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RESUMO

A depressao ¢ uma das formas mais comuns de transtornos mentais, que prejudica a capacidade
do individuo de exercer suas atividades sociais. Ela ¢ caracterizada pela presenga de tristeza
cronica, diminui¢do do interesse por atividades prazerosas (anedonia), irritabilidade e
alteragdes cognitivas. Pesquisas sugerem que o uso de farmacos pertencentes a classe dos
Inibidores da Bomba de Protons (IBP), principalmente durante uso cronico, esta associado com
efeitos a nivel de Sistema Nervoso Central (SNC), como a depressdo. Diante disso, o atual
trabalho objetivou investigar a relacdo da administragdo cronica de Omeprazol (OME), um
farmaco pertencente a classe dos IBPs, com o comportamento do tipo depressivo em animais.
Para isso, camundongos C57BL/6 adultos machos, com peso entre 20-30g foram divididos em
dois grupos: OME e Controle, que receberam, por via oral, uma suspensdo de Omeprazol (8
mg/kg) ouuma solucao veiculo (Bicarbonato de Sédio 8,4 %), respectivamente, durante 28 dias.
Ap6s 24h do ultimo dia de administracdo, os animais foram submetidos aos testes
comportamentais: Campo Aberto (CA), Rotarod, Nado For¢cado (NF) e Labirinto em Cruz
Elevado (LCE). O trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Ceara (CEUA), sob o nimero de protocolo 1977300718. Os resultados
mostraram uma diminui¢do no numero de Crossings, no CA, porém sem alteragdo de
desempenho motor no Rotarod. Houve aumento do Tempo de Imobilidade no NF, entretanto,
nenhuma diferenga significativa entre os grupos nos parametros avaliados no LCE. Diante do
exposto, sugere-se que o Omeprazol causou comportamento tipo depressivo, constatado pelo
aumento do Tempo de Imobilidade no NF, no entanto, sem a presenga de um fenotipo ansioso
nos parametros analisados no LCE. Considerando os resultados do presente trabalho, sugere-se
que o Omeprazol, quando usado cronicamente pode causar efeitos no SNC, mais
especificamente, efeito tipo depressivo. Obviamente mais pesquisas devem ser realizadas, para
que se possa entender os mecanismos envolvidos na indugdo deste efeito. Com base nos
resultados obtidos também se torna relevante destacar a importancia do uso racional desse

farmaco.

Palavras-chave: Depressdo; Inibidor da Bomba de Prétons; Omeprazol; Sistema Nervoso

Central



ABSTRACT

Depressive Disorder is one of the most prevalent mental disorders, which impairs the functional
capability to execute social activities. It is characterized by chronic sadness, reduction of
interest in pleasure activities (anhedonia), irritability and cognitive dysfunction. Researchers
suggest the use of drugs belonged to Proton Pump Inhibitor (IBP) class, mainly over chronic
use, is associated to effects at Central Nervous System (CNS) level, like Depression. Therefore,
the objective of the current research was investigating the relationship between the chronic
administration of Omeprazole (OME), a drug belonged to IBP class, with depressive-like
behavior in animals. To this end, C57BL/6 adult mice, weighting 20-30 g, were divided into
two groups: OME and Control, which received orraly an Omeprazole suspension (8 mg/kg) and
a vehicle solution (8,4% Sodium Bicarbonate), respectively. After 24h of the last administration,
the animals were submitted to the following behavior tests: Open Field (OP); Rotarod, Forced
Swim (FS) and Elevated Plus Maze (EPM). This study was approved by Ethics Committee on
the Use of Animals of the Federal University of Ceara (CEUA), under protocol number
1977300718. The results showed a reduction in the Crossing number, in OP test, but no
difference of motor performance in the Rotarod test, an increase of the immobility time in the
NF, however there was no significant difference between the groups in the analyzed parameters
for EPM. Hence, it suggests that Omeprazole triggered depressive-like behavior, which was
evidenced by Immobility Time increase in the NF, however, without a presence of an anxious
behavior. Considering the results of current study and other research already published about
Omeprazole effects in the CNS, it’s necessary more researches to be done, in order to
understand the mechanisms involved and the important to foster the rational use of this common

drug.

Keywords: Depression; Proton Pump Inhibitors; Omeprazole; Central Nervous System
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1 INTRODUCAO

Transtorno Depressivo ou Depressao € caracterizado pela presenca de tristeza cronica,
diminuicdo do interesse por atividades prazerosas, irritabilidade e alteragdes cognitivas
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014). A depressdo ¢ uma das formas mais
comuns de transtornos mentais, que prejudica a capacidade do individuo de exercer suas
atividades sociais. A etiologia do transtorno depressivo nao ¢ totalmente elucidada, no entanto,
a comunidade cientifica sugere que ele possui causas multifatoriais, envolvendo fatores
bioldgicos, psicoldgicos e sociais (FANG ef al., 2019; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2017).

