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RESUMO

O Omeprazol, primeiro representante da classe dos inibidores da bomba de protons, € ainda o
mais utilizado na prética clinica e tem seu uso bastante difundido na populagdo. Apesar de sua
6tima eficdcia e considerdvel perfil de seguranga, estudos de natureza clinica t€m relacionado
seu uso cronico a efeitos centrais. O aumento da ocorréncia de transtornos neuropsiquidtricos €
uma preocupacdo global, sendo fundamental a identificacdo de fatores evitaveis, como efeitos
adversos ao uso de medicamentos. O objetivo deste trabalho foi, entdo, compreender os efeitos
da administra¢ao cronica de Omeprazol no sistema nervoso central de camundongos em dose
equivalente a utilizada na clinica, investigando alteracdes comportamentais, inflamatorias e
oxidativas. Para isto, camundongos C57BL/6 adultos machos, com peso entre 20-30 g foram
utilizados e divididos em dois grupos: OME e Sham, os quais receberam as solucdes de
Omeprazol (8 mg/kg) e do veiculo (bicarbonato de s6dio pH 8.4), respectivamente, por
gavagem, via oral, durante 28 dias. 24h apds a udltima administracdo, os animais foram
submetidos aos testes comportamentais: Campo Aberto (CA), Rotarod, Nado Forcado (NF),
Labirinto em Cruz Elevado, Inibicdo Pré-Pulso, Esquiva Passiva, Labirinto em Y (LY) e
Reconhecimento de Objetos (RO). Ademais, foi registrado o peso dos animais com intervalos
de 48-72h durante o protocolo. Apds a eutandsia, as dreas do hipocampo (HP), cortex pré-
frontal (CPF) e corpo estriado (CE) foram dissecadas, pesadas, e o soro, coletado. Os
parametros do estresse oxidativo, malondialdeido (MDA), nitrato/nitrito e glutationa reduzida
(GSH) foram dosados nas dreas cerebrais. Os marcadores inflamatérios, IL-1p e TNF-a, foram
dosados no soro, HP e CPF. O estudo foi aprovado no Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Ceard, protocolado sob o n° 1977300718. Os resultados mostram
diminui¢do do pardmetro de crossing no CA, sem nenhuma alteracdo no desempenho motor no
Rotarod, redugdo do tempo de imobilidade no NF, aumento no nimero de alternancias corretas
no LY e reducgdo do tempo de exploragdo ao objeto novo no RO. Houve reducao do peso do HP
e do ganho de peso corporal no grupo OME. A avalia¢do neuroquimica revelou aumento dos
niveis de IL-1B no CPF e no soro, e de TNF-a apenas no CPF. Os niveis de nitrato/nitrito
aumentaram no HP e CPF, enquanto os de MDA e GSH diminuiram em todas as areas cerebrais.
Diante dos resultados, sugere-se que Omeprazol melhorou o comportamento tipo depressivo e
a memoria de trabalho por meio do aumento dos niveis de nitrato/nitrito e redu¢ao de MDA no
CPF e HP. Em relagdo ao prejuizo na memoria de reconhecimento pode estar associado a
diminui¢@o do peso do hipocampo. A reducdo do ganho de peso corporal pode estar relacionada

ao aumento dos niveis de IL-1 no sangue periférico. A partir dos resultados encontrados junto



as evidéncias ja publicadas, reforca-se a importancia de maior cautela no uso cronico de
Omeprazol e a necessidade de realizar mais estudos visando a melhor compreensdo dos

mecanismos por trds dos efeitos desse farmaco.

Palavras-chave: Omeprazol; Inibidores da Bomba de Prétons; Sistema Nervoso Central.



ABSTRACT

LONG-TERM ADMINISTRATION OF OMEPRAZOLE PROMOTES BEHAVIORAL,
INFLAMMATORY AND OXIDATIVE CHANGES IN THE CENTRAL NERVOUS
SYSTEM OF MICE

Omeprazole, the first proton pump inhibitors developed, is still widely used in clinical practice
and has its widespread use in the population. Despite its great efficacy and considerable safety
profile, recently clinical studies have been linking its chronic use to central effects. Currently,
the increase in the occurrence of neuropsychiatric disorders is a global concern, and it is
essential to identify preventable factors, such as adverse effects to the use of medications. This
study aimed at identifying the chronic administration effects of Omeprazole in the CNS of adult
mice in a dose equivalent to that used in the clinic, investigating alterations in behavioral,
inflammatory and oxidative parameters. For this, C57BL/6 adult male mice, weighing between
20-30g, were used and divided into two groups: OME and Sham, each received either solutions
of Omeprazole (8 mg/kg) or vehicle (sodium bicarbonate pH 8.4) respectively, orally by gavage
for 28 days. 24 hours after the last administration, the animals were submitted to the following
behavioral tests: Open Field (OF) and Rotarod, Forced Swimming Test (FST), elevated plus
maze, Y maze (YM), passive avoidance, object recognition (OR) and pre-pulse inhibition. The
weight of the animals was registered in 48-72h intervals during the protocol. Moreover, the
following brain areas - hippocampus (HP), prefrontal cortex (PFC) and striatum - were
dissected, weighted, and the serum was collected. Oxidative stress parameters,
malondialdehyde (MDA), nitrite/nitrate and reduced glutathione (GSH), were quantified in
brain areas. The inflammatory markers, IL-1B and TNF-a, were measured in peripheral blood
and in HP and PFC. The project was approved by the Ethics Committee on the Use of Animals
of the Federal University of Ceard filed under no. 1977300718. The following results were
observed: a decrease in the crossing parameter in the OF, no change in the motor performance
verified by the Rotarod test, a reduction in the immobility time in the FST, an improvement in
the percentage of correct alternances in the YM and a reduced in the exploration time in the
novel object in the OR. Furthermore, a reduced weight gain and hippocampal weight were
observed in Omeprazole-treated mice. Regarding the inflammatory and oxidative stress
parameters, there was an increase in the cytokine IL1-p levels in the PFC and serum, whereas

TNF-a only in the PFC. Nitrate/nitrite levels increased in HP and PFC, while MDA and GSH



levels decreased. These findings suggest that Omeprazole improves depressive-like behavior
and working memory, likely through the increase in Nitrate/Nitrite and reduction in MDA levels
in PFC and HP. Whereas, the finding regarding the impairment of the recognition memory is
more likely to be related to the reduced hippocampal weight. The diminished weight gain might
be associated with the IL-1P increased levels in the peripheral blood. Lastly, the results of the
present study alongside with the evidence already published, reinforces the cautions and
attention concerning the long-term use of Omeprazole should be considered as well as the
necessity of doing more studies to better understand the underlying mechanisms behind these

effects.

Key words: Omeprazole; Proton pump inhibitors; Central nervous system.
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1 INTRODUCAO

1.1 Contextualizacio do problema

Os Inibidores de Bomba de Prétons (IBPs) sdo medicamentos utilizados em
desordens da secrecdo dcida géstrica, tendo como principais indicacdes o tratamento da
ulcera péptica e do refluxo gastroesofagico (J. Q. HUANG & HUNT, 2001; SACHS,
1997). Esta classe farmacologica € uma das mais prescritas no mundo (PATTERSON
BURDSALL et al., 2013) e mais recentemente, em alguns paises, passaram a ser
considerados medicamentos de venda livre, podendo ser adquiridos sem prescricao e
supervisdao médica (GHEBREMARIAM et al., 2015).

No Brasil, apesar desses medicamentos ainda serem considerados tarjados, sabe-
se que a compra e consumo de medicamentos sem a apresentagdo da prescricao médica,
acontece entre a populacdo (FELIPE PEREIRA et al., 2020). Nesse contexto, a recente
pesquisa realizada pelo Datafolha em nome do Conselho Federal de Farmacia (2019),
constatou que a automedicacdo € um habito comum dos brasileiros, sendo praticada de
forma geral por 77% da populacio.

A 6tima eficécia dos IBPs e consideravel perfil de seguranca, desde o lancamento
do Omeprazol em 1989, tem sido motivo para o sucesso em vendas e também para
popularizacdo desses medicamentos na sociedade (FORGACS; LOGANAYAGAM,
2008). No cendrio hospitalar, ha uso abusivo dessa classe de medicamentos. O estudo de
Kelly et al. (2015) traz que mais da metade dos pacientes hospitalizados (57,5%) fazem
uso de IBPs, sendo uma parcela considerdvel destes associados a prescri¢c@o e indicacao
inadequada (26,8%) e com doses acima do preconizado nas diretrizes terapéuticas
(68,4%). Ao analisar o perfil de usuarios de Omeprazol em uma Unidade Bésica de Saude
(UBS), foi observado que o maior tempo de uso estd associado a pacientes com mais
idade e em uso de mais medicamentos. O mesmo estudo traz resultados que chamam
atencdo, quando revela que 84,3% dos pacientes tinham prescri¢do para mais de 6 meses
e 29,5% nio tinham o registro da indicag¢io de uso do Omeprazol (HIPOLITO; ROCHA;
OLIVEIRA, 2016).

Protocolos de descontinuacdo do uso desses medicamentos estdo sendo
aprimorados e tendo sua importancia reintegrada, visto que a descontinuacdo abrupta

pode causar efeitos rebote devido a hipergastrinemia causada pelo uso continuo, levando
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ao aumento subito da secrecdo dcida. Este fato em si pode trazer consequéncias a satde,
como o agravamento da doenga de base e também reforcar a reutilizacao dos IBPs, dando
continuidade ao problema do uso cronico (HELGADOTTIR & BJORNSSON, 2019).

Além dos efeitos colaterais comumente descritos em bula, como ndusea, diarreia,
dor de cabeca e dores abdominais, outros efeitos adversos tem chamado a atencao e estdao
sendo investigados pela comunidade cientifica, como aumento do risco de infec¢do por
Clostridium Difficile (MCDONALD et al., 2015), risco de fraturas 6sseas (THONG et al.
2019), pneumonia (ZIRK-SADOWSKI et al., 2018), ma absorcdo de micronutrientes
(ferro, calcio e magnésio) (ITO; JENSEN, 2010), deficiéncia de vitamina B12 (LAM et
al. 2013) e efeitos centrais, como deméncia (GOMM et al., 2016) e depressao (HUANG
et al. 2018) também sdo relatados, principalmente associados ao uso cronico.

Atualmente, hd uma preocupacgio global com o aumento da ocorréncia de doengas
neuropsiquidtricas na populagdo, tornando-se importante a compreensdo de diferentes
fatores envolvidos, além do proprio envelhecimento da populacdo, pois € na faixa etdria
idosa que essas doencas mais ocorrem (FEIGIN et al., 2019). Nesse sentido, o uso de
medicamentos e seus efeitos adversos associados com o desenvolvimento e/ou
agravamento de distirbios neuropsiquidtricos tem sido alvo de pesquisas, a exemplo
disso, os IBPs e os anticolinérgicos (CHATTERJEE; TALWAR; APARASU, 2020;
NOVOTNY; KLIMOVA; VALIS, 2019).

1.2 Omeprazol

Na classe terapéutica dos medicamentos antiulcerosos, o Omeprazol foi o
primeiro IBP usado na prética clinica, lancado em 1989 com o nome comercial de Losec®
na Europa. O farmaco introduziu um novo conceito para a efetiva inibi¢do da secrecdo
dcida no tratamento de desordens dcido-pépticas, e, de maneira rdpida, mostrou-se
clinicamente superior aos agentes antagonistas dos receptores H» (ex: Ranitidina).
Nenhum outro inibidor da bomba de prétons lancado por outras companhias tem se
mostrado significativamente superior ao Omeprazol na pratica clinica (OLBE;
CARLSSON; LINDBERG, 2003).

O Omeprazol foi aprovado na terapia de curto prazo no tratamento de tlcera
duodenal e géstrica e refluxo gastroesofdgico. No tratamento de longo prazo, € indicado
em condi¢des hipersecretantes tais como sindrome de Zollinger-Ellison, mastocitose

sisttmica e adenomas enddcrinos multiplos. E efetivo na preveng¢do de injurias
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gastroduodenais induzidas pela quimioterapia, Ulceras causadas por anti-inflamatérios
ndo esteroidais, além de ser indicado na terapia da erradicacio de Helicobacter pylori
(SACHS, 1997).

O seu mecanismo de agdo € através da supressdo da secrecido de dcido géstrico
pelas células parietais do estdmago, pois inibe a enzima H'K*ATPase (Figura 1), e essa
supressao dcida pode durar de 48 a 72 horas (SHIN; SACHS, 2008). As doses usuais
didrias do farmaco variam de 20 a 80 mg, dependendo da patologia. Em casos como a
sindrome de Zollinger-Ellison as doses vao de 60 a 80 mg/dia, enquanto em que casos de

ulceras duodenais e géstricas variam de 20 a 40 mg/dia (WOLFE; SACHS, 2000).

Figura 1 — Representacdo do mecanismo de acdo dos Inibidores de Bomba de Prétons

nas células parietais.
Inibidores da
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Fonte: Adaptado de Helgadottir; Bjornsson (2019).

Uma vez que o farmaco atua, a principio, exclusivamente sobre a H*/K*-ATPase,
o mecanismo de agdo € especifico e seletivo. Para que ocorra a inibicdo enzimatica, sua
molécula deve ser protonada e transformada em sulfenamida ou &4cido sulfénico,
conforme a reacdo da Figura 2, que por sua vez, liga-se de forma irreversivel, originando
um complexo covalente inativo com o grupo sulfidrila dos radicais da cisteina do dominio

extracelular da enzima H*/K*-ATPase (SACHS, 1997).
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Figura 2 — Conversao do farmaco Omeprazol em sulfenamida nas células parietais e sua
interacdo covalente com a bomba de prétons

HSC R CH3 HE'C | S c H3 Hac Ry CHa
| s l s
N + Enzima - SH o
nzima -
N-\YS"‘\'“O -— N)\N/s ——— N}\N 5—8— Enzima
N
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Fonte: Adaptado de Choi-Sledeski; Wermuth (2015)

A forma protonada ndo consegue atravessar a membrana celular, o que permite
alta concentragdo da forma ativa justamente no local onde se encontra a enzima (SHIN;
SACHS, 2008). A inibi¢ao total ocorre com duas moléculas do inibidor (sulfenamida)
ligadas a molécula da enzima. Este efeito € relacionado a dose, sendo necessdria a
exposicao a repetidas doses para se alcangar nivel de inibicao adequado, e leva a inibi¢ao
da secrecdo 4cida tanto basal quanto reflexa a estimulo (AGUILERA-CASTRO;
MARTIN-DE-ARGILA-DEPRADOS; ALBILLOS-MARTINEZ, 2016). A secrecio de
acido retorna apenas apds a sintese e inser¢dao de novas moléculas de H*/K*ATPase na
membrana luminal, que demora cerca de 18 a 24h (SHIN; SACHS, 2008).

