia do tabagismo com aumento de nitrito. O
habito de fumar e o aumento os teores de nitratos e nitritos sdo fatores de risco para o
desenvolvimento do cancer de estbmago (MENEZES et al., 2002; MONTEIRO et al.,
2009). O tabagismo, associados a outros fatores como o alcool, podem resultar em
morte celular e danos celulares, como hiperproliferacdo podendo levar a mutacdo de
oncogénese ou gene supressor de tumor resultando em carcinogénese (VIEIRA; SOUSA,
2015). Os ID e FD observados nos pacientes sem gastrite com o uso de OME
apresentaram correlacdo positiva entre ID e niveis de CAT e de nitrito. Entretanto, o
aumento dos niveis de nitrito pode ser também atribuido ao consumo de carne. O
consumo de carne vermelha € outro fator de ricos para o cancer e alimentos embutidos,
conteddo nitritos e nitratos, que sdo importantes agentes carcinogénicos induzem a
formacdo de células tumorais, devido ao aumento de composto nitrosos, que Sao
relacionados com o aumento de radicais livres (GAROFOLO et al., 2004).

Também foi observada correlacdo negativa entre consumo de vegetais e FD no
grupo SG+OME. Os antioxidantes presentes na dieta sdo importantes fontes de defesas
contra danos oxidativos causados pela acéo dos radicais livre, a exemplo as vitaminas E,
A e C em contras frutas e verduras (TURECK et al., 2017). Alguns alimentos contendo
nutrientes antioxidantes sdo protetores e/ou quimiopreventivos, pois poderia reduzir o
risco de cancer iniciados por danos oxidativos ao DNA (GASPAROQOVIC et al., 2013).

A exposi¢do a quimicos foi correlacionada com o aumento de ID no grupo G
(Tabela 3). Como apresentado na Tabela 1 os pacientes relataram exposicdo a

Dissertagdo de Mestrado | Ag-Anne Pereira Melo de Menezes

138



materiais de limpeza e estudos apontam genotoxicidade para esses produtos quimicos
(EVERATT et al., 2013). Existem relatos de genotoxicidade pelo aumento de ID em
mulheres expostas a produtos de limpezas (TORAASON et al. 2003), como também em
homens (AZIMI et al., 2017). Muitos produtos quimicos ambientais, ocupacionais e
industriais s@o capazes de gerar estresse oxidativo e possivelmente a danos genotoxicos,
0 que contribui para o desencadeamento de vérias doencas humanas dentre elas o cancer
(ERKEKOGLU; KOCER-GUMUSEL, 2014). Materiais de limpeza utilizados contém
diversos ingredientes ativos como antimicrobianos e sdo comercializados em diversas
formulacBes sdo relatados como genotoxicos (CAPKIN et al., 2017), a exemplo do
triclosan (PERENCEVICH; WONG; HARRIS, 2001; LIN et a., 2014), percloroetileno
(AZIMI et al., 2017), 2-butoxietanol (CORTHALS; KAMENDULIS; KLAUNIG,
2006), ftalatos (ERKEKOGLU; KOCER-GUMUSEL, 2014).

No grupo G+OME foi encontrado correlacéo entre a pratica de exercicios fisicos
com o aumento de catalase. Ja é relatado que o um aumento do nivel de nitrito no
plasma de pessoas que praticam atividade fisica. Davison (2016), em seus estudos,
quantificou em células humanas, por meio do ensaio cometa, o potencial do exercicio de
alta intensidade de promover danos ao DNA por meio da producdo aumentada de
espécies reativas de oxigénio (principalmente de *OH) e de nitrogénio, as quais podem
prejudicar a funcdo celular por modificagdo oxidativa dos acidos nucleicos e,
consequentemente, a instabilidade genética. Buresh e Berg (2015) discorre sobre o0s
beneficios da adaptacao do exercicio fisico, onde durante a sua execucao ha aumento da
formacdo de EROs, bioproduto toxico da contracdo muscular ou metabolismos de
oxigénio, porém, com a adaptacdo do treino, ha a regulacdo do estado redox para
promover a salde, bem como, resisténcia ao desenvolvimento de doencas cronicas, pela
reducdo artificial de EROs. A producdo de EROs durante o exercicio fisico é regulada
por uma resposta sinérgica entre o sistema antioxidantes endégeno e antioxidantes
ingeridos na dieta. O sistema antioxidante se adapta ao treinamento pela manutencao do
sistema redox, para contrabalancear os efeitos prejudiciais das EROs (KHANI et al.,
2017). Assim, diante do exposto, o estudo aponta a necessidades do biomonitoramento
dos riscos de instabilidades genética em terapias com o OME, como uma estratégia para