De fato, as alteracdes nos niveis dos neurotransmissores monoaminérgicos, as
desregulacdes no eixo Hipotdlamo-Hipofise-Adrenal, a presenga de um estado pro-inflamatorio,
e ainda, a microbiota intestinal sdo implicados na fisiopatologia da depressdo (FANG et al.,
2019; MALHI; MANN, 2018; OTTE et al., 2016; ZHAO; LIU, 2019). Estudos sugerem que o
uso de farmacos pertencentes a classe dos Inibidores da Bomba de Prétons (IBP), incluindo o
Omeprazol foi associado com quadros depressivos (GOMM et al., 2016; HUANG et al., 2018;
LAUDISIO et al., 2017).

Os IBPs sao uma classe de farmacos indicados para desordens relacionadas a acidez
gastrica, como a doenca da tulcera péptica, o refluxo gastroesofagico entre outras desordens.
Eles atuam por meio da inibig¢do irreversivel da bomba H'/K" - ATPase, o que leva a diminuigdo
da acidez gastrica (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2016). Essa classe de farmacos
tornou-se uma das mais prescritas no mundo (FORGERINI; MIELI; MASTROIANNI, 2018),
e, apesar dos IBPs possuirem um excelente perfil de seguranga, o seu uso, principalmente a
nivel cronico, pode causar efeitos adversos, como danos a nivel renal, maior suscetibilidade a
fraturas osseas, a infec¢do por Clostridium difficile, trombocitopenia, anemia, rabdomiolise
(FORGERINI; MIELI; MASTROIANNI, 2018; YU et al., 2017) e o aumento do risco de
prejuizos cognitivos (GOMM et al., 2016; HAENISCH et al., 2015; TAl et al., 2017).

Nesse sentido, € interessante investigar a associacdo da administracdo de um farmaco

da classe IBP com os transtornos neuropsiquiatricos, como a depressao.
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2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Sintomas de depressao/transtorno depressivo aumentaram com o inicio da pandemia
COVID-19 em 2020 (RAJKUMAR, 2020). Sabe-se que depressdo ¢ um transtorno de causa
multifatorial, que engloba o estresse psicologico (FANG et al., 2019). Diante disso, o
1solamento social, a falta de perspectiva futura, a morte de pessoas proximas e o medo, que sao
fatores estressantes (FANG et al., 2019), podem ter contribuido para o aumento de sintomas
depressivos. Pesquisas que investiguem fatores relacionados com a causa da depressdao
avancaram nas ultimas décadas, porém eles ainda ndo sdo totalmente compreendidos (OTTE et
al., 2016).

Um exemplo dessa falta de elucidacdo ¢ compreender o mecanismo pelo qual os
Inibidores da Bomba de Protons (IBP) poderiam desencadear um quadro depressivo ou
aumentar a suscetibilidade desse transtorno. De fato, pesquisas clinicas na literatura apontam
uma associacao entre o uso de IBP, principalmente a nivel cronico, com o transtorno depressivo.
(GOMM et al., 2016; HUANG et al., 2018; LAUDISIO et al., 2017).

Os Inibidores da Bomba de Prétons (IBP) sdo indicados como primeira linha para o
tratamento de desordens relacionadas com a acidez géstrica (HELGADOTTIR; BIORNSSON,
2019). De maneira geral, os IBPs, possuem um excelente perfil de seguranga (STRAND; KIM;
PEURA, 2017). Apesar disso, estudos clinicos encontraram uma relagao entre o uso de IBP e
0s transtornos neuropsiquidtricos, como depressdo (GOMM et al., 2016; HUANG et al., 2018;
LAUDISIO et al., 2017). No entanto, os dados disponiveis na literatura ainda sdo controversos.
De fato, estudos nao-clinicos que empregaram representantes dos IBPs sugerem que essa classe
de farmacos teria um efeito benéfico no contexto da depressao (BETARI et al., 2020; PETZER;
PIENAAR; PETZER, 2013).