Apesar da sua conhecida seletividade e especificidade pela H/K*ATPase nas
células parietais, atualmente acredita-se os IBPs possam se ligar a outras bombas de ions
em diferentes sistemas. Os genes ATP12A/ATP1AL1 sdo responsaveis pela expressao da
H*/K*-ATPase no cérebro, célon e placenta, enquanto que o gene ATP4 é responsavel
pela expressdo somente nas células epiteliais gastricas (DRIEL & CALLAGHAN, 1995).
Ha evidéncias da atividade dessas bombas no Sistema Nervoso Central (SNC)
(MODYANOV et al., 1991), tendo diversas funcdes fisioldgicas nos neurdnios e
contribuindo para homeostase acido-base e potdssio (DRIEL & CALLAGHAN, 1995).
As H'-ATPases vesiculares, por exemplo, t€m participagdo no empacotamento de
neurotransmissores em vesiculas sindpticas, apds criar um gradiente de prétons propicio
para isso (DRIEL & CALLAGHAN, 1995). Outras bombas idnicas, tais como Ca*-
ATPase e Na*/K*-ATPase, sdo derivadas do mesmo gene e participam da subfamilia PII
do tipo P de ATPases, compartilhando caracteristicas estruturais semelhantes (BUBLITZ

et al., 2010). Isso se torna mais evidente quando observado que a estrutura primaria da
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subunidade alfa da H'/K"™-ATPase é 98% homdloga dentro da espécie e ¢é
aproximadamente 63% homdloga com sitio catalitico da Na*/K*-ATPases e 25% com a
Ca?*-ATPase (JAISSER et al., 1993; SWEADNER & DONNET, 2001). Dessa forma,
considerando essa homologia semelhante entre as bombas iOnicas, especula-se a
possibilidade de acao inibitdria dos IBPs em outras bombas i0nicas em diferentes 6rgaos,
podendo causar mudangas fisioldgicas, inclusive a nivel de SNC (ORTIZ-GUERRERO
etal., 2018).

A capacidade de atravessar a barreira hematoencefélica (BHE) de alguns IBPs
também foi comprovada. Apds a administracdo endovenosa de Omeprazol 10mg/kg em
ratos, o coeficiente de distribuicdo sangue-cérebro foi de 0,15, resultando em uma
concentracdo de 15% alcancando o cérebro com uma tnica dose de Omeprazol, podendo
essa aumentar com o uso continuo (CHENG et al., 2002). Através de estudos in vivo € in
vitro foi demonstrado que o Lansoprazol também possui essa mesma capacidade de

atravessar a BHE (ROJO et al., 2010).

1.3 Riscos associados ao uso cronico do Omeprazol

Entre os efeitos centrais mais investigados em relacdo ao uso de IBPs estd o
aumento do risco de desenvolver deméncia, porém ainda hd muita informacgdo
controversa na literatura. Estudos clinicos apontam o risco aumentado de desenvolver
deméncia e Doencga de Alzheimer (DA) em pacientes idosos em uso cronico de IBPs
(GOMM et al., 2016; TAl et al., 2017).

A DA, considerada o tipo de deméncia de ocorréncia mais comum, tem em sua
fisiopatologia o envolvimento da formacgdo de placas beta amiloides, processo chamado
de amiloidogénese, e a fosforilacdo da proteina Tau, gerando emaranhados
neurofibrilares. Estes aspectos se mostram como os principais processos associados ao
desenvolvimento e piora do progndstico da doenca (TIWARI ez al., 2019).

Recentes evidéncias neurobioldgicas apoiam os achados clinicos da relacdo do
uso cronico de IBPs com deméncia em estudos experimentais. O possivel mecanismo
para explicar isso envolve a acdo direta dos IBPs na amiloidogénese. Estudos t€ém
demonstrado que alguns IBPs sdo capazes de interferir negativamente na formacdo e
eliminacdo das placas beta-amiloides por diferentes mecanismos.

As placas beta-amiloides sdo derivadas da clivagem da Proteina Precursora de

Amiléide (APP) por duas enzimas principais: [-secretase e y-secretase. Badiola e
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colaboradores (2013) sugeriram, a partir de resultados em modelo animal e in vitro que o
Lansoprazol atuaria como modulador inverso da y-secretase, alterando seu local de
clivagem, levando a um aumento na geracdo do peptideo beta amildide 42 (AB-42) e
diminuindo AB-38. Além disso, o firmaco ainda causaria um aumento na atividade da -
secretase, levando a um aumento na producdo de AB-37 e AB-40. A AB-42 € caracterizada
por ser mais patoldgica e AB-40 mais abundante na fisiopatologia da DA (YOUNKIN,
1998).

Ja o possivel mecanismo dos IBPs na eliminacdo das placas amil6ides seria
através do bloqueio das bombas de prétons vacuolares responsaveis pela acidificacao dos
lisossomos na microglia (FALLAHZADEH; BORHANI HAGHIGHI; NAMAZI, 2010;
NAMAZI; JOWKAR; MA, 2008). Esse ambiente dcido nos lisossomos € necessario para
realizar a degradacdo de AP fibrilares, sendo, portanto, a inibi¢do das V-ATPases um
mecanismo pelo qual os IBPs diminuiriam a depuracdo das AP (CHENG et al., 2002a;
NAMAZI; JOWKAR; MA, 2008).

Outro mecanismo possivel seria a inibi¢do da enzima colina-acetiltransferase
envolvida na biossintese da acetilcolina, principal neurotransmissor do sistema
parassimpdtico. Danos na transmissdo colinérgica, por perda de neurdnios colinérgicos
ou por diminui¢do da concentracao desse neurotransmissor estdo associados a doengas,
como Alzheimer e Parkinson (TATA et al., 2014). No recente estudo de Kumar et al
(2020), através de andlise in silico, demonstrou que os representantes da classe dos IBPs,
possuem forte ligacdo e atividade inibitdria sobre a enzima colina-acetiltransferase.

No entanto, hé estudos clinicos que nao mostram associacao entre o consumo de
IBPs e aumento do risco para deméncia e DA em pacientes. O estudo de Gray et al.
(2018), foi realizado com individuos acima de 65 anos sem diagnéstico de deméncia na
primeira avaliagdo. A partir dai, a cada dois anos, esses individuos passavam por uma
andlise do estado cognitivo. Apds 7 anos e meio, ndo foi verificado aumento do risco de
deméncia nos pacientes que utilizaram IBPs. J4 no estudo de Goldstein et al. (2017), o
uso de IBPs foi associado a menor risco de declinio cognitivo apds ajuste para possiveis
fatores de confusdo. Interessantemente, foi observado que os ndo usudrios de IBPs
apresentavam nivel de educacgdo superior aos que faziam uso de IBPs intermitente e, que
estes ultimos, tinham mais condi¢gdes clinicas, como doengas cardiacas, diabetes e
depressao.

Além da relagdo com a deméncia, o uso crénico de IBPs também tem sido

associado a um maior risco de desenvolver depressdo. A depressdao é uma doenca de
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etiologia multifatorial, tendo como um dos principais aspectos de sua fisiopatologia, a
hipétese monoaminérgica através de alteracdo na concentragdo de monoaminas
(serotonina e noradrenalina) na fenda sindptica (HENINGER; DELGADO; CHARNEY,
1996). No entanto, devido a esse cardter multifatorial, hd outras hipdteses envolvidas,
como a disfun¢do do eixo hipotdlamo-hipofisario-adrenal (KELLER et al., 2017) e a
neuroinflamacdo (LEE; GIULIANI, 2019).

No estudo de Laudisio ef al. (2018), foi observado, através da Escala de Depressao
Geriatrica em populacdo idosa, que o uso de IBPs pode representar uma causa associada
ao desenvolvimento de quadros depressivos na populagdo estudada, o estudo ainda sugere
que avaliacdes de humor sejam realizadas nesses pacientes durante a terapia com IBPs.
Esse resultado também € encontrado em outros estudos, em que ha uma relacio entre o
uso de IBPs e risco de desenvolver depressao (HUANG et al., 2018).

Ja no estudo de Ribeiro et al. (2019), houve uma melhora na escala utilizada para
analisar a depressdo nos pacientes com suspeita de refluxo laringofaringeo em uso de
Omeprazol 80mg por dia durante 6 meses. Esse estudo também traz o resultado de
aumento significativo nos niveis de vitamina Bi2, ainda que dentro dos valores de
referéncia. Entretanto, a deficiéncia de vitamina Bi» € um achado associado ao uso
cronico de IBPs e essa relagdo tem sido muito discutida (LAM et al., 2013; MARCUARD
et al., 1994; TERMANINI et al., 1998), tendo como principal possivel mecanismo a
diminuicdo da acidez géastrica e da liberacdo e absor¢do da vitamina B> dos alimentos
(ABRAHAM, 2012). Apesar de ainda ndo haver consenso sobre a associacao direta entre
a deficiéncia de vitamina B> e depressdo, € fato que a vitamina B2 tem ag@o positiva
para o desenvolvimento, funcionamento e manutengdo das fungbes do SNC
(REYNOLDS, 2006).

Existem evidéncias em estudos experimentais que dao suporte a esses achados.
No estudo de Petzer et al. (2013) foi demonstrado por andlises in silico, que o
Esomeprazol, o isdmero S do Omeprazol, seria capaz de inibir a Monoamina Oxidase
(MAO), enzima responsavel pela degradacdo de serotonina. Dessa forma, aumentaria os
niveis desse neurotransmissor na fenda sindptica, o que sugere efeitos positivos no
comportamento tipo depressivo. Esse resultado foi confirmado por Betari et al. (2020)
por meio de estudos in vivo com alta dose de Omeprazol (100mg/kg) durante 4 dias em

ratos, em que verificou melhora do comportamento preditivo de depressao.



19

1.4 Consideracdes sobre transtornos neuropsiquiatricos

1.4.1 Inflamagdo

A inflamacdo € uma manifestacdo complexa do sistema imune em resposta a um
estimulo danoso, podendo este ser infeccioso ou ndo. Dessa forma, possui a finalidade de
defesa, reparo e reestabelecimento da homeostasia. No entanto, essa resposta também
pode trazer consequéncias ndo favoraveis aos tecidos e células em geral, principalmente
se for prolongada (ROSENBLAT et al., 2014). No SNC nao € diferente, sendo também
chamada de neuroinflamacgdo. As células do sistema imune inato e as células da glia sdao
as principais envolvidas nessa resposta no SNC (DISABATO et al., 2016).

O componente inflamatério tem sido associado a fisiopatologia de doencas
neuroldgicas. A resposta imune que acontece no SNC € caracterizada pela ativacao
microglial, producdo de citocinas, infiltracdo de células imunes periféricas, edema e
aumento da permeabilidade da barreira hematoencefélica, podendo levar a desfechos
negativos, como por exemplo: oclusdo de vasos, isquemia e morte celular (DISABATO;
QUAN; GODBOUT, 2016). A presenca desses mediadores inflamatdrios se torna, entao,
um indicativo da inflama¢do no SNC (ROJO et al., 2008).

Entre esses mediadores, as citocinas desempenham papel fundamental na
modulagdo da resposta celular em meio a ativagdo do sistema imune. Por exemplo, a
elevacdo de citocinas foi observada apds exposi¢do a agentes estressores fisicos ou
psicoldgicos, como isolamento social (MUMTAZ et al., 2018). Embora existam ampla
variedade de citocinas pré-inflamatdrias, a interleucina 1B (IL1-B) e o fator de necrose
tumoral (TNF-a) sdo frequentemente utilizados como biomarcadores de inflamagdo em
estudos de doencas neuropsiquidtricas (SELMAJ, 1992).

A DA € considerada um exemplo notavel de neuroinflamacao crénica, conhecida
pela ativacdo das células da glia, principalmente a micréglia, mal dobramento de
proteinas, dano e morte de neurdnios. Esse tipo de neuroinflamagdo € progressivo e
destrutivo com o passar do tempo, sendo a DA, também caracterizada como uma doenca
neurodegenerativa. Aumento dos niveis de IL1-B e TNF-a foram associados a quadro de
inflamacao sistémica de baixo grau em pacientes com DA (ZULIANI et al., 2007).
Estudos apontam ainda o envolvimento da IL.1-f na sintese do precursor beta amiloide e
producdo de placas amiloides e também com a fosforilacdo da tau, aspectos importantes

na fisiopatologia da DA (NG et al., 2018).
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A inflamagdo também se constitui como uma das hipéteses da fisiopatologia da
depressdo, sendo apoiada pelos achados consistentes de elevacdo de marcadores
inflamatoérios em estudos com pacientes com depressao, independente da presenca de
outras comorbidades (DOWLATI et al., 2010; HOWREN et al., 2009). Estudo de Diniz
et al. (2010), por exemplo, identificou a IL-1f como um fator de risco para
desenvolvimento de sintomas depressivos. Fortalecendo esses achados, em outro estudo,
foi observado que a recuperagdo dos sintomas de depressiao foi associada retorno aos

niveis normais de citocinas apds tratamento com antidepressivos (DAHL et al., 2014).

1.4.2 Estresse Oxidativo

A producdo de radicais livres através do processo de oxidacao € fundamental para
o metabolismo celular e possui fungdes fisioldgicas importantes. Devido a alta reatividade
desses radicais, eles participam como mediadores na transferéncia de elétrons em diversas
reacdes bioquimicas no nosso corpo (PIZZINO et al., 2017). Esses radicais podem ser
classificados em Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) ou Espécies Reativas de
Nitrogénio (ERNs).

O estresse oxidativo (EO) € caracterizado pelo desequilibrio no controle dos
niveis dessas espécies reativas, podendo acontecer devido a produgdo excessiva de
radicais livres ou a redu¢do da capacidade das defesas antioxidantes. De qualquer modo,
nesta situacdo, as espécies reativas em excesso poderao reagir com componentes celulares
essenciais, como acidos nucléicos, proteinas e dcidos graxos, gerando danos celulares
subsequentes (SALIM, 2017).

Um dos fendmenos associado ao EO € a peroxidacgao lipidica. Quando os radicais
livres estdo em excesso, estes podem reagir com lipidios, especialmente os dcidos graxos
poli-insaturados, levando uma cadeia de reacdes e formacdo de produtos de oxidagdo.
Entre estes produtos, o malondialdeido € amplamente utilizado como biomarcador para
peroxidacdo lipidica e estresse oxidativo, devido a confiabilidade e facilidade de
mensuragio através da reagdo com o 4cido tiobarbitirico (TBA) (AYALA et al., 2014).