a prevencdo do cancer.
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5 CONCLUSAO

A terapia com omeprazol (OME) induz alteracbes no material genético de
linfocitos de sangue periférico em pacientes com gastrite, independente da co-infecgdo
com H. pylori, pelo aumento do indice (ID) e frequéncia de danos (FD), bem como por
inducdo de apoptoses (AP). Esses danos genotoxicos podem ser possivelmente
ocasionados por estresse oxidativo, como observado pelo aumento das defesas
antioxidantes enddgenas pelo aumento da catalase e da superdxido dismutase e da
glutationa reduzida. Dentre os mecanismos para inducdo de danos oxidativos foi
possivel apontar que o OME induz aumento de peroxidacdo lipidica e de nitrito.
Correlagdes estatisticas foram observadas entre ID e FD e entre estes e a apoptose. O 1D
foi correlacionado positivamente com o aumento de catalase. Exposi¢do a quimicos e
baixo consumo de vegetais foram relacionados com a genotoxidade e o consumo de
carnes com o aumento de nitrito. Os exercicios fisicos foram correlacionados com o
aumento da catalase e o habito de fumar com o aumento da superdxido dismutase. Cabe
enfatizar a importancia da associacdo entre a avaliacdo de genotoxicidade, com o0 ensaio
cometa, e 0s parametros de estresse oxidativos e defesas antioxidantes em estudos de
biomonitoramento de terapias do OME para progndsticos em relacdo aos riscos de

instabilidade genética.
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CONSIDERACOES FINAIS

Segundo a literatura o omeprazol (OME) foi capaz de elevar a atividade das
defesas antioxidantes em modelos de lesdo géastrica e intestinal em animais, proximo aos
niveis de normalidade, reduzindo os danos oxidativos demostrando uma atividade
antioxidante. Também foi observado a atividade anti-inflamatdria através da reducéo
das citocinas pro-inflamatdrias, mediadores da inflamacéo e elevacdo de citocinas anti-
inflamatdrias. Demostrando reducdo dos processos indutores da morte celular,
comprovado pela reducdo de marcadores moleculares apoptoticos, como a caspase 3,
BAX e citocromo C; assim como pela elevagdo de marcadores antiapoptoticos como
BCL-2 e BCL-XL. Porém, em modelos de animais xenogréaficos foi observada reducao
de massa tumoral e reducdo da viabilidade em cultura celular, demostrando atividade

apoptatica.

Na parte experimental da pesquisa, a terapia com OME induziu alteragdes no
material genético de linfocitos de sangue periférico em pacientes com gastrite,
analisados pelo aumento dos indices (ID) e frequéncias de danos (FD), bem como por
inducdo de apoptoses, através do teste cometa versdo alcalina. Os danos genotoxicos
podem ser ocasionados por estresse oxidativo, que foi comprovado pelo aumento das
defesas antioxidantes enddgenas catalase, superoxido dismutase e glutationa reduzida.
A terapia com OME aumentou significativamente os niveis de peroxidacao lipidica pela
avaliacdo do contedo de MDA. O aumento de nitrito, também foi observado nos
pacientes.