Diante da controvérsia presente na literatura, da multifatoriedade das causas do
transtorno depressivo além da existéncia de poucos estudos que investiguem a relagdo IBP-
Depressao, pesquisas nao-clinicos comportamentais com o emprego de um dos IBPs mais
usados na pratica clinica, o Omeprazol, que adaptem a dose utilizada na clinica para o estudo
nao-clinico e que empreguem um teste considerado padrao ouro na analise do comportamento

tipo depressivo (Nado Forcado) (UNAL; CANBEYLI, 2019) tornam-se relevantes.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Consideragodes sobre a Depressao

De acordo com o Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM -
V)(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014), a depressdao ou os Transtornos
Depressivos possuem sintomas que podem ser agrupados em emocionais, neurodegenerativos

e neurocognitivos (FIGURA 1).

Figura 1 — Sintomas da depressao/transtorno Depressivo

Humor deprimido

Anedonia

Sintomas Emocionais

Sentimentos de inutilidade ou de culpa

Ideacao, planejamento ou tentativa de suicidio

Fadiga ou cansaco

Alteracio do apetite

Tempo de sono

Dificuldade para pensar ou concentrar;
Sintomas Neurocognitivos Indecisao

Agitacio ou retardo psicomotor

v

Deficiéncia Funcional cumulativa

Fonte: Adaptado e traduzido de Malhi e Mann (2018).

Tais sintomas podem surgir de maneira gradual, como geralmente acontece, ou de forma
abrupta, e levam a diminui¢do da capacidade funcional do individuo, prejudicando o seu
desempenho no trabalho ou na escola e nas suas relagcdes sociais (KELLER et al., 1992;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). Esses sintomas ndo sdo especificos para a
depressao, sendo possivel estarem presentes em outras condigdes médicas e psiquiatricas. No
entanto, alguns deles sdo comuns de serem encontrados em Transtornos Depressivos, como a
anedonia, que ¢ a diminui¢do do prazer por atividades que eram até entdo prazerosas; as

variagoes diurnas da intensidade dos sintomas, isto ¢, alguns sintomas podem ser mais intensos
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durante o dia que durante a noite; e o humor deprimido (MALHI et al., 2014; MALHI; MANN,
2018).

Com frequéncia, a depressdo ¢ um termo utilizado para referir-se aos transtornos
depressivos de forma geral. Eles podem ser divididos em diferentes subtipos como: o
melancolico, o acompanhado de ansiedade, o que tem sintomas psicéticos, dentre outros
(MALHI; MANN, 2018). Para fazer essa classificacdo, sdo usados termos conhecidos como
Especificadores (FIGURA 2), que sdo padrao da doenca, caracteristicas clinicas, severidade,

inicio dos sintomas e diminuicao da intensidade dos sintomas, que ¢ conhecida como remissao

(MALHI et al., 2018; MITCHELL et al., 2016).

Figura 2 — Especificadores da depressao/transtorno Depressivo
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Fonte: Adaptado e traduzido de Malhi e Mann (2018).

A principal forma de manifesta¢do da depressao ¢ o Transtorno Depressivo Maior, sendo
assim chamada quando o individuo apresenta 5 ou mais dos sintomas depressivos (FIGURA 1)
diariamente, durante 2 semanas, com pelo menos um deles sendo o humor deprimido ou a
anedonia (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014).

Segundo levantamento feito pela World Health Organization (2017), a quantidade total
de pessoas no mundo que vivem com depressdo ¢ de aproximadamente 322 milhdes, sendo
mais comum em mulheres (5,1%) do que em homens (3,6%). Além disso, o transtorno
depressivo também atinge criangas e adolescentes abaixo dos 15 anos de idade, embora com

uma prevaléncia menor quando comparada a outras faixas etarias. Nessa mesma pesquisa, foi
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constatado que o transtorno depressivo era o principal fator responsavel pelas mortes por
suicidio, com estimativa de 788 000 mortes por ano, sendo o numero de tentativas de suicidio
ainda muito superior. Essa estimativa correspondeu a aproximadamente 1.5% das mortes que
ocorreram a nivel global naquele ano, além de equivaler a segunda maior causa de mortes na

faixa etaria de 15-29 anos, também a nivel global.

3.2 Fisiopatologia da Depressao

O entendimento da fisiopatologia da depressao aumentou nos ultimos anos, no entanto,
uma unica hipdtese ndo consegue explicar todas as alteragdes e todos os sintomas presentes no
transtorno (OTTE et al., 2016). De fato, pesquisas apontam que o surgimento do transtorno
depressivo se relaciona com alteragcdes em varios sistemas bioldgicos, como as alteragdes nos
sistemas serotoninérgico, noradrenérgico, dopaminérgico e glutamatégico; a presenga de um
estado pro-inflamatorio; as alteracdes no eixo Hipotdlamo-Hipofise-Adernal (HHA); a
diminui¢do da neurogénese ¢ neuroplasticidade e a alteracdo na microbiota gastrointestinal.

(DEAN; KESHAVAN, 2017).