Outro marcador do estresse oxidativo é o Oxido Nitrico (ON) uma molécula
versatil e que participa em diversos processos fisiolégicos importantes. Suas agdes vao
desde o inicio da vida através da participacdo durante o parto, passando pela sua atuac¢ao
como neurotransmissor no aprendizado e memoria, e também na inflamacdo (FLORA

FILHO & ZILBERSTEIN, 2000). Além disso, o ON ¢ um radical livre potencialmente
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téxico, sendo por este motivo um dos marcadores do EO (BECKMAN; KOPPENOL,
1996).

Para haver um equilibrio, o corpo possui defesas antioxidantes, que em condi¢des
fisioldgicas, conseguem controlar e limitar os niveis dessas espécies reativas e impedir
danos celulares (BETTERIDGE, 2000). Os agentes antioxidantes tém a capacidade de
evitar a oxidagdo de substratos ou regenerar os substratos oxidados. Eles podem ser
classificados em enzimaticos, incluindo: superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa redutase (GPH-R) e glutationa peroxidase (GPH-Px). J4 exemplos de ndo
enzimaticos, incluem: glutationa reduzida (GSH), a-tocoferol (vitamina E) e 4cido
ascorbico (vitamina C) (PIZZINO et al., 2017).

Entre os principais agentes antioxidantes do sistema de defesa das células, esta a
glutationa reduzida. A GSH participa na manutencdo do sistema redox celular. Sua acdo
no combate aos radicais livres € fundamental ndo somente por evitar ou diminuir os danos
dos radicais livres, mas também por atuar no funcionamento fisiologico das células
(KULAK et al., 2013). Interessantemente, a capacidade de defesa dos antioxidantes tem
seu efeito anulado quando a producao de radicais livres é elevada (PALTA et al., 2014;
SIWEK et al., 2013).

O cérebro tem particular sensibilidade aos efeitos do EO, devido ao alto
metabolismo e demanda de oxigénio para realizar as fungdes fisiolégicas e consequente
constante producdo de EROS, limitada presenca de componentes antioxidantes e
abundancia de 4cidos graxos poli-insaturados e de ions ferro (BARBOSA et al., 2006).
Danos causados pelo EO no SNC, incluem disfun¢do mitocondrial, peroxidacao lipidica
e oxida¢do de macromoléculas, como proteinas e dcidos nucléicos (PATEL, 2016). Neste
contexto, a presenca de EO estd associada com a fisiopatologia de diferentes doengas,
incluindo os transtornos neuropsiquidtricos, como Doenca de Alzheimer, Parkinson e
depressao (JIANG et al., 2016).

Acredita-se que o processo de envelhecimento cursa naturalmente com a maior
produgio de radicais livres e diminui¢io das defesas antioxidantes (WICKENS, 2001). E
na faixa etdria idosa que se torna mais comum também o desenvolvimento de doengas
neurodegenerativas, como a doenga de Alzheimer (HOU et al., 2019). Estudos apontam
para uma relagdo muito proxima entre o estresse oxidativo e o declinio cognitivo. Estudo
de Ansari & Scheff (2010), evidenciou em amostras de cortex pré-frontal post-mortem de
pacientes com DA, o aumento nos niveis de malondialdeido e diminuicdo de agentes

antioxidantes, como a glutationa reduzida. Esses resultados também foram observados
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em estudos em animais, sendo esses achados obtidos antes mesmo do aparecimento das
placas senis e dos emaranhados neurofibrilares (GANDHI & ABRAMOV, 2012).

O envolvimento do estresse oxidativo na depressdo também € bastante discutido
e estudos ja corroboraram com essa relagdo quando evidenciaram niveis plasmaticos
elevados de per6xido na fase aguda da depressao (LINDQVIST et al., 2017; WANG et al.,
2004). Além disso, no estudo de Gorlova et al. (2019), a elevagdo nos marcadores do
estresse oxidativo foram observados no cortex pré-frontal e hipocampo de ratos em

modelo de depressao.
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Os inibidores da bomba de prétons sdo amplamente utilizados na prética clinica e
seu uso ja é bem difundido na populacio (PATTERSON BURDSALL et al., 2013).
Apesar de serem considerados seguros e muito eficazes, na ultima década seu uso foi
associado a efeitos adversos centrais importantes, principalmente quando usados
cronicamente (EUSEBI et al., 2017).

Os efeitos centrais mais relatados e investigados com o uso dos medicamentos
dessa classe, sdo depressao e deméncia (NOVOTNY; KLIMOVA; VALIS, 2019). No
contexto atual, onde hd uma preocupacdo global com o crescimento da ocorréncia de
doencas neuropsiquidtricas, torna-se relevante compreender os diferentes fatores que
estdo contribuindo para tal causa. Entre estes fatores, estd a transi¢do demografica com o
aumento da populacao idosa em relac@o aos jovens (HOU et al., 2019), e também o estilo
de vida contemporaneo, que possui niveis de estresse elevados (MADORE et al., 2020).
Além disso, o perfil de consumo de medicamentos e sua relacdio com as doencas
neuropsiquidtricas também tem sido estudado e se caracteriza como um fator evitdvel,
sendo assim de fundamental importancia (CHATTERJEE; TALWAR; APARASU, 2020;
NOVOTNY; KLIMOVA; VALIS, 2019).

Apesar do crescente interesse da comunidade cientifica para compreender esses
possiveis efeitos em relatos de casos e em estudos clinicos, hd muita informacao
controversa na literatura e os mecanismos para tais efeitos ainda ndo estao claros. Nesse
sentido, os estudos nao-clinicos podem contribuir para a compreensao desses efeitos e
estipular possiveis mecanismos. No entanto, na literatura ainda hid poucos estudos
experimentais, principalmente com enfoque em alteracdes comportamentais.

Considerando o uso indiscriminado e cronico dos IBPs, especialmente do
Omeprazol, pela populagao, aliado aos relatos de comprometimento a nivel de SNC em
estudos clinicos e relatos de casos no uso cronico, torna-se relevante o estudo nao-clinico
comportamental e neuroquimico da relacdo do uso cronico de Omeprazol e provaveis

consequéncias a nivel de SNC.
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Investigar os efeitos da administracdo cronica de Omeprazol no SNC de
camundongos C57BL/6 adultos em dose comparada a utilizada na clinica, com foco em

alteragdes comportamentais, inflamatoérias e oxidativas.

3.2 Especificos

- Analisar os efeitos da administracdo cronica de Omeprazol na atividade
locomotora e exploratéria € no desempenho motor de camundongos através do
teste do campo aberto e do Rotarod;

- Avaliar os efeitos da administragdo crénica de Omeprazol no comportamento
preditivo de depressdao em camundongos através do teste do nado forcado;

- Observar os efeitos da administragdo cronica de Omeprazol no comportamento
preditivo de ansiedade em camundongos através do labirinto em cruz elevado;

- Analisar os efeitos da administracio cronica de Omeprazol em testes
comportamentais que avaliam a memoria e aprendizado em camundongos, como
reconhecimento de objetos, labirinto em Y e esquiva passiva;

- Avaliar os efeitos da administragdo cronica de Omeprazol no filtro sensorio-motor
através do teste de inibicao pré-pulso;

- Andlise ponderal através do percentual de ganho de peso dos camundongos
submetidos a administracio cronica de Omeprazol;

- Analisar o peso do hipocampo, cortex pré-frontal e corpo estriado dos
camundongos submetidos a administracao cronica de Omeprazol;

- Determinar parametros de estresse oxidativo (malondialdeido, glutationa reduzida
e Nitrato/Nitrito) nas dreas cerebrais (hipocampo, cértex pré-frontal e corpo
estriado) de camundongos tratados cronicamente com Omeprazol;

- Determinar os niveis de IL-1p e TNF-a no cértex pré-frontal, hipocampo e soro

de camundongos tratados cronicamente com Omeprazol.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos, pesando de 20 a 30g com idade
entre 6 e 9 semanas, sendo considerados em fase adulta quando correlacionado com a
idade humana (DUTTA; SENGUPTA, 2016). Os animais provenientes do Biotério do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceard (UFC)
foram mantidos em ambiente com temperatura controlada (22+1°C), ciclo claro/escuro
de doze horas e recebendo dgua e comida a vontade.

O manejo e a experimentacdo animal foram realizados segundo os principios de
boas préticas em pesquisa animal. Este estudo foi aprovado pelo Comité Etica de Uso de

Animais (CEUA) da UFC com o ndmero de registro: 1977300718.

4.2 Drogas

4.2.1 Omeprazol e veiculo

A dosagem escolhida para o grupo teste (OME) foi de 8 mg/kg de Omeprazol,
segundo formula apresentada no artigo de conversdo de dose entre espécies de Reagan-
Shaw et al. (2008). O célculo para chegar nessa dose partiu da dose usual de Omeprazol
na clinica em humanos para tratamento de udlceras pépticas, que seria de 40 mg/dia
(JOHNSON et al., 2017).

O grupo OME recebeu 8 mg/kg de omeprazol e o grupo Sham recebeu apenas o
veiculo de diluicao (bicarbonato de sédio pH 8,4) por via oral através de gavagem. Os
pellets presentes nas capsulas de Omeprazol (Cimed Industria de Medicamentos LTDA),
foram macerados e diluidos em bicarbonato de sédio pH 8,4 e o volume administrado foi
de 0,1ml a cada 10g do animal.

O veiculo foi proposto por protocolo de adaptacao de forma farmacéutica capsula
para forma liquida, seguindo formulagdo de Robert A Quercia et al. (1997). Tendo em
vista que o Omeprazol perde estabilidade em meio 4cido, a solugdo de bicarbonato de
sodio € suficiente para manter a estabilidade do farmaco no estdbmago e permitir sua

absor¢do no intestino.
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4.3 Desenho experimental

Foi realizada administracio de Omeprazol e do veiculo via oral por gavagem
durante 28 dias. Apés 24h da dltima administracdo, os testes comportamentais foram
realizados e apds eutandsia, o soro foi coletado e as amostras das dreas cerebrais
(hipocampo, cortex pré-frontal e corpo estriado) foram dissecadas, pesadas e
armazenadas em freezer -80°C para posterior realizagdo dos testes neuroquimicos. Os
testes comportamentais foram realizados de modo que 0os mesmos animais passassem por
no maximo trés testes seguidos, sendo o Ultimo o mais estressor, por exemplo: Campo
aberto, seguido de reconhecimento de objetos, e por final, nado for¢cado. Dessa forma,

visou-se reduzir a exposicao do animal a diferentes estimulos estressores.

4.4 Testes comportamentais

4.4.1 Avaliacao da atividade exploratdria e locomotora

4.4.1.1 Teste do Campo Aberto

O aparato de campo aberto para camundongos utilizado € feito de acrilico, paredes
transparentes e piso preto (30x30x15cm), dividido em 9 quadrantes iguais. A metodologia
de Archer (1973) foi utilizada para avaliar a atividade exploratéria do animal durante um
tempo de 5 minutos, ap6és 1 minuto de habituagdo. Foram avaliados os seguintes
parametros: o nimero de cruzamentos ou crossings percorridos entre os quadrantes, o
nimero de levantamentos verticais ou rearings (nimero de vezes que o animal se ergue
nas patas traseiras) € o nimero de groomings (comportamento de autolimpeza). Esses
parametros foram registrados por meio de observagao. O teste foi realizado em uma sala
com som atenuado na condi¢io de baixa intensidade de luz vermelha e o aparato foi limpo

apos cada teste, utilizando dlcool a 10%.
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Figura 3 — Teste do campo aberto

Parametros observados séo:

Crossing Eearings Grooming

=

" O animal é posicionado
no aparato durante 6 min,
sendo 1 min de adaptagio

e 5 min de teste.

Fonte Autoria prépria.
Legenda: Ilustracdo do animal no teste de campo aberto e dos parametros observados.

4.4.1.2 Rotarod

Este teste avaliou o desempenho motor dos animais, utilizando o aparato Rotarod
(Ugo Basile, Versile, Italy). Os animais foram colocados com as quatro patas sobre o €ixo
sob rotacdo constante de 12 rpm. Apds cada ensaio, o aparato foi higienizado. Foram
avaliados o ndmero de quedas e o tempo de permanéncia sobre o eixo por até 60 segundos

(DA COSTA et al., 2017; SHIOTSUKI et al., 2010).

Figura 4 — Aparato de Rotarod

W

N
J

)

Rotagado
constante de 12
rpm por até 60s

[ zommz |

Fonte: Autoria prépria.
Legenda: Ilustragdo do teste de Rotarod em funcionamento.
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4.4.2 Avaliacao do fenotipo depressivo

4.4.2.1 Teste do Nado Forcado

Os animais foram colocados individualmente em um cilindro pléstico (altura: 35
cm; diametro: 24 cm), contendo 2/3 de dgua, por um periodo de 6 min, sendo o primeiro
minuto, o periodo de adaptacdo, em que nao foi realizado nenhum registro. Apds esse
tempo, foram cronometrados o tempo total de imobilidade e o comportamento de escalada
(climbing) (PORSOLT et al., 1978). O teste foi realizado em uma sala onde ficava
somente o animal a ser testado, e em outra sala ficaram o restante dos animais aguardando
o teste. Ap6s o nado for¢ado, os animais foram colocados em caixa com maravalha seca

a uma temperatura acima de 25 °C para evitar hipotermia.

Figura 5 — Teste do Nado Forcado

Parametros:

, Tempo de imobilidade
) : / e climbing
Altura: 35 cm \ i

-

2/3 de agua Duragao do teste 6 min:

1 min de adaptagdo e 5
min de teste

Didmetro: 24 cm
Fonte: Autoria prépria.

Legenda: Ilustracdo do momento em que o animal € colocado no cilindro do teste nado forcado.

4.4.3 Avaliacao do comportamento tipo ansioso

4.4.3.1 Teste do Labirinto em Cruz Elevado

O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) consiste de dois bracos abertos opostos (30
x 5 x 25 cm) e dois fechados (30 x 5 x 25 cm), também opostos, em forma de cruz. Os
bragos abertos e fechados estdo conectados por uma plataforma central (5 x 5 cm). As
paredes laterais dos bracos fechados sdo confeccionadas em acrilico transparente e o chao
em acrilico preto. O aparelho fica elevado a uma altura de 45 cm do nivel do chdo. Neste

teste os camundongos foram posicionados no centro do aparelho com a cabeca voltada
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para um dos bracos fechados e o seu comportamento foi observado por 5 min. As medidas
comportamentais registradas no LCE foram: frequéncia de entradas e o tempo despendido

nos bracos abertos e nos fechados (LISTER, 1987).