Os resultados das possiveis diferencas estatisticas entre os sexos em relacdo aos
danos genotdxicos, perfil das defesas antioxidante e danos oxidativos, apresentaram
significantes aumentos para ID do sexo masculino em relacdo ao ID do sexo feminino,
como também para os niveis de peroxidacao lipidica. Para as possiveis correlagdes entre
ID e apoptose, os dados apontaram que apenas 0 grupo de pacientes com G+OME
obteve correlagdo positiva, semenhante aos resultados anteriores, indicando que a
terapia com OME pode induzir apoptose. A genotoxidade foi correlacionada com a
exposicdo a quimicos e baixo consumo de vegetais, e 0 consumo de carnes com 0
aumento de nitrito. O aumento da catalase foi correlacionado com os exercicios fisicos e

0 héabito de fumar com o aumento da superdxido dismutase. Cabe enfatizar a
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importancia do ensaio cometa para a avaliacdo de genotoxicidade, e 0os parametros de
estresse oxidativos e defesas antioxidantes para o biomonitoramento de instabilidade
genética para os pacientes em terapias gastricas com OME.
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Abstract: Gastric lesions involve inflammatory infiltration, endothelial dysfunction, cell membrane
damage through the production of reactive oxygen species eventually causing mucosal
damage. The drugs of choice in the treatment of the pathologies is associated with the
effects of gastric acid include, Proton Pump Inhibitors (PPIs) which promote effective
blockade of basal acid secretion. However, PPIs are associated with some pathological
alterations, since these drugs are of prolonged and intermittent use, leading genotoxic
damage and/or carcinogenic effects. The cell death process is observed in situations of
extensive or irreversible cellular damage, especially in situations with elevated oxidative
stress on lipids, proteins and genetic materials. These effects lead to gene instability
forcing the cell to enter the process of cell death or perpetuate changes in its DNA,
leading to a carcinogenic process. In this systematic analysis we discussed 144
articles obtained from PubMed, Science Direct, Cochrane Library, Periddico Capes and
Scielo published until 2017 aiming to characterize and correlate the pharmacological
activities of omeprazole with the mechanisms of protection and induction of cell death in
clinical and non-clinical studies. Omeprazole was able to prevent cell death in the
experimental models by induction of gastric and
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intestinal damage due to the restoration of antioxidant defenses, modulation of the
inflammatory process, reduction of apoptotic proteins and elevation of antiapoptotic
with reduction of necrotic areas in the gastric mucosa. However, omeprazole also
evident to cause apoptotic cell death in xenographic models with the reduction of
tumor mass, cell viability both in normal and cancerous lines. Thus, the side effects
and toxic effects of omeprazole must be considered.
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ANEXO Il - INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS - QUESTIONARIO PESSOAL

. Nome Cddigo no projeto

. Idade anos Peso Kg Altura cm Cintura cm

. Data de nascimento / /

. Cidade onde nasceu e onde vive

1
2
3
4. Sexo () Masculino () Feminino (Gltima menstruagdo __ / /)
5
6. Grupo étnico () branco () pardo () negro () amarelo () indigena
7

. Pais originarios de qual(is) pais(es)

(o]

. Qual a sua situagéo conjugal?
( ) casado/companheiro () separado/divorciado ( ) solteiro ( ) vilvo

9. Numero de filhos naturais

10. Até que série vocé completou com aprovacdo?
() 1° grau incompleto () 1° grau completo

() 2° grau incompleto () 2° grau completo

() superior incompleto () superior completo

() pos-graduacdo () ignorado

11. Qual o seu trabalho atual?

12. Ha quanto tempo vocé exerce essa fungio?

13. Qual a sua jornada de trabalho semanal?

14. Quantas horas de sono em média por dia?

15. No seu trabalho atual, ja se expds a alguma dessas substancias?

() derivados do petréleo (horas/semana

() tintas/corantes (horas/semana

() solventes (horas/semana

() pesticidas/herbicidas (horas/semana

() mercurio/vapores de outros metais pesados (horas/semana

() outras substancias quimicas — quais? (horas/semana

16. Qual era o seu emprego anterior / que funcéo exercia?

17. No seu emprego anterior, ja se expds a alguma dessas substancias? (Informe tempo de exposi¢do em
horas/semana).

() derivados do petroleo (horas/semana

() tintas/corantes (horas/semana

() solventes (horas/semana

() pesticidas/herbicidas (horas/semana

() mercurio/vapores de outros metais pesados (horas/semana

() outras substancias quimicas — quais? (horas/semana
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18. Vocé utiliza equipamento de seguranga em seu trabalho? Com qual frequéncia?
() sim () ndo () () sempre () quase sempre () pouco