3.2.1 Transmissdo Monoaminérgica

A principal teoria que explica o surgimento da depressdo ¢ a teoria das Monoaminas
que afirma que o transtorno depressivo ocorre pela diminuicdo nos niveis de um ou mais
neurotransmissores monoaminérgicos, como Serotonina (5-HT), Noradrenalina (NA) e
Dopamina (DA) (DEAN; KESHAVAN, 2017). Esses neurotransmissores foram associados com
o transtorno depressivo depois da observacdo de que determinadas substancias, como o anti-
hipertensivo reserpina, eram capazes de depletar os seus niveis e causar comportamento
depressivo (SCHILDKRAUT, 1965)

Alguns dados disponiveis na literatura fortalecem essa teoria. Os farmacos
antidepressivos como os Antidepressivos Triciclicos (ATC) e os Inibidores da
Monoaminoxidase (IMAQO) melhoram os niveis dos neurotransmissores monoaminérgicos na
fenda sinaptica. ATCs o fazem por meio da recaptacdo de neurotransmissores no neurénio pré-
sinaptico, enquanto os IMAOs previnem a degradagdo dos neurotransmissores depois deles
serem reabsorvidos (OTTE et al., 2016). Essa teoria também foi fortalecida por estudos post
mortem ¢ in vivo que encontraram niveis reduzidos de 5-HT em pacientes diagnosticados com

depressao (DELGADO, 1990; OTTE et al., 2016).
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Além desses achados, a deplegdo de triptofano, um aminoacido essencial necessario
para a produgdo de 5-HT, em pacientes, que tinham sido satisfatoriamente tratados com
antidepressivo, apresentaram novamente sintomas depressivos, enquanto a deplecao em
pacientes depressivos ndo tratados ndo teve efeito (BELL; ABRAMS; NUTT, 2001). Alteragdes
a nivel genético também se relacionam com a depressdo. Por exemplo, a regido polimorfica (5-
HTTLPR) associada a serotonina ¢ um gene degenerado repetido que codifica o transportador
(SLC6A4) da serotonina. Assim, o gendtipo S/S dessa regido foi associado a uma maior
vulnerabilidade de desenvolver um quadro clinico depressivo (CASPI et al., 2010).

A regulagdo do humor também se associa com a noradrenalina (NA). Farmacos que
inibem a recaptacdo de NA, como os Inibidores Seletivos da Recaptacdo de Noradrenalina
(ISRN), Inibidores da Recaptagao de Dopamina e Noradrenalina (IRDN) e novamente os ATCs
sdo antidepressivos efetivos. Além desses, farmacos que aumentam a secre¢do de NA, como
Mirtazapina, também sdo efetivos (LEONARD, 2002).

A dopamina relaciona-se também com a regulagdo do humor. H4 uma via formada por
neurdnios dopaminérgicos provenientes da area tegumentar ventral e que se projetam para o
nucleo accumbens. Toda essa estrutura forma a via mesolimbica, que € responsavel por regular
o sistema de recompensa e motivagdo. Nesse sentido, alguns sintomas degenerativos da
depressao, como a anedonia, sdo associados a alteragdes na transmissdo dopaminérgica na via
mesolimbica. Outras evidéncias ¢ o fato de que agentes antidepressivos, como bupropiona,
aumentam os niveis de DA no cérebro e que desordens neuroldgicas, que tem como causa
primaria a alteragdo na producdo deste neurotransmissor, podem causar depressao (DEAN;
KESHAVAN, 2017).

Apesar dessa teoria ser a predominante, ela ndo consegue explicar todos os aspectos do
transtorno. Por exemplo, farmacos que atuam na transmissdo de monoaminas, mesmo que
afetem os neurotransmissores ap6os horas da administragdo, levam semanas para exercerem
efeito terapéutico (WILLNER; SCHEEL-KRUGER; BELZUNG, 2013). Além disso, existem
estudos, em que foram realizadas medidas de NA, 5-HT e seus metabolitos no plasma e na urina,
bem como estudos post-mortem envolvendo cérebros de pacientes depressivos com resultados

contraditérios (GEDDES; BRIESS, 2007; OTTE et al., 2016).

3.2.2 Eixo Hipotaldmico - Hipofisario - Adrenal

Estresse ¢ uma resposta adaptativa a um estimulo ambiental aversivo, sendo considerado

um acontecimento comum no cotidiano das pessoas. Os acontecimentos estressores podem ser
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morte de alguém proximo, perda do emprego, abuso sexual, conflitos matrimoniais, bullying
etc. Em relacdo a isso, o eixo Hipotalamico - Hipofisario - Adrenal (HPA) ¢ o responsavel por
regular a resposta dos acontecimentos considerados estressantes na estrutura e nas fungdes
cerebrais (FANG et al., 2019).