Figura 6 — Teste do Labirinto em Cruz Elevado

Duracio total do teste:
5 min.

Altura de 45 cm do nivel do chio
Fonte: Autoria prépria.

Legenda: Vista superior do aparato do labirinto em cruz elevado.

4.4.4 Avaliacao do filtro sensoério-motor

4.4.4.1 Teste de Inibicao Pré-Pulso (IPP)

O principio do teste se baseia na capacidade natural dos vertebrados em modular
o reflexo de sobressalto acustico através do mecanismo do filtro sensério motor. Em
condicdes fisioldgicas, apds serem submetidos a um estimulo sonoro, chamado de pulso,
¢é gerada uma resposta de sobressalto equivalente, e na presenca anterior de um estimulo
de intensidade menor, chamado de pré-pulso, essa resposta de sobressalto tende a
diminuir, configurando a inibi¢do pré-pulso (HOFFMAN; SEARLE, 1968). Esse € um
mecanismo de protecdo que tem como objetivo promover a filtracdo do excesso de
informagdo do meio. No entanto, quando hé prejuizo do filtro sensério motor, ha alteracdo
da inibicao pré-pulso, evidenciada pela resposta ao pulso indiferente a presenca do pré-

pulso (Figura 7) (GOMEZ-NIETO; HORMIGO; LOPEZ, 2020).
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Figura 7 — Ilustracdo do principio do teste de inibicao pré-pulso

1) ~

A
\
\
/
\
/ \

Pulso Resposta de
2) sobressalto

Pré-Pulso Pulso Resposta de
sobressalto

3)

Pré-Pulso Pulso Resposta de
sobressalto

Fonte: Autoria prépria.

Legenda: Tlustracdo da resposta de sobressalto em condi¢des fisioldgicas, frente ao pulso (1) e na presenca
do pré-pulso (2). E quando ha prejuizo no filtro sensério motor (3), evidenciado pela resposta de sobressalto
independente da presenga anterior do pré-pulso.

O teste da inibi¢do pré-pulso foi realizado utilizando o equipamento SR-LAB-
Startle Response System e seguindo a metodologia de KINKEAD et al., (2006). Para esse
teste, os seguintes estimulos sonoros foram utilizados: pulso de 120 dB (P) e pré-pulsos
de 70 dB (PP70), de 75 dB (PP75) e de 80 dB (PP80).

O protocolo consistiu no periodo de aclimatacdo, no qual o animal colocado no
contensor teve exposicao de 5 minutos ao ruido de fundo de 65 dB, e em 6 blocos nos
quais os camundongos foram apresentados a uma série de 10 trials com estimulos
diferentes, sdo eles:

Bloco I, ensaio de treino e cujo resultados ndo foram utilizados na férmula,
apresentacdo de P com 40 ms de duracio;

Bloco II, apresentacdo de P com 40 ms de duracgdo;

Bloco III, apresentacdo de PP70 dB com 20 ms de duragdo, seguido de pausa de
80 ms, e depois exposi¢ao de P por 40 ms de duragio;

Bloco IV apresentacdo de PP75 dB com 20 ms de duracdo seguido de pausa de 80
ms, e depois exposicao de P por 40 ms de duracao

Bloco V apresentagdo de PP80 dB com 20 ms de duracio seguido de pausa de 80

ms, e depois exposicao de P por 40 ms de duracao
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Bloco VI auséncia de estimulo, nesse bloco o animal somente recebeu o estimulo
de ruido de fundo (65dB).

A ordem de apresentacdo dos blocos foi de forma randdmica e o intervalo entre
os trials foram aleatoriamente escolhidos para serem apresentados pelo software. O

célculo da Inibi¢ao Pré-pulso foi realizado segundo a férmula abaixo.

(PP + P)
.

IPP =100 x P —

Figura 8 — Teste de Inibicao pré-pulso

Etapas do teste:
Inicialmente com
aclimacdo, seguido de
apresentacio de estimulos
em diferentes blocos.

P R
| Estimulos sonoros
utilizados:
e Pulso: 120 dB (P)
*  Pré-pulsos:
« 70dB (PP70)
¢ 75dB (PP75)
* 80 dB (PP80). /

Fonte: Autoria prépria.
Legenda: Ilustracdo do posicionamento do animal na cAmara do equipamento SR-LAB-Startle Response
System antes do inicio do teste.

4.4.5 Avaliacao da meméria e cognicao

4.4.5.1 Teste da Esquiva Passiva

Esse teste foi utilizado para a avaliagdo da memdria aversiva. O aparato consiste
de uma caixa de acrilico (48x22x22cm), dividida em dois compartimentos, um elevado e
um gradeado com piso eletrificado. O animal foi colocado no compartimento elevado e
deixado para ambienta¢do durante um minuto, e entdo, retirado.

Ap6s 30 segundos o animal foi colocado novamente no compartimento elevado e
ao descer para o compartimento gradeado o animal recebeu um choque de 0,5mA, durante
1 segundo. Apds o treino, o animal foi retirado e apds 15, 90 minutos e 24h foi colocado
novamente no compartimento elevado e a laténcia de entrada no compartimento gradeado

foi registrada (KAMEYAMA; NABESHIMA; KOZAWA, 1986).
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Figura 9 — Teste da Esquiva passiva

Ambientacio

sommmmmmmmmmrmemer

Treino

(1 minuto)

s

Teste

(Choque de 0,5mA durante 1s)

™

(Tempo de laténcia de entrada no
compartimento gradeado apos 15
min, 90 min e 24h do treino)

Fonte: Autoria prépria.
Legenda: Demonstracao da fase de ambientagdo e do treino do teste de Esquiva Passiva.

4.4.5.2 Teste do reconhecimento de objetos

O teste de reconhecimento de objetos é baseado na tendéncia natural dos roedores
buscarem o novo (ENNACEUR; DELACOUR, 1988). Na primeira etapa do teste,
chamada de ambientagdo, o animal € posicionado no aparato de acrilico de dimensdes
(30x30x15) durante 5 min. Apds decorrido esse tempo, o animal foi retirado e foi
aguardado o tempo de 15 minutos para entdo colocd-lo novamente no aparato, agora com
a presenca de dois Objetos Iguais (OI) durante 5 minutos. Apds esse tempo, o animal foi
retirado e foi aguardado o tempo de 15 minutos, para entdo, ser colocado novamente no
aparato para a etapa de teste, na qual um dos objetos iguais € substituido por um objeto
Novo (ON) (Figura 10). O resultado, expresso como Indice de Reconhecimento (IR), foi

obtido a partir da seguinte férmula:

_ Tempo ON — Tempo Ol
~ Tempo ON + Tempo Ol




Figura 10 — Teste de Reconhecimento de objetos

‘ Ambientagdo ‘

Treino

L il

Apés 15 min

Teste

5 minutos g

Apbs 15 min

5 minutos

Fonte: Autoria prépria.
Legenda: Ilustracdo do animal durante o teste de reconhecimento de objetos.

4.4.5.3 Labirintoem Y

A memoria espacial de trabalho de curto prazo pode ser avaliada pelo teste de
Labirinto em Y. A alternincia espontinea entre os bracos do aparato € impulsionada pelo
comportamento cognitivo exploratério inato dos camundongos, onde eles tendem a
explorar dreas nao visitadas anteriormente (KRAEUTER; GUEST; SARNYALI, 2019). O
aparato consiste em trés bracos idénticos de 40 cm de comprimento, 25 cm de altura e 6
cm de largura cada um convergindo a um angulo comum.

Cada camundongo foi colocado na extremidade de um brago e permanecendo no
aparato por 8 minutos para explorar o ambiente. A sequéncia dos bracos em que os
animais entraram foi entdo anotada e as informacdes analisadas de forma a determinar o
numero de entradas no braco sem repeticdo. Alternancia Correta (AC) € considerada
quando o animal visita um novo braco e ndo retorna ao brago anteriormente visitado.
Assim, a percentagem das alternagdes foi calculada segundo a foérmula abaixo

(DALL’IGNA et al., 2007; MAURICE; LOCKHART; PRIVAT, 1996).

_ n®°de AC
" Total de Alternancias

x 100
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Figura 11 — Teste do Labirinto em Y
Angulo comum

_ Duracgdo do

40 cm de comprimento teste: 8 minutos
25 cm de altura - g
6 cm de largura

Fonte: Autoria prépria.
Legenda: Ilustracdo do animal no aparato do labirinto em Y durante a execucdo do teste.

4.5 Analise ponderal

Os animais foram pesados e os pesos registrados em gramas desde o inicio do
protocolo até o 28° dia com intervalos entre 48h a 72h. A andlise estatistica foi realizada

a partir do percentual de ganho de peso.

4.6 Dissecacao das areas cerebrais

Apoés os testes de comportamento, os animais foram eutanasiados através de
guilhotina, um animal por vez, e o aparelho foi higienizado entre cada eutandsia para que
nao houvesse odor de sangue do animal anterior. O aparato de guilhotina ficou em uma
sala diferente do ambiente em que o restante dos animais aguardava, para ndo gerar
estresse. Ap0s a eutandsia, foi feita a dissecac¢do das areas cerebrais: hipocampo, cortex
pré-frontal e corpo estriado. Cada érea foi colocada em papel de aluminio, sobre gelo e
pesadas em miligramas utilizando balanca analitica, depois foram armazenadas em

freezer a -80°C para andlise posterior (BURKE; GREENBAUM, 1987).

4.7 Determinacao dos parametros de estresse oxidativo e inflamatérios

4.7.1 Determinacao das concentracoes de Glutationa Reduzida (GSH)

Os niveis de GSH foram avaliados para estimar defesas enddgenas contra o
estresse oxidativo. O método € baseado na reagdo de reagente de Ellman (DTNB), com

grupos tiol livres. As areas do cérebro foram diluidas em tampao de 0,02 M de EDTA
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(10% w/v) e adicionadas a uma solucdo de dacido tricloroacético a 50%. Apds
centrifugacao (3000 rpm/15 min), o sobrenadante do homogeneizado foi recolhido e os
niveis de GSH foram determinados por espectrofotometria a 412 nm, calculada com base
numa curva padrdao de glutationa e expressos como mcg de GSH/g de tecido tmido

(SEDLAK; LINDSAY, 1968).

4.7.2 Avaliacao do grau de lipoperoxidacao - TBARS

O grau de lipoperoxidagdo nas areas cerebrais foi medido através da determinacao
dos niveis de malondialdeido, a partir de sua reacdo com o 4cido barbiturico (JANERO,
1990), seguindo o protocolo a seguir. Foram preparados os homogenatos das dreas
cerebrais a 10% em tampao fosfato de potassio monobasico, 50 mM, pH 7,4 e 63uL
destes, foram adicionados a 100 uL. de acido percldrico 35% em tubos Eppendorf, que
foram centrifugados a 10000 rpm por 10 minutos a 4°C. Em seguida 150 pL do
sobrenadante foi adicionado a 50 pL de 4cido tiobarbitarico 1,2%, que ficaram em banho-
maria a 95°C por 30 minutos. Por fim, 150 pL da mistura foram adicionados aos pocos
da placa de ELISA e, posteriormente, foi feita a leitura a 535nm. Os resultados foram

expressos em pg de MDA/g de tecido.

4.7.3 Determinacao da concentracao de Nitrato/Nitrito

A avaliacdo da produgdo de 6xido nitrico foi realizada de forma indireta através
da dosagem dos niveis de Nitrato/Nitrito, que sd@o produtos da reacdo entre o ON e o
oxigénio. Esta dosagem indireta é feita devido ao ON apresentar uma meia vida
extremamente curta no plasma e tecidos além de sua baixissima concentragdo (ARCHER,
1993).

Desta forma, os niveis de nitrito/nitrato foram determinados nos homogenatos das
areas cerebrais. Para esse experimento 100 uL. do Reagente de Griess (acido fosférico
5%, sulfonilamida 1% em é&cido fosférico 5%, NEED 0,1% e dgua destilada) foram
adicionados a 100 pL do sobrenadante do homogenato e incubados a temperatura
ambiente por 10 min. A curva padrao foi elaborada com varias concentracdes de NaNO2
(variando de 0,75 a 100 mM) sob as mesmas condicdes. Os brancos foram preparados
pela adicao de 100 pL do Reagente de Griess a 100 pL do tampao usado para o

homogenato (fosfato de potdssio monobdasico 50 mM, pH 7,4). A absorbancia foi medida
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em leitor de microplacas em 540 nm, e o resultado expresso em pumol de nitrito/g de tecido

(GREEN et al., 1981).

4.7.4 Determinacao dos niveis de IL-1p e TNF-a

Para determinagdo dos parametros inflamatorios se optou pela dosagem nas dreas
cerebrais do hipocampo e do cértex pré-frontal por serem dreas mais relacionadas a
depressao e deméncia em estudos experimentais, além da dosagem de citocinas no soro
que permite andlise a nivel sist€émico. A dosagem dos niveis de IL-1B e TNF-a foi
realizada através da preparacdo de homogenatos do hipocampo e do cortex pré-frontal
(tampao PBS 0.02mol/L, pH 7.0-7.2). Foi realizado ensaio imunoenzimdtico (ELISA;
Biosource, EUA) de acordo com a orientagdo dos fabricantes. A dosagem das citocinas
também foi realizada por ELISA em amostras de soro retirado dos animais, de acordo

com as instrugdes do fabricante e os resultados foram expressos em pg/g.

4.8 Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism
versdo 8 para Windows (GraphPad Software, San Diego California, EUA). Os resultados
que obedeceram a uma distribuicao paramétrica foram analisados pelo teste de t-student.
Os dados ndo-paramétricos foram analisados pelo mesmo programa utilizando o teste de
Mann-Whitney. Para os resultados que apresentaram mais de uma varidvel analisada
simultaneamente foi utilizado two-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni (post
hoc). Em todas as andlises estatisticas, os valores foram representados pela Média + Erro

Padrao da Média (EPM) com valores significativos quando p<0,05.
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S RESULTADOS

5.1 Avaliacao comportamental

5.1.1 Efeitos da administracdo cronica de Omeprazol na atividade locomotora e

exploratoria nos testes de Campo Aberto e Rotarod.