19. Vocé pratica algum exercicio fisico? () sim () ndo

20. Se sim, qual?

() musculacéo () corrida () pilates () futebol/vélei () outro:

21. Qual a frequéncia?
() 1 vez /semana () 2 vezes/semana () trés vezes/semana () 4 vezes/ semana ou mais
22. VVocé fuma ou ja fumou? () sim () ndo — Se ndo, va para a questao 26

23. Se sim, quantos cigarros fuma por dia e ha quanto tempo? (ndmero de cigarros)

() meses/ () anos

24. Fuma também () cigarro de palha () cachimbo () outros

Quantas vezes ao dia?

25. Se parou, durante quanto tempo vocé fumou? () meses / () anos

26. Quantos cigarros fumava por dia? (nGmero de cigarros)

27. Medicamentos utilizados rotineiramente (indicar a frequéncia em vezes/dia)

() Omeprazol

Se sim, qual marca? Dose? Quanto tempo de uso? Efeitos colaterais (se sim, qual ?)?

() horménios

() vitaminas e/ou suplementos

() comprimidos para hipertecéo

() antibidticos

() insulina

() tranquilizantes

() relaxantes musculares

() outros — quais?

28. Esta fazendo algum tratamento de salde? (por ex: coluna, gripe, alergia, dores, etc...) () sim () ndo
Qual? Tempo do tratamento

29. Fez alguma radiografia no altimo ano? () sim () ndo — Quanto tempo?

30. Com que frequéncia vocé consome bebidas alcodlicas?

() nunca — va para a questdo 40 () uma vez por més ou menos () 2 a 4 vezes a0 més

() () 2 a3 vezes por semana () 4 ou mais vezes por semana

31. Quais bebidas vocé consome?

() somente cerveja () somente vinho () somente destilados () cerveja e vinho () cerveja e destilados ()
vinho e destilados () cerveja, vinho e destilados

32. Nas ocasides em que bebe, quantos doses (), copos () ou garrafas () vocé costuma tomar?
()lou2()3o0ud()50ub()7a9()10oumais

() uma vez por semana () todos os dias ou quase todos

33. Alguma vez na vida algum parente, amigo, médico ou outro profissional da salde ja se preocupou

com vocé por causa da bebida ou lhe disse para parar de beber?
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() ndo () sim, mas ndo no Gltimo ano () sim, durante o ultimo ano

34. Quantas e quais refei¢des vocé faz por dia?

35. Ingere frutas e verduras? / Se sim, indique a frequéncia (em dias/semana)
()sim()ndo/()1a2()3a4()5a6()todos os dias
36. Ingere carnes? () sim () ndo / Se sim, com que frequéncia vocé come:

Dias por semana

la?2 3a4 5a6 Todos os dias
Carne bovina () () () ()
Peixe () () () ()
Galinha () () () ()
Porco () () () ()
Outras () () () ()

37. Qual a sua preferéncia de carnes? () mal passada () bem passada () frita/ () gorda () magra.

38. Quais as porcdes ingeridas em relacdo aos seguintes alimentos durante as suas 3 principais refeicdes

diarias.
1 porgao= 1 colh zopa de bl 1 poxciio= 1 colh. sopa rasa
dleofazeite/hanha, 1 colh. sopa rasa o a&'“-':“: 1 '10];'\- sohremesa
margarina, manteiga, nata, maionese, i & . geléia, 1 docé em uma colh.

fopa
- ACUCARES E DOCES

creme de leite ) oo Gornurad]