Em resposta a um evento estressor, os neurdnios que estdo no nicleo paraventricular do
hipotalamo (PVN) liberam o fator Liberador de Corticotrofina (CRH) e arginina - vasopressina
(AVP). Assim, a AVP ativa o sistema neuromodulatorio chamado locus ceruleus - Norepinefrina
(LC - NE), que desencadeia a resposta comportamental de luta ou fuga a partir do SNC. O CRH,
por sua vez, atua na glandula pituitdria. Como resposta, essa glandula secreta o Hormodnio
Adrenocorticotrofico (ACTH) na corrente sanguinea, que em seguida se dirige até a glandula
adrenal. Chegando na glandula, o ACTH estimula a liberagdo de glicocorticoides, sendo cortisol
(humanos) ou corticosterona (roedores). Os glicocorticoides regulam vérias fungdes do
organismo, como fun¢des imunologicas, metabolicas e psicologicas. (FIGURA 3) (ALMEIDA;
PINNA; TANNHAUSER BARROS, 2021).

Figura 3 — Estresse estimulando o eixo Hipotalamo — Hip6fise — Adrenal
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Fonte: Adaptado de Zuardi (2014).
Abreviagdes: ACTH: Hormoénio Adrenocorticotréfico. CRH: Fator Liberador de
Corticotrofina. HHA: Eixo Hipotalamico - Hipofisario — Adrenal.
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O glicocorticoide liberado atua no inicio do eixo HHA, por meio de feedback negativo,
a fim de controlar a quantidade sua que ¢é liberada, evitando uma liberagdo exagerada. A
principio, essa resposta estressora ¢ indispensavel ao individuo, desde que comecada e
terminada apropriadamente, uma vez que lhe garante motivacdo, adaptacdo e reagdo ao
ambiente (FANG et al., 2019). No entanto, sob condi¢do de estresse cronico, ocorre uma
liberacao sustentada de cortisol, prejudicando esse controle por feedback negativo. Essa
ativacdo excessiva do eixo HHA ¢ prejudicial, causando efeito deletério em varias fungdes
cerebrais, como plasticidade neuronal, neurogénese e avaliacdo emocional de acontecimentos
(TEICHER; ANDERSON; POLCARI, 2012).

Em concordancia com isso, pesquisas apontam relagdo entre estresse excessivo €
aumento do risco de desenvolver problemas de ansiedade (JEON; KIM, 2018; LUCASSEN et
al., 2014) e depressaio (MOTHERSILL; DONOHOE, 2016; RICHTER-LEVIN; XU, 2018;
TAFET; NEMEROFF, 2016).

Além disso, a comunidade cientifica encontrou que uma grande producao de cortisol
induzida pelo estresse cronico causa redugao da neurotransmissao de monoaminas (Dopamina,
Noradrenalina e Serotonina) (VAN PRAAG; KLOET; VAN OS FRONTMATTER, 2004;
YANG et al., 2015). Outros estudos também encontraram que pessoas sujeitas a estresse
cronico, como estresse no ambiente de trabalho ou bullying durante adolescéncia, apresentaram
risco aumentado de desenvolver desordens mentais, como ansiedade e depressao (PITNEY;

WEUVE; MAZEROLLE, 2016; WILLIAMS et al., 2017).

3.2.3 Inflamacgdo

Ahipotese inflamatoria na fisiopatologia do transtorno depressivo sugere que existe uma
relacdo entre o sistema imune, a nivel periférico, com as alteragdes cerebrais encontradas na
depressao. (PITSILLOU et al., 2020). Uma grande estimulagao das células que fazem parte do
sistema imune, como macroéfagos, monocitos e microglia, impactaria a estrutura e as fungdes
cerebrais (RAISON; CAPURON; MILLER, 2006; STUART; BAUNE, 2014). Com a
estimulacdo dessas células, ha a liberagdo de citocinas a nivel periférico. Conforme Peirce e
Alvifia (2019), essas citocinas produzidas perifericamente podem chegar ao SNC de diferentes
formas (FIGURA 4):

a) elas podem enviar sinais ao SNC por meio dos nervos aferentes;

b) as citocinas atravessam as partes permeaveis da Barreira Hemato - Encefélica (BHE)

e estimulam astrocitos e microglia, que sao células do sistema imune residentes no SNC;
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c) elas ativam outras células do sistema imune, que por sua vez migram para a regiao

cerebral.