Houve uma diminuicdo significativa no nimero de crossings dos animais do
grupo OME em relag@o ao grupo Sham (Sham 60,47 + 4,66; OME 42,83 + 4,92, p<0,05).
Em relacdo ao nimero de rearings, nao houve diferenca significativa entre os grupos
Sham e OME (Sham 2,33 £ 0,52; OME 3,91 £+ 0,90, p>0,05) e também nao foi encontrada
diferenca significativa entre os grupos no parametro de grooming (Sham 2,39 + 0,40;
OME 1,54 + 0,29) (Grafico 1). No teste de Rotarod, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos nos pardmetros de tempo de permanéncia (Sham
54,78+5,22 OME 55,10 £ 2,85, p >0,05) e de nimero de quedas (Sham 2 + 0 OME 3 +
0, p>0,05) (Gréfico 2).
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Grafico 1 — Analise da atividade exploratdria/locomotora no teste de Campo Aberto em
camundongos tratados cronicamente com Omeprazol.
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Os animais (n=8-10 animais/grupo) receberam administracdo de Omeprazol (8mg/kg) no grupo OME e do
veiculo no grupo Sham via oral por gavagem durante 28 dias, apds 24h da tltima administracio o teste de
Campo Aberto foi realizado, sendo avaliados os seguintes parametros crossing (A), rearings (B) e
grooming (C) durante 5 minutos. Os resultados estdo representados como Média + EPM. O teste estatistico
utilizado para andlise dos resultados foi o t-Student (*p<0,05). Abrevia¢des: Sham: Veiculo e OME:
Omeprazol.
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Grafico 2 — Avaliacdo do desempenho motor no teste de Rotarod em camundongos
tratados cronicamente com Omeprazol

-~ 80 . 4-
@ k-
§604 — __ 5 3o
b T - a
g o
E s
()] (o2
O [}]
o
g— 20 g 14
(] Q
- £
2
0 I T 0 I T
Sham OME Sham OME

Os animais (n=8-10 animais/grupo) receberam administracdo de Omeprazol (8mg/kg) no grupo OME e do
veiculo no grupo Sham via oral por gavagem durante 28 dias, apds 24h da tltima administragio o teste de
Rotarod foi realizado, sendo avaliados os seguintes parametros: tempo de permanéncia no eixo em
segundos (A) e nimero de quedas (B) e o sob velocidade 12 rpm/min durante 60 segundos. Os resultados
estdo representados como Média + EPM. O teste estatistico utilizado para andlise dos resultados foi o t-
Student. Abreviacdes: Sham: Veiculo e OME: Omeprazol.

5.1.2 Efeitos da administracdo cronica de Omeprazol no comportamento depressivo
simile no teste de Nado Forcado

Os resultados encontrados mostram que o grupo que recebeu Omeprazol em
comparacdo com o grupo que recebeu o veiculo (Sham) apresentou uma diminui¢cdo no
tempo de imobilidade (Sham 77,11 segundos + 7,35 OME 57,61 segundos + 5,88, p<0,05)
e nao teve diferenca significativa no tempo de climbing (Sham 9,11 segundos £2,55 OME

11,92 segundos + 2,54, p>0,05) (Grafico 3).
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Grafico 3 — Andlise do comportamento depressivo simile no teste de Nado Forcado em
camundongos tratados cronicamente com Omeprazol
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Os animais (n=8-10 animais/grupo) receberam administragdo de Omeprazol (8mg/kg) no grupo OME e do
veiculo no grupo Sham via oral por gavagem durante 28 dias, ap6s 24h da tdltima administragio o teste de
Nado Forcado foi realizado, sendo avaliados os seguintes pardmetros Tempo de imobilidade em segundos
(A) e o tempo de climbing em segundos (B) durante 5 minutos. Os resultados estdo representados como
Média + EPM. O teste estatistico utilizado para andlise dos resultados foi o T-Student (*p<0,05).
Abreviagdes: Sham: Veiculo e OME: Omeprazol.

5.1.3 Efeitos da administracdo cronica de Omeprazol no comportamento ansioso simile
no teste Labirinto em Cruz Elevada

O teste de Labirinto em Cruz Elevada avalia o comportamento preditivo de
ansiedade, analisando o percentual do tempo de permanéncia e do percentual do ndmero
de entradas nos bragos abertos (TPBA e PEBA). Como resultado desse teste, ndo foi
encontrada diferenca significativa entre os grupos Sham e OME nesses parametros
(PEBA: Sham 43.29 + 3.96; OME: 47.14 + 2.33, p>0,05 ¢ TPBA: Sham 21.55 + 3.44;
OME 30.05 +7.31, p>0,05) (Gréfico 4).
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Grafico 4 — Analise do comportamento ansioso simile no teste de Labirinto em Cruz
Elevado em camundongos tratados cronicamente com Omeprazol

40 50—
T T
1
30 | a0+ | L
2 T 1 % 304
< 20—
E 20 | g
o g_J 20
10
10
0 T T 0 I I
Sham OME Sham OME

Os animais (n=8-10 animais/grupo) receberam administracdo de Omeprazol (8mg/kg) no grupo OME e do
veiculo no grupo Sham via oral por gavagem durante 28 dias, ap6s 24h da tdltima administragio o teste de
Labirinto em Cruz Elevado foi realizado, sendo avaliados os seguintes pardmetros: percentual de tempo
(A) e de percentual do nimero de entradas nos bracos abertos (B) durante 5 minutos. Os resultados estdo
representados como Média + EPM. O teste estatistico utilizado para andlise dos resultados foi o t-Student.
Abreviagdes: Sham: Veiculo; OME: Omeprazol; TPBA: Percentual de permanéncia nos bracos abertos;
PEBA: Percentual de entradas nos bracos abertos.

5.1.4 Efeitos da administragdo cronica de Omeprazol na Inibicdo Pré-Pulso

No teste de Inibicdo Pré-Pulso ndo foram encontradas diferencgas significativas
entre os grupos Sham e OME na exposi¢ao aos pré-pulsos (70, 75 e 80 dB) seguido do
pulso (120 dB). Foi feita a média dos resultados dos trés PP + P, como em triplicata (Sham

42,23 +4,47; OME 48,19 + 4,514, p>0,05) (Grafico 5).
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Grafico 5 — Andlise do filtro sensério motor no teste de Inibicdo Pré-Pulso em
camundongos tratados cronicamente com Omeprazol
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Os animais (n=8-10 animais/grupo) receberam administragdo de Omeprazol (8mg/kg) no grupo OME e do
veiculo no grupo Sham via oral por gavagem durante 28 dias, apds 24h da dltima administracio o teste de
Inibicdo Pré-Pulso foi realizado, sendo avaliado o percentual de inibi¢do de pré-pulso em diferentes
exposigdes de pré-pulso e pulso (PP70 + P; PP75 + P e PP80 + P). Os resultados estdo representados como
Meédia + EPM. O teste estatistico utilizado para andlise dos resultados foi o two way ANOVA seguido pelo
teste de Tukey. Abreviacdes: Sham: Veiculo e OME: Omeprazol.

5.1.5 Efeitos da administracdo cronica de Omeprazol na memdria e cognigdo

5.1.5.1 Teste de Esquiva Passiva

Nesse teste ndo foram encontradas diferencas significativas entre os animais dos
grupos Sham e OME. Tempo de laténcia apds 15 min (Sham 165 + 40,12; OME 183,2 +
43,59, p>0,05), 90 min (Sham 227 +30,3; OME 221,8 £ 39,6, p>0,05) e 24h (Sham 212,3
+29,69; OME 182,5 + 24,49, p>0,05) (Grafico 6).
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Grafico 6 — Analise da memoria aversiva de curto e longo prazo no teste de Esquiva
Passiva em camundongos tratados cronicamente com Omeprazol
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Os animais (n=8-10 animais/grupo) receberam administragdo de Omeprazol (8mg/kg) no grupo OME e do
veiculo no grupo Sham via oral por gavagem durante 28 dias, apds 24h da tltima administragio o teste de
Esquiva Passiva foi realizado, sendo avaliado o tempo de laténcia em diferentes tempos: apds 15 min (A),
ap6s 90 min (B) e ap6s 24h (C) por até no maximo 300 segundos. Os resultados estdo representados como
Meédia + EPM. O teste estatistico utilizado para andlise dos resultados foi o t-Student para resultados
paramétricos e para resultados ndo paramétricos foi utilizado o teste Mann-Whitney. Abreviacdes: Sham:
Veiculo e OME: Omeprazol.

5.1.5.2 Teste de Reconhecimento de Objeto

O grupo OME apresentou uma reducio no tempo gasto explorando o objeto novo
em comparacdo ao grupo Sham (Sham 5.81 + 0.66; OME 3.81 £ 0.61, p<0,05) (Gréfico
7).
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Grafico 7 — Avaliacdo da memdria de reconhecimento no teste de Reconhecimento de
Objeto em camundongos tratados cronicamente com Omeprazol
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Os animais (n=8-10 animais/grupo) receberam administracdo de Omeprazol (8mg/kg) no grupo OME e do
veiculo no grupo Sham via oral por gavagem durante 28 dias, ap6s 24h da tdltima administragio o teste de
Reconhecimento de objeto foi realizado, sendo avaliado o tempo de explora¢do no objeto novo por até no
maximo 5 minutos. Os resultados estdo representados como Média £ EPM. O teste estatistico utilizado para
andlise dos resultados foi o teste de Man-Whitney (*p<0,05). Abrevia¢des: Sham: Veiculo e OME:
Omeprazol.

5.1.5.3 Teste de Labirinto em Y
Foi observado que o grupo de camundongos que recebeu Omeprazol teve aumento

significativo do percentual de sequéncias corretas em relagdo ao grupo Sham (Sham 59,81

+ 1,40; OME 68,48 + 2,43, p<0,0001) (Grafico 8).

Gréfico 8 — Avaliagdo da memoria de trabalho no teste Y Maze em camundongos tratados
cronicamente com Omeprazol
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Os animais (n=8-10 animais/grupo) receberam administragdo de Omeprazol (8mg/kg) no grupo OME e do
veiculo no grupo Sham via oral por gavagem durante 28 dias, apds 24h da udltima administra¢do o teste
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Labirinto em Y foi realizado, sendo avaliado o percentual de sequencias corretas por até no maximo 8
minutos. Os resultados estdo representados como Média + EPM. O teste estatistico utilizado para andlise
dos resultados foi o t-Student (****p<0,0001). Abreviagdes: Sham: Veiculo e OME: Omeprazol.

5.2 Analise ponderal

O grupo OME apresentou reducio do ganho de peso, expresso em porcentagem,
significativa quando comparado ao grupo Sham (Sham 110,1 +0,63 e OME 100,9 + 0,33,
p< 0,001) (Gréfico 9).

Grafico 9 — Andlise do percentual de ganho de peso dos camundongos tratados
cronicamente com Omeprazol
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Os animais (n=8 animais/grupo) receberam administracdo de Omeprazol (8mg/kg) no grupo OME e do
veiculo no grupo Sham via oral por gavagem durante 28 dias, o peso em gramas foi registrado no inicio (1°

dia) até o final protocolo (28° dia) com intervalos entre 48h e 72h. O teste estatistico utilizado para anélise
dos resultados foi o two-way ANOVA (**#p<0,001). Abreviacdes: Sham: Veiculo e OME: Omeprazol.
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5.3 Avaliacao do peso do hipocampo, cértex pré-frontal e corpo estriado

O grupo OME apresentou reducdo do peso do hipocampo em comparagdo ao
grupo Sham (Sham 31,92 +0,79; OME 27,78 + 1,07, p<0,001). Enquanto que o peso do
cortex pré-frontal e do corpo estriado ndo apresentou diferenca significativa entre os
grupos (Sham 23,77 £ 1,10; OME 24,27 + 1,03, p>0,05; Sham 22,70 + 0,84; OME 24,19

+ 0,90, p>0,05). Ambos resultados sdo apresentados no Gréfico 10.

Griafico 10 — Avaliagdo do peso das dreas do hipocampo, do cértex pré-frontal e do
corpo estriado
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Os animais (n=8-10 animais/grupo) receberam administracdo de Omeprazol (8mg/kg) no grupo OME e do
veiculo no grupo Sham via oral por gavagem durante 28 dias, o peso das dreas do hipocampo, cortex pré-
frontal e corpo estriado foi registrado em mligramas apds a dissecagdo. O teste estatistico utilizado para
andlise dos resultados foi o t-student (**p<0,01). Abreviacdes: Sham: Veiculo e OME: Omeprazol.
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5.4 Avaliacido neuroquimica

5.4.1 Determinagao de pardametros do estresse oxidativo

5.4.1.1 Efeito da administracdo cronica de Omeprazol na concentracdo de
Nitrito/Nitrato em dreas cerebrais

Foi observado que o grupo OME teve um aumento nas concentracdes de
Nitrito/Nitrato nas dreas do hipocampo e coértex pré-frontal quando comparado com o
grupo Sham (Sham 80,15 £ 9,61; OME 108,9 + 7,70, p<0,05 e Sham 53,94 + 4,96; OME
104,5 £ 19,58, p <0,05), ndo houve diferenca significativa entre os grupos na drea do

corpo estriado (Sham 143,6 = 21,11; OME 184,9 + 16,59, p>0,05) (Grafico 11).

Grafico 11 — Efeito da administracdo cronica de Omeprazol na concentracdo de
Nitrito/Nitrato em areas cerebrais
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Os animais (n=8-10 animais/grupo) receberam administracdo de Omeprazol (8mg/kg) no grupo OME e do
veiculo no grupo Sham via oral por gavagem durante 28 dias. Apds 24h, as dreas cerebrais (hipocampo,
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cortex pré-frontal e corpo estriado) foram coletadas para a determinacio da concentragdo de Nitrito/Nitrato
por meio de ELISA. Os resultados estdo representados como Média + EPM. O teste estatistico utilizado
para andlise dos resultados foi o t-Student (*p<0,05). Abrevia¢des: Sham: Veiculo e OME: Omeprazol.

5.4.1.2 Efeito da administracdo cronica de Omeprazol na concentracdo de
Malondialdeido (MDA) em dreas cerebrais

O grupo OME apresentou reducdo significativa na concentracio de MDA no
hipocampo (Sham 261,7 + 10,81; OME 167 £ 10,35, p <0,0001), cértex pré-frontal (Sham
268,2 + 15,46; OME 129,9 + 12,94, p <0,0001) e no corpo estriado (Sham 209,3 + 12,49;
OME 118,20 £ 9,24, p<0,0001) quando comparados aos animais tratados apenas com o

veiculo (Grafico 12).