)___."5\ —
- ﬁ;) 1porcao= 1hife pequenc
=4 :p:L até M g, 1 ove
- —— CARNES E OVOE

LEITE E FRODUTOS :_‘\CTECIS’\ =

1porcio= 1 copo de leite 1 poxcio= 1 concha pey.
ou de iogurte, ? fatias de LEl

queijo

LEGUMINOSAS

1 porgioe= 1 fruta

ﬂf)i FRUITAS
\":.‘t[‘. =1 +cons da?
\

1 porgao= 1 pires

: CEREAIS,PAES K 1 porgio= 3 colh. sopa arrez
il TURERCULDS | RalEES ou 1 hatata média ou prato
raro de massa ou 1 fatia de pao de
forma ou 1/2 pio francés ou 3 ho

Café

lachas

Almogo

Jantar

39. Vocé ja teve/tem alguma dessas doengas?

() cancer — Qual? Idade
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() AIDS () anemias () doencas cardiacas — Idade () esclerose maltipla — Idade O
diabetes — ldade () outras — quais e que idade apresentou?

40. Alguém da sua familia ja teve/tem alguma dessas doengas? (indicar o grau de parentesco ao lado)

() doengas cardiacas () esclerose maltipla () diabetes Em que idade?
() outras — quais?

41. Casos de cancer na familia () ndo () sim
42. Quais os tipos de cancer? (indicar o grau de parentesco ao lado)

() pele () mama () leucemia

() esbfago

() outros

43. Tem conhecimento de algum defeito de nascimento ou doenca hereditéria que afetem seus pais,
irmaos, irmas ou conjuges?

() néo () sim—qual?

44. Vocé e seu conjuge ja tiveram dificuldades em conceber (mais de doze meses) ou ja foram
diagnosticados como estéreis? () ndo () sim

45, Historico de aborto espontaneo?

() néo () sim — quantas vezes?

46. Histérico de bebé com anomalias?

() néo () sim—qual?

Assinatura do entrevistado

Data e assinatura do pesquisador responsavel
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ANEXO Il - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

IDENTIFICACAO DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo do Projeto: MONITORAMENTO TOXICOGENETICO DOS EFEITOS DO OMEPRAZOL
EM SANGUE PERIFERICO E EM EPITELIOS BUCAL E ESTOMACAL DE PACIENTES COM
PATOLOGIAS GASTRICAS

Area do Conhecimento Ciéncias Bioldgicas N° de participantes 300

Curso Programa de Graduacdo em Medicina
Unidade Centro Universitario UNINOVAFAPI

Projeto Multicéntrico Sim () Nao (X) Nacional (X) Internacional () Cooperacdo Estrangeira Sim (
) Néo (x)

Patrocinador da pesquisa Pesquisador responsavel

Instituicdo onde serd realizado Laboratorios da Universidade Federal do Piaui e Hospital Getulio
Vargas

Nomes dos pesquisadores e colaboradores: Ag-Anne Pereira Melo de Menezes, Claldia Paz Sampaio,
Debora Sara Neves Lima, Igor Leonardo Vieira Caetano, Jessica Lima Silva, Lara Arrais Chaves
Cronemberger, Milena Braga Soares da Silva, Paula Fernanda Melgago Costa, Ana Amélia de Carvalho
Melo Cavalcante, Marcia Fernanda Correia Jardim Paz, Carlos Dimas de Carvalho Sousa, Jozelda
Lemos Duarte.

IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA

Nome Data do Nascimento Sexo
Nacionalidade Estado Civil Profissédo

RG Telefone E-mail

Endereco

IDENTIFICACAO DO PESQUISADOR RESPONSAVEL

Nome Mércia Fernanda Correia Jardim Paz Telefone (86) 99411-0532

Profissdo Biomédica Registro do Conselho N°5547

E-mail marciafernanda@uol.com.br

Endereco Rua Monsenhor Melo, 300 S&o Cristdvao Teresina-Pl 64053-220

Prezado participante,

Vocé esta sendo convidado (a) a participar da pesquisa “MONITORAMENTO
TOXICOGENETICO DOS EFEITOS DO OMEPRAZOL EM SANGUE PERIFERICO E EM
EPITELIOS BUCAL E ESTOMACAL DE PACIENTES COM PATOLOGIAS GASTRICAS”,
desenvolvida por Milena Braga Soares da Silva e Lara Arrais Chaves Cronemberger, discentes do curso
de Medicina do Centro Universitario Uninovafapi, sob orientagdo da Professora Jozelda Lemos Duarte. A
pesquisa serd realizada em pacientes que tenham entre 18 a 70 anos de idade, diagnosticados atraves de
endoscopia pelo médico gastroenterologista com Ulcera, gastrite ou cancer gastrico e que ndo necessitem
de cirurgia, radioterapia e quimioterapia.

Nesse documento, vocé sera esclarecido sobre os objetivos da pesquisa, métodos a serem usados,
beneficios previstos, potenciais riscos e/ou desconforto que esta pesquisa podera ocasionar, além de
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informagdes éticas necessarias para a sua decisdo em participar da pesquisa. O objetivo central do estudo
é avaliar os possiveis danos gerados ao seu material genético (DNA) e as alterages de risco para o
cancer, pelo uso prolongado e/ou intermitente do Omeprazol. Para isso, faremos 0 monitoramento dos
efeitos tdxicos ao material genético em terapias de gastrites, Ulceras e cancer gastrico, pela frequéncia de
biomarcadores citogenéticos indicativos de genotoxicidade, mutagenicidade e danos apoptdticos em
células do estbmago, da cavidade oral e do sangue.

Os métodos utilizados serdo: (1) a aplicacdo de um questionario de salde, que sera realizado no
momento em que voceé for realizar a sua consulta de rotina com o médico gastroenterologista, na qual ele
ird expor todas as especificacbes com relacao a realizagdo do trabalho e vocé sera convidado a participar
da pesquisa. Caso aceite participar, vocé respondera a esse questionario aplicado pelos pesquisadores que
contém informagdes, tais como: habitos alimentares, estilo de vida e saude; (2) teste Cometa para
avaliacdo da toxidade (toxigenicidade) do Omeprazol ao DNA utilizando fragmentos de sangue
periférico, colhidos no momento que voceé realizar exames hematologicos (exame de sangue), que devera
ser solicitado pelo seu médico no momento da consulta. Os pesquisadores coletardo amostras contidas
diretamente do tubo de ensaio utilizado para coleta do seu sangue, sem que haja necessidade de realizacdo
de outro exame com essa finalidade. Posteriormente essa amostra seré utilizada para realizagdo do teste
Cometa; (3) teste de Microndcleo para avaliagdo dos danos e mudangas (mutagenicidade) ao material
genético (DNA) através da analise de materiais da sua mucosa bucal (parte interna da bochecha) e
estomacal. A mucosa bucal sera coletada atraves da raspagem da parte interna da bochecha com a leve
friccdo de uma escova, ap6s a explicagdo de todo o procedimento, podendo vocé realizar a raspagem. A
mucosa estomacal € retirada da prépria lamica confeccionada no exame endoscopico solicitado pelo seu
médico gastroenterologista, sem que os pesquisadores realizem exames fora da rotina. As coletas
ocorrerdo por ocasido da primeira consulta e de uma consulta de retorno. As amostras biolégicas (mucosa
bucal, sangue e mucosa do estdmago) serdo conduzidas ao Laboratério da UFPI para preparo de material
citologico, a fim de se analisarem parametros celulares, ou seja, investigar as células da mucosa oral,
sangue e mucosa estomacal e seu padrdo celular. Todas as amostras serdo armazenadas em setor
especifico dos laboratérios envolvidos.