Figura 4 — Esquema simplificado das diferentes formas que citocinas

periféricas atingem o SNC

Sangue I

Cérebro

Mondcito

Fonte: Adaptado e traduzido de Pitsillou et al. (2020).
Abreviagoes: IL-6: Interleucina 6. PGE1: Prostaglandina E1. TNF-a: Fator de Necrose Tumoral alfa.

Esses mecanismos podem desencadear um processo inflamatério no SNC, que ¢
conhecido como Neuroinflamagdo (PEIRCE; ALVINA, 2019). Apds o inicio do processo
inflamatorio no SNC, a microglia ativada causa toxicidade neural por meio da liberacdo de
espécies reativas de Oxigénio e de Nitrogénio, acarretando danos as células epiteliais cerebrais
e comprometendo a integridade da BHE (KACIMI; GIFFARD; YENARI, 2011). Além disso, a
micrdglia ativada pode produzir mais citocinas pro-inflamatorias.

A principio, as citocinas produzidas pela microglia seriam responsaveis por regular
algumas fung¢des no SNC, no entanto, o excesso ou a inflamagdo prolongada pode desregular
esse sistema. Essa desregulagdo causa problemas na sintese, na recaptagdo e na liberagdo de
neurotransmissores no SNC (BIDIRECTIONAL) (MILLER; RAISON, 2016). De fato,
Setiawan et al. (2015), por meio de amostras cerebrais post mortem de pacientes depressivos,
evidenciaram os processos de ativagdo microglial e de neuroinflamacao.

Outros dados na comunidade cientifica fortalecem o papel da inflamagao no transtorno

depressivo. Por exemplo, estudo de Ng et al. (2018), que consistiu em uma meta-analise para
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verificar os niveis periféricos de marcadores pré-inflamatorios, como Interleucina 1 beta (IL-
1B), Interleucina 6 (IL-6), Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) e Proteina C-Reativa (PRC)
em 2609 pacientes idosos com depressao e encontraram niveis elevados de IL-1B e de IL-6,
porém sem diferenca no nivel de TNF-a, quando comparado ao controle saudavel.

Além desse, o estudo meta-analise de Colasanto, Madigan e Korczak (2020) investigou
a associacao de depressao com inflamagao em criangas e adolescentes. No total, foram incluidos
20 estudos (20,791 participantes) com idade inferior a 18 anos. Nele, os pesquisadores
encontraram associagdo entre atual quadro clinico de transtorno depressivo, niveis de PRC e
IL-6. Os dados ainda revelam que depressdo ¢ um preditor dos niveis de IL-6, além de que,
reciprocamente, inflamacao, medida por Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction

(RT — PCR) ou por IL-6, ¢ um preditor para futuro transtorno depressivo.

3.2.4 Microbiota Gastrointestinal

A microbiota gastrointestinal (MGI) € um conjunto de microrganismos, principalmente
bactérias, que vivem no trato gastrointestinal (TGI) de um ser humano e que, em quantidade,
supera as células humanas (BACKHED et al., 2005). A MGI interage com o SNC por meio do
eixo Cérebro - Intestino (CI), que ¢ uma via dupla de comunicagao entre o SNC e o sistema
entérico. Dessa forma, os microrganismos no TGI conseguem influenciar as atividades
cerebrais (ROGERS et al., 2016).

Uma grande variedade de phylos convivem no TGI humano e compdem a microbiota
gastrointestinal. Aproximadamente 70% dessa MGI ¢ formada pelo phylo Firmicutes e pelo
phylo Bacteroides (Human Microbiome), enquanto os phylos Proteobacteria, Actinobacteria,
Fusobacteria e Verrucomicrobia representam uma porcentagem menor (RAMAN et al., 2005).
Com o desenvolvimento de técnicas moleculares e metagendmicas, pesquisas com animais €
com humanos encontraram forte associacao entre a composicao do microbioma intestinal € o
desenvolvimento de transtornos mentais, como depressao (AIZAWA et al., 2016; CHEN et al.,
2018; INSERRA et al., 2019; SONG et al., 2019; ZHENG et al., 2016), Doenga de Alzheimer
(COXetal.,2019; HARAN et al.,2019; LEBLHUBER et al., 2018; Ll et al., 2019; NGUYEN
et al., 2018) e ansiedade (JIANG et al., 2018).

Por exemplo, o estudo de Jiang ez al. (2015) comparou a composi¢ao da microbiota fecal
de pacientes com transtorno depressivo com pacientes saudaveis. Com isso, os pesquisadores
encontraram aumento dos phylos Bacteroidetes, Proteobacteria e Actinobacteria, porém

Firmicutes diminuido, nos pacientes depressivos. Além disso, a nivel de género, os pacientes
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depressivos apresentaram elevados Enterobacteriaceae e Allistipes, porém diminuido
Faecalibacterium, o qual foi associado de maneira inversa com a gravidade da depressao.