Griafico 12 — Efeito da administracdo cronica de Omeprazol na concentracao de MDA em
dreas cerebrais
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Os animais (n=8-10 animais/grupo) receberam administra¢do de Omeprazol (8mg/kg) no grupo OME e do
veiculo no grupo Sham via oral por gavagem durante 28 dias. Apds 24h, as dreas cerebrais (hipocampo,
cortex pré-frontal e corpo estriado) foram coletadas para a determinag@o da concentragdo de MDA por meio
de ELISA. Os resultados estao representados como Média £ EPM. O teste estatistico utilizado para andlise
dos resultados foi o t-Student (****p<0,0001). Abreviagdes: Sham: Veiculo e OME: Omeprazol.
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5.4.1.3 Efeito da administracdo cronica de Omeprazol na concentragdo de Glutationa
Reduzida (GSH) em dreas cerebrais

Foi observado que no grupo OME houve uma reducao na concentracdo de GSH
quando comparado com o grupo Sham no hipocampo (Sham 387,8 + 17,24; OME 344,6
+ 8,33, p<0,05), cortex pré-frontal (Sham 364,5 + 14,93 OME 328,3 + 6,80, p<0,05) e
corpo estriado (Sham 374,6 = 10,04; OME 344,8 + 4,35, p<0,05) (Gréfico 13).

Grafico 13 — Efeito da administracdo cronica de Omeprazol na concentragdo de GSH em
areas cerebrais
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Os animais (n=8-10 animais/grupo) receberam administracio de Omeprazol (8mg/kg) no grupo OME e do
veiculo no grupo Sham via oral por gavagem durante 28 dias. Ap6s 24h, as dreas cerebrais (hipocampo,
cortex pré-frontal e corpo estriado) foram coletadas para a determinacéo da concentragdo de GSH por meio
de ELISA. Os resultados estdo representados como Média £ EPM. O teste estatistico utilizado para anélise
dos resultados foi o t-Student (*p<0,05). Abreviagdes: Sham: Veiculo e OME: Omeprazol.
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5.4.2 Determinacdo de parametros de inflamagdo

5.4.2.1 Efeito da administrag¢do cronica de Omeprazol na concentragdo de Interleucina-
1 no hipocampo, no cortex pré-frontal e no soro de camundongos C57BL/6

Nao houve diferenca significativa entre o grupo OME e Sham em relacdo a
contracio de Interleucina-1B no hipocampo (Sham 905 + 115,2; OME 964,4 + 71,7,
p>0,05). No entanto, foi observada diferenca significativa entre os grupos no cortex pré-
frontal (Sham 778,2 £ 33,1; OME 957,2 + 28,18, p<0,05) e no soro (Sham 161,8 + OME
216,8 £ 12,22, p<0,05) (Gréfico 14).

Grifico 14 — Efeito da administracdo crénica de Omeprazol na concentracdo de
Interleucina-1 no hipocampo, cortex pré-frontal e soro
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Os animais (n=8-10 animais/grupo) receberam administragdo de Omeprazol (8mg/kg) no grupo OME e do
veiculo no grupo Sham via oral por gavagem durante 28 dias. Apés 24h, as dreas cerebrais (hipocampo,
cértex pré-frontal) e o soro foram coletados para a determinagéio da concentra¢do de Interleucina-1p por
meio de ELISA. Os resultados estdo representados como Média £ EPM. O teste estatistico utilizado para
analise dos resultados foi o t-Student (*p<0,05). Abreviacdes: Sham: Veiculo e OME: Omeprazol.
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5.4.2.2 Efeito da administracdo cronica de Omeprazol na concentragdo de TNF alfa no
hipocampo, cortex pré-frontal e soro de camundongos C57BL/6

Nao foram encontradas diferencas significativas entre os grupos Sham e OME em
relagdo a concentracdo de TNF-alfa no hipocampo (Sham 145,4 + 7,7; OME 154,5 +
12,45, p>0,05) e no soro (Sham 35,38 + 1,69; OME 34,96 + 2,30, p>0,05). No entanto,
foi encontrada diferenca significativa no cortex pré-frontal (Sham 128 + 10; OME 168,1
+ 14, p<0,05) (Gréfico 15).

Grafico 15 — Efeito da administracio cronica de Omeprazol na concentracdo de TNF-a
no hipocampo, cértex pré-frontal e soro
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Os animais (n=8-10 animais/grupo) receberam administragdo de Omeprazol (8mg/kg) no grupo OME e do
veiculo no grupo Sham via oral por gavagem durante 28 dias. Ap6s 24h, as dreas cerebrais (hipocampo,
cortex pré-frontal) e soro foram coletados para a determinacdo da concentragdo de TNF-a por meio de
ELISA. Os resultados estdo representados como Média + EPM. O teste estatistico utilizado para andlise
dos resultados foi o t-Student (*p<0,05). Abreviagdes: Sham: Veiculo e OME: Omeprazol.
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou os efeitos da administracdo cronica de Omeprazol em
camundongos com o intuito de contribuir na investigacdo da correlagdo do uso desse
medicamento e o desenvolvimento de comportamentos relacionados a doengas
neuropsiquidtricas. Os resultados demonstraram que o farmaco foi capaz de causar
alteragdes a nivel comportamental, neuroquimico, no ganho de peso corporal e na reducao

do peso do hipocampo em camundongos tratados com o farmaco.

No teste de Campo Aberto, amplamente utilizado para analisar a atividade
exploratdria e locomotora de roedores, € possivel realizar andlise locomotora e do estado
emocional do animal, assim, os resultados podem sugerir se a droga testada apresenta
efeitos excitatdrios ou inibitdrios, ao alterar parametros de andlise do teste, sendo os mais
utilizados o nimero de cruzamentos (crossing), levantamentos verticais (rearings) e

comportamento estereotipado de autolimpeza (grooming) (PRUT; BELZUNG, 2003).

No presente trabalho, o Omeprazol foi capaz de causar reducdo na atividade
locomotora/exploratéria, verificada pelo nimero de cruzamentos no teste do Campo
Aberto. No estudo de Ali et al. (2020), utilizando o Omeprazol (10mg e 20mg/kg) para
investigacdo de comportamento ansiogénico em ratos, foi encontrado resultado
semelhante em relacdo a redu¢do do nimero de cruzamentos € 0s outros parametros nao
foram avaliados. Além disso, no mesmo estudo, os autores demonstraram que esse
resultado seria dose-dependente, no qual, os animais que receberam dose maior do

farmaco, tiveram maior reducao na atividade exploratdria/locomotora.

O teste de Rotarod foi realizado para verificar se essa diferenca entre os grupos
encontrada no parimetro de crossing no Campo Aberto demonstrava impacto no
desempenho motor dos animais, e os resultados demonstraram que o firmaco ndo foi
capaz de causar prejuizo no desempenho motor dos animais. Nesse teste, sdo avaliados o
tempo de permanéncia no eixo do equipamento e o nimero de quedas. Resultado
semelhante foi demonstrado no modelo animal de esclerose miiltipla de Sands et al.

(2014) que também utilizou Omeprazol como farmaco no estudo.

A redugdo do nimero de crossings € relatada na literatura como sendo associada
a comportamentos emocionais, sendo estresse, ansiedade e depressdo fatores que podem

levar a esse achado (SESTAKOVA et al., 2013). Dessa forma, sugere-se que o farmaco
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pode ter causado alteracdo emocional impactando na atividade exploratdria, sem alterar

a atividade motora.

A andlise do comportamento preditivo de depressdo, a partir do pardmetro de
tempo de imobilidade no teste do Nado Forcado, indicou que o tratamento com o
Omeprazol ndo levou ao comportamento depressivo-simile nesses camundongos, em vez

disso, pode-se observar diminui¢cao no tempo de imobilidade dos animais tratados.

Em estudos clinicos, ha achados controversos. Laudisio et al. (2018), através da
escala de depressdao geridtrica em populacdo idosa, relataram que o uso de IBPs pode
representar uma causa associada ao desenvolvimento de quadros depressivos na
populacdo estudada. O estudo ainda sugere que avaliagdes de humor sejam realizadas
nesses pacientes durante a terapia com IBPs. Esse resultado também € encontrado em
outros estudos, em que hd uma relacdo entre o uso de IBPs e risco de desenvolver
depressao (HUANG et al., 2018). Ja no estudo de Ribeiro et al. (2019) realizado com
populacdo com suspeita de refluxo laringofaringeo, utilizando Omeprazol 40 mg duas
vezes ao dia durante 6 meses, houve melhora na escala utilizada para analisar a depressao
na populacdo estudada. Essa andlise foi realizada antes e depois dos 6 meses de

tratamento.

Embora ndo tenha sido encontrado na literatura estudos que mostrem resultados
desse mesmo teste em animais tratados com IBPs, Betari et al. (2020) avaliaram o tempo
de imobilidade no teste de suspensdo da cauda em ratos, outro teste reconhecido para
analisar o comportamento depressivo-simile. Nesse recente estudo, a administracdo de
alta dose de Omeprazol (100mg/kg) por 4 dias, causou uma redu¢do no tempo de

imobilidade, resultado semelhante ao encontrado no presente trabalho.

Em anélise in silico, foi demonstrado que o Esomeprazol atuaria como inibidor da
MAQO, enzima responsdvel por degradar as monoaminas, entre elas, a serotonina. Dessa
forma, aumentaria os niveis desse neurotransmissor na fenda sindptica, levando a efeitos
positivos no comportamento depressivo simile (PETZER; PIENAAR; PETZER, 2013).
Ja Betari et al. (2020), demonstraram que além de inibir a atividade da MAO, o
Omeprazol atuaria inibindo a acdo da enzima de sintese da serotonina, a triptofano
hidroxilase (TPH). Assim, haveriam ac¢des paradoxais, uma vez que a inibicdo da MAO,
favorece o aumento da concentragdo de serotonina, € a inibicdo da TPH, diminui a

concentracdo do mesmo neurotransmissor na fenda sindptica. Diante disso, neste mesmo
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estudo, os autores sugerem que a inibicio da MAO superaria a inibicdo da TPH,
favorecendo o aumento da concentrag@o de serotonina na fenda sindptica, o que explicaria
a diminui¢do no tempo de imobilidade no teste de suspensao da cauda. Além disso, o
estudo também traz resultado interessante de aumento da concentracao de serotonina no

plasma e cérebro dos ratos tratados com Omeprazol.

No entanto, com esse resultado isolado ndo se pode afirmar que o Omeprazol
tenha atividade antidepressiva, pois a depressdo € uma doenca multifatorial, envolvendo
componentes de inflamacdo, neurobiolégicos e neuroquimicos (MENARD; HODES;
RUSSO, 2016). Apesar disso, esse achado € interessante e pode ser promissor, sendo

necessario mais estudos para comprovar essa possivel atividade antidepressiva.

Ja o comportamento preditivo de ansiedade foi analisado através do teste de
Labirinto em Cruz Elevado. Neste estudo, o Omeprazol ndo foi capaz de alterar os
parametros do teste, como o ndmero de entradas e o tempo de permanéncia nos bragos
abertos. O principio do teste se baseia no comportamento natural e conflituoso dos
roedores, entre explorar lugares novos e a preferéncia por lugares fechados. Assim,
quanto maior o tempo e o nimero de entradas nos bracos abertos, maior € o indicativo de
comportamento ndo ansioso, ja se o animal tende a ficar menos tempo nos bragos abertos,

indica comportamento ansiogénico (WALF; FRYE, 2007).

No estudo de Ali et al. (2020), foi observado que a dose de 20 mg/kg de
Omeprazol por administracdo intraperitoneal em ratos durante 15 dias, teve como
resultado diminui¢do no nimero de entradas e do tempo nos bragos abertos, sugerindo
comportamento ansiogénico. Esse resultado é diferente do que foi observado neste
presente trabalho, podendo sugerir haver diferencas entre as espécies na obtencdo do
resultado no teste ou que a dose ndo foi o suficiente para evidenciar esse efeito, ou ainda
que seria necessdria a realizacdo de outros testes para acessar esse tipo de comportamento,

como o teste de placa perfurada.

O teste de Inibicdo Pré-Pulso foi utilizado para analisar o filtro sensério-motor,
que esta relacionado com a diminui¢do da resposta reflexa de sobressalto acustico que as
espécies de vertebrados t€m ao serem submetidos a um estimulo sonoro, chamado de
pulso, precedido de um pré-pulso de menor intensidade. Assim, é esperado que ocorra
uma diminui¢@o da resposta ao pulso quando se € precedido pelo pré-pulso (MORAN et

al., 2016).
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Em individuos com distirbios neuropsiquidtricos e de neurodesenvolvimento,
como esquizofrenia e transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade, a inibicdo pré-
pulso estd prejudicada. Assim, a resposta ao pulso permanece igual, como se a cada pulso
fosse uma nova resposta independente da presenca anterior do pré-pulso (MENA et al.,
2016). Interessantemente, o filtro sensério-motor também se relaciona a processos
cognitivos ainda ndo muito claros, mas que envolvem a atengdo, percepcdo e
aprendizagem do pré-pulso e modulacdo da resposta de sobressalto, sendo, portando,
ainda mais relevante o seu estudo (LARRAURI; SCHMAJUK, 2006). Além disso,
recente estudo de relato de caso, mostrou que o uso de Omeprazol foi associado ao inicio
de sintomas psicoticos em crianca de 12 anos, e que estes sinais foram revertidos apos a
suspensdo do medicamento. Porém, tal estudo, apresenta fatores limitantes, pois a crianca
avaliada possui parentes préximos com histdrico de depressao e transtorno bipolar, além

de viver em ambiente conflituoso (VAN DER ZALM,; TOBE; LOGTENBERG, 2020).

No presente trabalho, o tratamento com Omeprazol ndo foi capaz de causar
prejuizo no filtro sensério-motor, considerando que nao houve diferenca significativa no
teste de inibi¢do pré-pulso nas trés intensidades de pré-pulso (70dB, 75dB e 80dB)
seguidas do pulso (120dB). Até onde se saiba, ndo existem ainda na literatura estudos
com o Omeprazol e este teste. Assim, com base apenas nos resultados do presente
trabalho, sugere-se que o tratamento com Omeprazol ndo se associou a quadros de

esquizofrenia-simile e também nao implicou em prejuizo cognitivo relacionado ao filtro

sensorio-motor.

Testes de memoria e aprendizado também foram realizados em virtude de recentes
estudos nao-clinicos e clinicos associarem o uso de Omeprazol e de outros IBPs,
especialmente cronicamente, com risco aumentado de desenvolvimento de deméncia

(BADIOLA et al., 2013; HAENISCH et al., 2015; TAl et al., 2017).

A memoria se refere a capacidade de reter informacdes e de reavé-las depois. Esse
processo € biofisioldgico e fundamental para nossa existéncia. Pode ser classificada de
acordo com a sua duracdo, como de curto prazo, podendo durar alguns segundos ou
minutos, e de longo prazo, durando por semanas, meses ou mesmo a vida toda. Além
disso, a memdria pode ser classificada como: explicita (declarativa), associada a fatos,
eventos e pessoas, ou implicita (ndo declarativa), associada a hébitos e habilidades que

temos e fazemos sem perceber (EICHENBAUM, 2017).
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A memoria possui diferencas na sua formacao e consolidag@o. Desde a localizacao
do processamento e armazenamento, assim como também nas suas sinalizacdes e
sinapses. Por exemplo, as memorias de curto prazo sdo associadas a redes de sinalizacao
jé existentes, enquanto que as de longo prazo s@o acompanhadas de mudangas estruturais

e funcionais de redes neuronais (KRAEUTER; GUEST; SARNYAI 2019).