Os beneficios resultantes com essa pesquisa serdo de carater individual e coletivo para: (1) a
obtencdo de conhecimento cientifico associados & terapéutica com o uso do omeprazol, com
especificidade para a seguranga do seu tratamento e de outrros pacientes, em relagdo aos riscos a
instabilidade genética; (2) orientacbes e informacdes relativas aos efeitos adversos do tratamento com o
omperazol, que podem levar a tomada de decisdes terapéuticas, pelo seu médico gastroenterologista, em
tempo real do seu tratamento e (3) sua participacdo também ird contribuir na elaboragdo de modelos de
monitoramento dos riscos genéticos do omeprazol de importancia para outras pessoas que venham a fazer
0 uso do omeprazol em tratamento de doengas géastricas.

Toda pesquisa implica em riscos e/ou incdmodos. Nessa pesquisa apotam-se 0s seguintes riscos e
como minimizalos: (1) Para os relativos aos dados informados para questionario de salde publica, os
riscos serdo minimizados e/ou excluidos, pois os dados serdo sigilosos, confidenciais, sem identificagdo
nominal; (2) na tabulagdo geral e estatistica desses dados, os seus dados ndo serdo isolados dos dados de
outras pessoas, pois a pesquisa é carater coletivo. A divulgacdo desses dados serdo apenas as previstas
nos objetivos da pesquisa e vocé tera acesso aos mesmos em qualquer etapa da pesquisa; (3) para 0s
riscos relativos a coleta de amostras bioldgicas o diagndstico das doencgas gastricas seré feito pelo exame
de endoscopia, sobre a responsabilidade do seu médico, cabendo a ele a tomada de decisdes sobre
qualquer desconforto durante o exame. As amostras coletadas durante o exame serdo encaminhadas aos
pesquisadores apenas para analises previstas nos métodos da pesquisa descritos anteriormente. Essas
amostras ndo serdo identificadas pelo seu nome, serdo sigilosas e de responsabilidade dos pesquisadores;
(4) para coleta e analises hematolégicas e bioquimicas os procedimentos e dados serdo de
responsabilidade do laboratério que vocé escolher para fazer os seus exames. previamente solicitados
pelo médico, mas os pesquisadores também estardo atentos aos incobmodos apresentados durante os
exames, tais como dores,sangramentos que serdo minimizados por meio de procedimentos e técnicas
rotineiramente usados nos laboratorios, aprovados pela vigilancia sanitéria; (5) para os riscos de amostras
da mucosa bucal, método ndo invasivo, podem acontecer pequenos sangramentos e ferimentos, que sdo
previnidos com a orientaz¢do dada pelos pesquisadores para que vocé faca a coleta. Da mesma forma,
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vocé também sera informado no momento da coleta sobre a ndo identificagdo de suas amostras, como
também das andlises e resultados. Cabe enfatizar que a analise sera relativa a todos as pessoas envolvidas
no estudo, assim o0 seu ndo sera examinado individualmente, mas vocé poderé ter acesso aos resultados. O
método para coleta sdo preconizados internacionalmente.

A sua participacdo voluntaria servira para verificar a qualidade e a seguranca da terapia
medicamentosa com o omeprazol, sendo muito importante, e vocé tem plena autonomia para decidir se
quer ou nao participar, bem como retirar sua participacao a qualquer momento. Vocé ndo sera penalizado
caso decida ndo participar da pesquisa ou, tendo aceitado, desistir desta. Serdo garantidas a
confidencialidade e a privacidade das informagfes por vocé prestadas.

Em relagdo a assisténcia ao participante, vocé: (1) sera assistido sobre qualquer situagdo
emergencial e de complicagdes e danos decorrentes da pesquisa, sendo indenizado diante de qualquer
dano causado pela pesquisa; (2) pode recorrer ao responsavel pela pesquisa e sera esclarecido sobre os
riscos fisicos, psiquicos, morais, intelectuais, sociais, culturais e espirituais decorrentes da pesquisa; (3)
tera assegurado a confiabilidade, privacidade, a protecdo de imagem, garantindo a ndo utilizagdo das
informacdes obtidas na pesquisa em prejuizo dos seus interesses e convicgdes; (4) tera conhecimento que
0s métodos usados estdo padronizados e aceitos para 0s objetivos previstos com énfase também para os
exames diagndsticos (endoscopia, hemograma, bidpsia) que serdo de inteira responsabilidade do seu
médico.