Ja no estudo de Rong et al. (2019), a abundancia relativa dos phylos Firmicutes e
Actinobacteria estava aumentada, enquanto a do phylo Bacteroidetes estava diminuida nos
pacientes depressivos e com Transtorno Bipolar com atual episodio depressivo. A nivel de
género, eles encontraram 4 géneros com abundancia aumentada, os quais eram Bacteroides,
Clostridium, Bifdobacterium, Oscillibacter e Streptococcus em comparacdo ao controle
saudavel. Em concordancia com isso, outro estudo encontrou os phylo Asctinobacteria e
Firmicutes aumentados nos pacientes depressivos (CHUNG et al., 2019).

A MGI pode se comunicar com o sistema imune, que ¢ outro componente envolvido na
fisiopatologia da depressdao. De fato, um estudo coorte fornece evidéncias de que os
microrganismos no TGI influenciam a resposta das citocinas no ser humano (SCHIRMER et
al., 2016). Também ja foi encontrada a relacdo da microbiota com o eixo HHA. Por exemplo,
Song et al. (2019) induziram comportamento tipo depressivo em ratos Wistar pela
administracdo de ACTH, o hormoénio que estimula liberagdo de corticosterona, e avaliaram a
MGI ao final do experimento. Os pesquisadores encontraram que o grupo de animais que
receberam ACTH apresentaram abundancia aumentada dos phylos Firmicutes e Proteobacteria,
em comparac¢do ao grupo controle. No entanto, foi observada uma diminui¢do na diversidade
da MGI no grupo ACTH, em comparagdo ao grupo controle.

Peirce e Alvina (2019) propdem um mecanismo pelo qual a MGI, o estresse e a
inflamagdo poderiam desencadear depressdo. Nesse estudo, os pesquisadores propdem que a
resposta estressora leva a um aumento na permeabilidade intestinal, onde se encontram os
microrganismos que formam a MGI, para aumentar a captacdo de dgua e de sddio disponiveis.
Assim, endotoxinas que estao nesse local podem entrar para a circulagdo por causa do aumento
dessa permeabilidade e desencadear uma resposta imune periférica. Esse processo ¢ conhecido
como endotoxemia. Dessa forma, a inflamag¢do periférica levaria a uma posterior inflamagao

central, pelos mecanismos ja citados (FIGURA 4), gerando uma neuroinflamacao.

3.3 Omeprazol

O Omeprazol ¢ um Inibidor da Bomba de Prétons (IBP) aprovado para uso clinico pela
Food and Drug Administration (FDA) em 1989, sendo o primeiro farmaco dessa classe a ser
aprovado. Ele ¢ indicado para tratar desordens relacionadas a acidez géstrica, como doenga do

refluxo gastroesofagico, tlceras pépticas e para erradicagdo de Helicobacter pylori quando
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combinado com antibioticos: (STRAND; KIM; PEURA, 2017). A dose indicada de Omeprazol
varia de 10 — 60 mg, a depender da patologia em questdo. O tempo de administracdo varia de 1
— 8 semanas em fungao da patologia, como por exemplo, para o tratamento da doenga do refluxo
gastroesofagico sintomatico, sdo indicados 20 mg por 4 semanas, porém, para tratamento de
ulceras pépticas, sdo indicados 40 mg por 4 - 8 semanas. (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2016; JOHNSON et al., 2017; MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

O pH estomacal ¢ regulado principalmente pela secre¢ao de acido cloridrico (HCI) no
estobmago. Essa secrecdo, por sua vez, ¢ regulada majoritariamente pelo sistema enzimatico
H'/K* - ATPase expressa pelas células parietais estomacais. O Omeprazol, assim como 0s
outros IBPs, diminuem a secre¢do de 4acido gastrico por meio da inibi¢do do sistema enzimatico
H'/K" - ATPase de uma célula parietal do estdmago (FIGURA 5) (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2016).

Figura 5 — Mecanismo de agdo simplificado de um Inibidor da Bomba
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Fonte: Adaptado de Coelho (2021).