Um dos tipos de memoria analisada no presente estudo foi a memdria aversiva,
que € associada a emogdes negativas, e essencial para nossa sobrevivéncia. As principais
regides cerebrais no processamento dessas informacoes, sao a amidala e o Nucleo Leito
da Estria Terminal (NLET). Danos nessas regides causam prejuizo em tarefas cognitivas
que usam estimulos de medo ou que provoquem ansiedade (GOOSENS, 2011). Além
dessas regides, o hipocampo também tem importincia na memdria aversiva associada a
emocoOes negativas (BANNERMAN et al., 2004). Estudos mostram que lesdes na por¢cao
ventral do hipocampo reduz comportamento de aversdo em testes que provocam
ansiedade, como na interagdo social e em testes com estimulo de choque nos pés de

roedores (KIELSTRUP et al., 2002; PENTKOWSKI et al., 2006)

O teste de Esquiva Passiva € utilizado para acessar a memoria aversiva de curto e
longo prazo de animais que foram submetidos a um choque ao explorarem o aparato.
Diante do resultado encontrado, sugere-se que o Omeprazol ndo foi capaz de causar
prejuizo a memoria aversiva de curto e longo prazo nessa dose e duragdo de tratamento
utilizada, ou ainda, que o estimulo ndo foi o suficiente para gerar uma memoria aversiva.
Estudos apontam que estimulos fracos podem ndo ser capazes de provocar forte

associacao, levando a um aprendizado também fraco (QUINN et al., 2008).

A memodria de reconhecimento € relacionada a capacidade de reconhecer objetos
como familiares. Essa capacidade depende da integridade do lobo temporal médio
(SQUIRE; WIXTED; CLARK, 2007). O reconhecimento de objetos ja conhecidos e a
tendéncia natural de explorar objetos novos foi avaliada através do teste de
Reconhecimento de Objetos, teste de referéncia para acessar esse tipo de memoria

(ANTUNES; BIALA, 2012).

Neste estudo, o tratamento com Omeprazol foi capaz de prejudicar a memoria de
reconhecimento, pois o grupo tratado com o farmaco teve menor tempo de exploragdo ao
objeto novo. No estudo clinico controlado de Akter et al. (2015), com diferentes IBPs

(Omeprazol, Lansoprazol, Esomeprazol, Rabeprazol e Pantoprazol), foi analisado o
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impacto desses medicamentos em fungdes cognitivas, entre elas, a memoria visual. Os
autores verificaram que o tratamento com IBPs, foi capaz de prejudicar o resultado no
teste de memoria visual. Ali ef al. (2020) também evidenciaram resultado de prejuizo em
um teste diferente para acessar cognicdo e memoria. No estudo, o teste de labirinto
aqudtico de Morris foi utilizado e os ratos tratados com Omeprazol obtiveram como
resultado prejuizo cognitivo através da andlise do tempo gasto para encontrar a plataforma

apods o treino.

Em estudos clinicos envolvendo pacientes com a doenga de Alzheimer, o prejuizo
da memoria de reconhecimento é um achado consistente (GOLDSTEIN et al., 2019;
SPAAN, 2016). Evidéncias mostram forte relacdo entre a formacao e acimulo de placas
beta-amiloides em dreas cerebrais importantes para memoria, como no cortex pré frontal

e hipocampo (KIM et al., 2020).

Estudos experimentais demonstraram que os IBPs foram capazes de interferir
negativamente na formagdo e eliminacdo de placas beta-amiloides por diferentes
mecanismos. Em relacdo ao processo de formagao dessa placas, Badiola e colaboradores
(2013), demonstraram que o Lansoprazol atuaria como modulador inverso de uma das
enzimas responsdveis pela formagdo, a y-secretase, levando ao aumento de geracdo de
AB-42 e diminuindo de AB-38. O farmaco ainda causaria aumento da atividade da B-
secretase, levando a aumento na producao de AB-37 e AB-40. A AB-42 se caracteriza por
ser mais patoldgica e a AB-40 mais abundante na fisiopatologia da DA (YOUNKIN,
1998).

Acredita-se que os IBPs possam se ligar a diferentes bombas de prétons, além das
localizadas nas células parietais do estdbmago, mecanismo pelo qual seu efeito
farmacoldgico € exercido. Além disso, também ja foi demonstrado que alguns IBPs, como
Lansoprazol e Omeprazol, possuem capacidade de atravessar a barreira hematoenceféilica
(CHENG et al., 2002; ROJO et al., 2010). Nesse contexto, estudos sugerem que os IBPs
atuariam diminuindo a eliminag¢do das A, por se ligarem e bloquearem as bombas de
prétons vacuolares, responsdveis por manterem o ambiente dcido nos lisossomos da
microglia que € necessario para degradacao dessas placas (FALLAHZADEH et al., 2010;
NAMAZI et al., 2008).

Diante disso, o presente trabalho, com tratamento de Omeprazol de longo prazo,

traz o resultado de prejuizo na memoria de reconhecimento a nivel ndo-clinico que se
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pode associar aos achados clinicos. Além dos possiveis mecanismos para se explicar esse
fendmeno ainda que de modo abrangente, ja que a amiloidogénese ¢ uma das hipdteses

da fisiopatologia da DA.

A memoria de trabalho se refere a informagao temporariamente retida para ser
utilizada em uma a¢do futura ou tarefa, podendo ser transformada em longa duracdo ou
ser esquecida rapidamente. O processamento desse tipo de informagao ocorre nas regides
frontoparietais, incluido o cortex pré-frontal, mas também em areas subcorticais, como
cerebelo e mesencéfalo (CHAI; ABD HAMID; ABDULLAH, 2018; RUCHKIN et al.,
2003).

O teste do labirinto em Y foi utilizado para avaliacdo da memoria de curto prazo
a partir da memoria de trabalho. O teste se baseia na curiosidade natural dos animais em
explorar lugares anteriormente ndo visitados, assim, € esperado que o animal ao ser
posicionado no aparato, passe a percorrer por diferentes bracos do labirinto em
alternancia. Neste trabalho, o tratamento com Omeprazol foi capaz de melhorar a
memoria de trabalho dos camundongos, pois o ndmero de acertos foi maior em
comparagdo ao grupo que recebeu o veiculo. O impacto dos IBPs na memoria e cognicao
€ controverso, hd estudos clinicos que apontam para piora no desempenho em testes nos

participantes em uso de medicamentos dessa classe, outros ja nao verificaram impacto e

ha ainda estudo que traz diminui¢do do risco de deméncia.

No estudo clinico de Akter et al. (2015), mencionado anteriormente, foi analisado
também a memoria espacial de trabalho. Nesse teste, foi encontrado aumento no nimero
de erros quando comparado com os resultados dos pacientes antes do tratamento e depois
de 7 dias de tratamento com Omeprazol (40mg/dia). Os autores concluem que todos os
medicamentos testados tiveram impacto negativo em testes de cogni¢dao e memoria, sendo
o Esomeprazol o que alterou o menor nimero de testes. Em outro estudo clinico, porém,
o tratamento com IBPs em mulheres, com idade entre 25 e 42 anos, ndo demonstrou
impacto sobre a memoria de trabalho (LOCHHEAD et al., 2017). No entanto, este dltimo
estudo apresenta limitagdes importantes em comparaciao com o estudo anterior, pois trata-
se de um estudo retrospectivo, observacional nao controlado, podendo haver vieses, tendo
em vista que as informagdes dos testes foram retiradas de um grande banco de dados e as
informagdes de medicamentos através de relatos dos pacientes. J4 o estudo clinico de
Goldstein et al. (2017), demonstrou menor risco de declinio cognitivo em individuos em

uso continuo e intermitente de IBPs com ajuste para possiveis fatores de confusdao. No
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entanto, o estudo também conta com limitagdes, como a informagdo de uso dos

medicamentos a partir de autorrelato dos participantes.

Diante do resultado do presente trabalho, podemos inferir, ainda que de modo
geral, que as funcdes do cortex pré-frontal dos camundongos parecem ter sido preservadas
ap6s a administragdo cronica de Omeprazol, embora tenha sido verificado aumento dos

niveis de citocinas pro-inflamatdrias nesta drea, que serd discutido mais adiante.

Evidéncias t€ém demonstrado que as citocinas pré-inflamatérias podem modular
aspectos cognitivos e de memoria, ora apresentando-se interessante para aquisi¢do,
consolidagdo e recuperagdo, ora prejudicando, a depender do estimulo, duracdo e niveis
(DONZIS; TRONSON, 2014). Dessa forma, sugere-se que o perfil pré-inflamatério
evidenciado no coértex pré-frontal nas condi¢des do presente trabalho, pode ter sido
favorédvel para melhora da memoria de trabalho, ou ainda a possibilidade do envolvimento
de outras dreas relacionadas a memoria de trabalho que ndo foram avaliadas no presente
estudo. Além disso, o farmaco pode ter sido capaz de causar alteragdo em favor de outros
fatores envolvidos, como as vias serotoninérgica e colinérgica (GONZALEZ-BURGOS;

FERIA-VELASCO, 2008).

Os achados comportamentais evidenciados neste estudo apontam para alteracoes
no comportamento tipo depressivo, indicando melhora no tempo de imobilidade e
possivel atividade antidepressiva que requer mais estudos focados nessa alteracdo. J4 em
relagdo a memoria e cognic¢ao, foi verificado melhora na memdria de trabalho, enquanto

que piora na memoria de reconhecimento.

Em relacdo a andlise ponderal, foi observado que o Omeprazol foi capaz de reduzir
o ganho de peso corporal dos camundongos tratados. Embora ainda nio haja consenso
sobre a alteracdo de peso durante a administragdo de IBPs, o resultado do presente estudo
corrobora com o de Cui et al. (2001), no qual a administragdo cronica de Omeprazol
(400mmol/kg) por 77 dias em ratos, causou redu¢do do ganho de peso sem alteracao no
ganho de comprimento corporal, massa gorda e magra. Esse achado também foi
evidenciado no estudo de Sands et al. (2014) com administragdo de Omeprazol (15 mg/kg

duas vezes ao dia) durante 38 dias em camundongos C57BL/6.

Apesar de ainda ndo se saber ao certo os mecanismos pelos quais os IBPs levam
a esse achado, a reducdo do ganho de peso durante a administracao de IBPs foi associada

a alteragdo na microbiota intestinal no estudo de Shin e colaboradores (2016), ap6s a
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administracao de Lansoprazol (5 mg/kg/dia) durante 50 semanas em ratos, € no estudo de
Sand et al. (2014) citado anteriormente. Embora nao tenha sido avaliado a alteragdo da
microbiota no presente estudo, foi evidenciado o aumento de IL-1f no sangue periférico.
O estudo experimental de Chaskiel er al. (2019) verificou que essa citocina atuaria
induzindo perda de apetite e consequente perda de peso em ratos apds a administracdo

periférica de IL-1p e lipopolissacarideo (LPS).

A perda de apetite e reducdo de peso corporal sdo achados relevantes quando se
trata de doengas neuropsiquidtricas (AZIZ et al., 2008). Estudos apontam para pior
prognoéstico quando hd reducdo de apetite/peso em pacientes com comprometimento
cognitivo leve e deméncia (COVA et al., 2016; SAHA et al., 2016). Dessa forma, a partir
do resultado do presente estudo junto as evidéncias mencionadas, sugere-se que durante
a administracdo crénica com Omeprazol, o acompanhamento do peso deve ser
considerado, principalmente em pacientes mais idosos e que ja apresentem déficit

cognitivo.

A partir da andlise do peso das dreas cerebrais, foi possivel observar que o
tratamento com Omeprazol foi capaz de reduzir o peso do hipocampo, sem alterar as
demais dreas. Estudos clinicos e experimentais trazem que a reducdo do volume do
hipocampo se relaciona a déficits de memoria e cogni¢do (HARDCASTLE et al., 2020;
RAHMAN et al.,2016; YIN et al., 2011). Interessantemente, esse achado se correlaciona
ao prejuizo da memoria de reconhecimento encontrado no presente trabalho, ja que esse

tipo de memoria tem importante envolvimento do hipocampo.

O estudo de Broadbent et al. (2010) verificou que lesdes nessa drea levam a
reducdo de seu volume e subsequente prejuizo a memoria de reconhecimento. Embora
tenha sido utilizado como parametro de andlise o peso das dreas cerebrais no presente
trabalho, um estudo recente traz correlacdo entre o resultado do peso e do volume do
hipocampo (EU et al., 2021). Dessa forma, sugere-se que o Omeprazol, nas condi¢des do
presente trabalho, pode estar envolvido na redu¢do do peso do hipocampo e ao prejuizo

da memoria de reconhecimento.

O estresse oxidativo se refere aos danos em células e tecidos, causados por uma
desregulacdo entre a produg¢do e acimulo de radicais livres e os mecanismos de
eliminacao destes. Os radicais livres sdo subprodutos do metabolismo do oxigénio e ainda

podem ser produzidos por agentes estressores externos, como a luz ultravioleta. Certos
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niveis de radicais livres sdo fisiologicamente tolerados pelo organismo e também tem
funcdes fisioldgicas, porém quando h4 fatores que aumenta a produgdo ou que diminui a
capacidade do corpo em eliminar esses agentes, o estresse oxidativo pode levar a danos

em proteinas, lipideos e 4dcidos nucléicos (PIZZINO et al., 2017).

Nesse contexto, o cérebro, devido ao alto consumo de oxigénio, alta concentracao
de 4cidos graxos poli-insaturados e de ions ferro, torna-se mais sensivel a danos
oxidativos (BARBOSA; DE MEDEIROS; AUGUSTO, 2006). Inclusive estudos
mostram forte associagdo entre doengas neuropsiquidtricas e o estresse oxidativo
(GANDHI; ABRAMOV, 2012; LIN; BEAL, 2006; SALIM, 2017). Na doenga de
Alzheimer, os danos oxidativos estdo relacionados a perda neuronal e progressao do
declinio cognitivo (GELLA; DURANY, 2009). As placas beta-amiloides, importantes na
fisiopatologia da doenga, tém em sua producao a participagdo de radicais livres, e que em

progressao leva a neurodegeneracdo (PAUL; EKAMBARAM, 2011).