Cabe informar ainda que os responsaveis pela pesquisa (coordenador e participantes) apresentam
capacidade profissional adequada para desenvolver suas fungbes na pesquisa. Os resultados iréo
contribuir ndo somente para o0 seu tratamento, mas também para tratamento de outras pessoas em
situacbes de salde semelhantes a sua. Toda a metodologias (métodos) experimentais descritos
anteriormente ja foram aplicados em outros estudos de monitoramento de farmacos, a exemplo dos
antineoplasicos em pacientes com cancer de mama.

Através deste documento vocé esta sendo previamente informado(a) que os dados obtidos do seu
material bioldgico (saliva, sangue e liquido do estbmago — endoscopia) serdo apenas relativos aos
métodos descritos anteriormente , ndo sendo utilizados para outras analises. E que vocé, como também,
todos os participantes da pesquisa, no final do estudo, serdo informados e terdo acesso garantido aos
resultados sobre os métodos diagndsticos e terapéuticos profilaticos de importancia para 4 saude da
coletividade, tendo garantia de sigilo e privacidade, além de possibilidade de saida da pesquisa.

Vocé serd esclarecido(a) pelo médico e participantes da pesquisa (coordenador e pesquisadores)
durante a sua consulta com o médico gastroenterologista, e vocé tera o tempo necessario para definir sua
participagdo na pesquisa. Apos a sua decisdo, vocé ainda terd o tempo para ler, entender, concordar e/ou
discordar sobre a sua participacdo na pesquisa por meio do TCLE, com declaragdo do pesquisador. Caso
seja necessaria, outras analises com as amostras coletadas, 0s pesquisadores irdo encaminhar aditivos ao
projeto e vocé serd convidado a novo preenchimento do TCLE, com autonomia para concordar e/ou
discordar das novas analises.

Em caso de ddvida quanto a condugo ética do estudo, entre em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa do UNINOVAFAPI, no enderego: Rua Vitorino Orthiges Fernandes, 6123 — Uruguai, CEP:
64073-505 - Teresina — Piaui, Tel - (086) 2106-0738; e-mail: cep@uninovafapi.edu.br. O contato com o
pesquisador responsavel, Jozelda Lemos Duarte, pode ser realizado pelo telefone: (86)99988-3841 / e-
mail:jozeldaduarte@hotmail.com.

O Comité de Etica em Pesquisa é a instancia que tem por objetivo defender os interesses dos
participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e para contribuir no desenvolvimento da
pesquisa dentro de padrfes éticos. Dessa forma o comité tem o papel de avaliar e monitorar o andamento
do projeto de modo que a pesquisa respeite os principios éticos de protecdo aos direitos humanos, da
dignidade, da autonomia, da ndo maleficéncia, da confidencialidade e da privacidade.
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Nome e Assinatura do Pesquisador Responsavel

RG/CPF: 372.547.583-00

NOME CPF ASSINATURA

Ana Amélia de Carvalho Melo Cavalcante 130.036.743-15

Paulo Michel Pinheiro Ferreira 835.051.213-04

Marcia Fernanda Correia Jardim Paz 337.791.123-53

Ag-Anne Pereira Melo de Meneses 058.958.313-11

Ana Maria Oliveira Ferreira da Mata 024.925.263-56

Igor Leonardo Vieira Caetano 067.916.733-11

José Victor de Oliveira Santos 054.532.883-70

Lara Arrais Chaves Cronemberger 039.286.483-57

Milena Braga Soares da Silva 020.109.623-46

Ricardo Melo de Carvalho 037.709.453-60

Teresina, de de

Declaro que entendi os objetivos e condi¢fes de minha participagdo na pesquisa e concordo em participar.

(Assinatura do participante da pesquisa)

Nome legivel do participante: RG/CPF:
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