O o6xido nitrico (ON) € uma molécula versitii que pode atuar como
neurotransmissor e também como radical livre potencialmente téxico especialmente em
situagdes de estresse oxidativo (BECKMAN; KOPPENOL, 1996). Neste estudo, o
tratamento com Omeprazol aumentou as concentragdes de nitrato/nitrito no hipocampo e

no cortex pré-frontal.

Um estudo recente identificou que os IBPs estdao envolvidos com vias de sintese
de L-arginina por meio da alteragdo no perfil da microbiota intestinal (VICH VILA et al.,
2020). A L-arginina é o precursor da sintese de ON a partir da atividade das isoformas de
enzimas de sintese de ON (nNO, eNO e iNO), todas encontradas no cérebro,

principalmente nNO e eNO (GUIX et al., 2005).

O ON pode desempenhar agdes paradoxais, principalmente no SNC (GUIX et al.,
2005). Essa caracteristica foi evidenciada no estudo experimental de Ergiin; Ergiin,
(2007), em que foi demonstrado que a L-arginina em doses baixas nao causaria alteracao
no tempo de imobilidade no teste do nado for¢ado, porém em dose um pouco maior
levaria a reducdo do tempo de imobilidade, ja em doses mais altas levaria a efeito
depressivo simile, evidenciado pelo aumento no tempo de imobilidade (ERGUN;

ERGUN, 2007).

A participacdo do ON em processos cognitivos € de memoria € alvo de muitas

pesquisas, e pode-se perceber também essa caracteristica dual. Estudos experimentais nos
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quais a administracdo de L-arginina ou de doadores de ON, verificaram aumento na
concentragdo de ON no cérebro, e como resultado obtiveram melhora e piora em

diferentes testes para acessar memoria e cognicao (PAUL; EKAMBARAM, 2011).

Apesar de nio ter sido encontrado outros resultados na literatura com dosagem de
nitrato/nitrito em areas cerebrais durante uso de IBPs, o estudo de Almasaudi et al. (2016)
ao analisar efeitos do mel de Manuka em modelo de tlcera induzida por etanol, foi
observado que os animais tratados apenas com Omeprazol (40mg/kg por 7 dias), tiveram
aumento na concentracdo de ON na mucosa gastrica quando comparado ao grupo com

dlcera induzida.

A partir do que foi exposto, € possivel compreender a versatilidade do ON e como
este pode atuar ora levando a alteracdes positivas, como a melhora do comportamento
depressivo e aspectos cognitivos € de memdria, ora negativos quando associados a
estresse oxidativo. No presente trabalho, foi observado redu¢do do tempo de imobilidade
o que indica melhora do comportamento depressivo simile e também melhora na memoria

de trabalho, podendo estes achados estarem associados aos niveis aumentados de ON.

Com base nas consideragdes anteriores e a partir dos resultados do presente
trabalho, especula-se que esse aumento nos niveis de nitrato/nitrito possa estar
relacionado as vias de sintese de L-arginina, por alteracdo da microbiota intestinal pelo
Omeprazol, e além disso, com as citocinas pro-inflamatorias, que serd discutido mais

adiante.

O malondialdeido é um subproduto da peroxidagdo lipidica que ocorre nas
membranas. Ao quantificar esse produto se faz uma correlagdo com o grau de peroxidagao
lipidica que estd ocorrendo nos tecidos (AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014). Neste
estudo, o tratamento com Omeprazol causou reducio na concentracdo de MDA nas trés
areas cerebrais. Este resultado corrobora com outros trabalhos que utilizaram Omeprazol
em diferentes modelos animais. A redu¢do nos niveis de MDA foi encontrada em
amostras de cérebro em modelo de traumatismo craniano e no tecido cardiaco em modelo
de infarto do miocérdio apds tratamento com Omeprazol (OZAY et al., 2017; PATIL et
al., 2019).

Estudos apontam que o aumento dos niveis de MDA se correlacionam com
elevacao do risco de déficits de memdria, incluindo a memoria espacial de trabalho, e de

depressao (ISLAM et al., 2018; TALAROWSKA et al., 2012). Além disso, substancias
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que sdo capazes de reverter niveis aumentados de MDA, sdo associadas a efeitos de

melhoria desses aspectos (CHOI et al., 2014; LORIGOOINI et al., 2020).

Tendo em vista que os niveis de MDA sdo marcadores de peroxidagdo lipidica,
esses resultados, junto com o do presente trabalho, mostram um papel de protecdao do
Omeprazol em relacado a diferentes situacdes, tecidos e tempos de administragdo em que
ha o tratamento com IBPs. Além disso, este efeito pode se relacionar a melhora do
comportamento depressivo-simile e da memoria de trabalho evidenciada no presente

estudo.

Por outro lado, neste trabalho, o tratamento com Omeprazol diminuiu a
concentracdo de glutationa reduzida. A GSH € uma das principais enzimas que fazem
parte das defesas enddgenas do corpo contra o estresse oxidativo (PALTA et al., 2014;
SIWEK et al., 2013). O estudo experimental de Patil et al. (2019) demonstrou ndo haver
diferenca significativa nos niveis de GSH apds tratamento com Omeprazol em curto
tempo de administracdo de 7 dias. J4 no estudo de Chanchal et al. (2016), apds
administracdo de Omeprazol por 14 dias em ratos, verificou aumento nos niveis de GSH
no nervo cidtico. Resultado semelhante foi encontrado em modelo agudo de 24h de
traumatismo cerebral, onde verificaram que o tratamento com Omeprazol também foi

capaz de aumentar a concentragio de GSH (OZAY et al., 2017).

No entanto, em estudo clinico recente, usudrios em uso de Omeprazol por mais de
6 meses apresentaram reducao significativa de glutationa peroxidase no plasma (DRIES
et al., 2021). Diante do que foi apresentado somado aos resultados do presente estudo,
sugere-se que a administracdo cronica de Omeprazol, pode ser um fator que impacta

diretamente na concentra¢do de GSH, levando a sua diminuicao.

Na avaliacdo do estresse oxidativo, foi verificado que a administragdo de
Omeprazol foi capaz de, por um lado, aumentar os niveis de nitrato/nitrito e diminuir os
de MDA, e por outro, diminuir os niveis do importante antioxidante endégeno, a GSH.
Com isso, pode-se sugerir um impacto moderado no estresse oxidativo, pois houve

resultado positivo em relag@o a peroxidacao lipidica, evidenciada pela reducdao de MDA.

Os niveis de citocinas pro-inflamatdrias no cérebro e no soro sio indicadores de
inflamacao. Esses niveis podem estar aumentados em situacdes de estresse, infec¢oes e
doencas crdnicas como, diabetes, e também em doencas neuropsiquidtricas, como

depressao (BANKS; KASTIN, 1991; PUGAZHENTHI; QIN; REDDY, 2017). No
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presente trabalho, o tratamento com Omeprazol causou aumento nos niveis de IL-1 no
cortex pré-frontal e no soro dos camundongos, ja em relacdo aos niveis de TNF-a, houve

aumento apenas no cortex pré-frontal.

Contraditoriamente, na literatura, os trabalhos evidenciam uma atividade
potencial anti-inflamatéria dos IBPs. No estudo de Chanchal et al. (2016) em modelo
animal de dor neuropdtica, os niveis dessas citocinas apds tratamento por 14 dias com
Omeprazol (50mg/kg/dia) em ratos, foram reduzidos em comparacdo ao grupo que
também sofreu lesao. Patil et al. (2019) também demonstraram uma reducao nos niveis
dessas citocinas em um modelo animal de necrose do musculo cardiaco apds tratamento
com Omeprazol e Lansoprazol (ambos 50mg/kg/dia) por 7 dias em ratos. Em estudo in
vitro com administracdo aguda de IBPs, incluindo o Omeprazol, apds tratamento com
agonista dos receptores Toll like em cultura de mondcitos humanos, mostrou reducio da

concentracao de citocinas pré-inflamatérias (BALZA et al., 2016).

Apesar desses estudos evidenciarem potencial atividade anti-inflamatéria dos
IBPs, o presente estudo foi realizado com um periodo de administragdo cronica de 28 dias
em camundongos sauddveis, podendo sugerir que o uso prolongado pode trazer

consequéncias no aumento de citocinas pro-inflamatorias em areas cerebrais € no soro.

E possivel especular que esse achado possa estar relacionado 2 alteragio da
microbiota e ao aumento da permeabilidade intestinal causados pelo uso cronico de IBPs.
Foi verificado que os IBPs estdo entre as classes de medicamentos comuns que mais
alteram a composicdo e diversidade da microbiota intestinal, sendo capazes de causar
alteragdes superiores aos antibioticos IMHANN et al., 2016; VICH VILA et al., 2020).
Além disso, estudos trazem que entre as alteragOes estaria o aumento de espécies dos
géneros Streptococcus, Staphylococcus e Escherichia, sendo, portanto, consideradas mais
pré-inflamatérias (FREEDBERG et al., 2015; IMHANN et al., 2016; STERBINI et al.,
2016). O impacto dos IBPs na permeabilidade intestinal ainda conta com poucos estudos,
mas j4 apontam para essa possibilidade (MULLIN ez al., 2008; TAKASHIMA et al.,
2020). Takashima e colaboradores. (2020) verificaram o aumento da permeabilidade
intestinal apds tratamento com Rabeprazol (40mg/kg) durante 7 dias. Nesse sentindo, o
estudo do eixo cérebro-intestino tem conquistado espaco no meio cientifico e estd cada
vez mais claro que as alteragcdes a nivel de microbiota intestinal podem se relacionar as

alteragdes a nivel central (GENEROSO et al., 2020).
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No presente trabalho, foi evidenciado niveis aumentados de nitrato/nitrito e de
citocinas nas dreas cerebrais, podendo estes estarem relacionados. A micréglia tem
fundamental importancia nas respostas inflamatérias no SNC, além disso também ja bem
estabelecido que ha ativacdo microglial frente ao estimulo inflamatério de IL1-p e do
TNF-a e que essa ativacdo da microglia pode levar a sintese de NO (ZIELASEK;
HARTUNG, 1996).

Em suma, relacionando os efeitos comportamentais as alteragcdes neuroquimicas,
pode-se sugerir que os niveis aumentados de nitrato/nitrito e diminui¢do dos niveis de
MDA podem se associar a melhora do comportamento depressivo simile e da memoria
de trabalho, apesar dos niveis de citocinas aumentados nas dreas do hipocampo e cortex
pré-frontal. J4 o prejuizo da memdria de reconhecimento parece estar mais envolvido com
a reducdo do peso do hipocampo, enquanto a redu¢cdo do ganho de peso corporal, nos
camundongos tratados com Omeprazol, pode ter relacdo com os niveis de IL-f3 no sangue

periférico.
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7 CONCLUSAO

A administra¢do cronica de Omeprazol em camundongos adultos foi capaz de

causar alteragdes comportamentais e neuroquimicas, listadas em detalhes abaixo e
apresentadas em resumo na Figura 12.

Diminuiu a atividade exploratéria sem interferir no desempenho motor,
evidenciado pelos testes de campo aberto e rotarod, respectivamente;

Causou efeito antidepressivo-simile demonstrado pela reducdo do tempo de
imobilidade, no teste de nado for¢ado;

Nao induziu efeito ansiogénico, detectado através do teste do labirinto em cruz
elevado;

Nao levou a prejuizo do filtro sensério motor pela avaliagdo do teste de inibicdo
pré-pulso;

Nao causou alteracdo na memdria aversiva avaliada pelo teste de esquiva passiva;
Induziu melhora na memoria de trabalho, evidenciada no teste de labirinto em Y
Induziu piora na memoéria de reconhecimento, evidenciada pelo teste de
reconhecimento de objetos;

Causou reducio do ganho de peso corporal e diminui¢do do peso do hipocampo.
Aumentou os niveis de nitrato/nitrito e diminuiu os niveis de GSH e MDA em
todas as areas analisadas;

Aumentou parametros de inflamacgao observado pelo aumento de IL-f3 no coértex
pré-frontal e soro, e TNF-a no cortex pré-frontal.

Figura 12 — Figura esquematica do resumo dos efeitos da administracdo cronica de
Omeprazol em camundongos C57BL/6

Administra¢do cronica de Omeprazol

sl 5 Melhora comportamento
(Y AN depressivo simile e
==, Y memoria de trabalho

=4 - i Piora memoria de
! Nitrato/nitrito (HP e CPF) sesonheeiments
MDA (HP, CPF e CE f
. g ! v
b Peso do
Hipocampo
_ Redugiodo

ganho de peso

- IL1-B no sangue
Rl periférico

Legéhaé: Efeitos do Orhéprazol ap6s administragdo cronica de 28 dias via oral por gavagem erﬁ
camundongos C57BL/6. Abreviagdes: HP: Hipocampo; CPF: Coértex Pré-Frontal; CE: Corpo Estriado;
MDA: Malondialdeido; IL1-B: Interleucina-1p.
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8 CONSIDERA COES FINAIS

Com os resultados deste trabalho, pdde-se demonstrar que a administragdo cronica
de Omeprazol em camundongos, em dose comparada a utilizada na clinica, foi capaz de
causar alteracdes a nivel de comportamento, inflamacdo e estresse oxidativo. O uso
prolongado e indiscriminado ainda se configura como risco potencial a sadde, ainda que
com alguns resultados promissores em relacdo a melhora do comportamento depressivo
simile e da memoria de trabalho que merecem ser melhor investigados.

Este estudo traz resultados inéditos, principalmente em relacdo aos testes
comportamentais, nos quais foi verificado melhora do comportamento depressivo simile
e memoria de trabalho, podendo estas estarem relacionadas aos resultados neuroquimicos
de aumento dos niveis de nitrato/nitrito e de reducao dos niveis de MDA. Adicionalmente
foi observado prejuizo na memoria de reconhecimento que pode estar relacionado com a
diminui¢cdo do peso hipocampal. Ainda foi possivel observar reducao do ganho de peso
dos animais, e possivel relacio com o aumento de citocina pré-inflamatéria no sangue
periférico e o papel da alteracdo da microbiota evidenciada em outros estudos.

Portanto, este trabalho contribuiu com a investigacao dos efeitos centrais desse
medicamento e reforca a necessidade de mais estudos para compreender 0s mecanismos
pelos quais o fairmaco atua diretamente e/ou indiretamente no SNC, como por exemplo,
através de seu impacto na microbiota intestinal, sendo, portanto, relevante a investigacao
desse aspecto em estudos futuros. Além disso, reitera a importancia de esclarecer e
incentivar o uso racional dos IBPs pela populacdo e dar suporte intelectual aos demais

pesquisadores da drea e aos profissionais de satide em sua pratica clinica.
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