Os IBPs, de forma geral, possuem estrutura quimica comum, com anéis
benzimidazdlicos e piridinicos, variando nos substituintes desses anéis. Esses compostos sao
pré - farmacos, que precisam ser protonado para se transformarem na forma ativa e para que
exercam seus efeitos na inibicdo da secre¢do gastrica. Isso acontece da seguinte forma: Apos

absor¢do no intestino delgado, os IBPs se acumulam nos canaliculos secretorios da H/K" -
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ATPase presente na bomba de protons. Nesses canaliculos, os IBPs sdo protonados, gerando
sulfenamidas cationicas ou acidos sulfénicos. Esses compostos tiofilicos gerados sdo as formas
ativas dos IBPs, que se ligam covalentemente aos grupos sulfidrila (-SH) das cisteinas presentes

nas H/K" - ATPase, inibindo a secre¢do acida (FIGURA 6) (SHIN; KIM, 2013).

Figura 6 — Estrutura geral de um Inibidor da Bomba de Prétons e seu

mecanismo de ativagao
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Fonte: Adaptado de Rojo ef al. (2009).

Bz-Py representa a estrutura geral de um IBP, sendo Bz o anel Benzimidazol e Py o
anel Piridina, nessa ordem. R1, R2, R3 e R4 representam os diferentes grupos
substituintes na estrutura geral, que variam dependendo do IBP em questdo. O topo
da imagem mostra a protonagdo do anel Piridina (Bz-PyH"). J4 a segunda linha de
estruturas representa a posterior protonag¢do do anel benzimidazol (BzH'-PyH").
Essa forma bi-protonada estd em equilibrio quimico com a forma Benzimidazol
protonado e Piridina ndo protonada (BzH'-Py). Em colchetes, tem-se que a O
benzimidazol protonado reage com a Piridina ndo protonada dentro da propria
molécula, ocasionando a formagdo permanente do acido sulfénico, o qual, em
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soluc@o aquosa, torna-se sulfenamida. Esses compostos tiofilicos que reagem com
as cisteinas da ATPase.

Aproximadamente 70% das ATPases nas bombas de prétons sdo inibidas, sendo que sdo
necessarios por volta de trés dias para que seja atingido um equilibrio estacionario da inibi¢ao
de acido gastrico. Além disso, como a ligacdo do IBP a enzima ¢é covalente, ¢ necessaria a
sintese de novas ATPases para que a atividade da enzima seja restaurada. Em 24h,
aproximadamente 20% de novas bombas sdo geradas. Ademais, o sitio de ligagdo na enzima
varia dependendo do IBP em questdo, porém, no geral, todos os IBPs reagem com a cisteina
813 na configuragdo ativa E2 da enzima H/K"- ATPase. (ROJO et al., 2009 (SHIN; KIM, 2013).

Outro ponto que merece destaque ¢ que a enzima H'/K'- ATPase ndo ser expressa
apenas nas células parietais do estdbmago. De fato, em humanos, um dos genes responsaveis por
codificar H/K*- ATPase, ATP1AL2A/ATP1ALI, é expresso no cérebro, colon e na placenta,
ao passo que o outro gene (ATP4A) ¢ expresso apenas nas células gastricas, sendo ja relatado
atividade da H'/K*- ATPase no cérebro (DRIEL; CALLAGHAN, 1995; MODYANOV et al.,
1991).

As bombas de protons possuem varias fungdes fisioldgicas nos neurdénios. Por exemplo,
as ATPases das bombas de protons criam um gradiente de protons necessario para o
empacotamento dos neurotransmissores nas vesiculas sindpticas, além de estarem relacionadas
com os processos de endocitose e de exocitose nos nervos terminais (BUBLITZ et al., 2010;
DRIEL; CALLAGHAN, 1995). Somado a isso, em estudo envolvendo ratos, foi constatado que
o Omeprazol pode atravessar a BHE, no qual 15% de uma Unica administragao intravenosa de
Omeprazol 10 mg/kg foi capaz de atingir o Sistema Nervoso Central (SNC) de ratos (CHENG
et al., 2002). Além disso, o Lasonprazol, um outro ativo da classe IBP, também atravessou a
BHE em estudos de farmacocinética in vitro e in vivo (ROJO et al., 2010).

A maioria dos efeitos adversos acontecem durante o uso cronico de IBPs, no entanto,
o uso agudo também pode levar ao aparecimento desses efeitos. Tais efeitos podem surgir por
mecanismos associados a inibi¢cdo da secre¢do gastrica, que ¢ mais comum durante uso cronico.
No entanto, eles podem surgir sem ser devido a inibigao da secre¢ao gastrica, sendo comum no

uso agudo (TABELA 1)(KINOSHITA; ISHIMURA; ISHIHARA, 2018).
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Tabela 1 — Alguns efeitos adversos oriundos do uso de IBPs

Efeitos adversos dos IBPs
Nio relacionados a inibicao acida _
Colite colagenosa Pneumonia
Nefrite intestinal aguda Infecgdo gastrointestinal
Doenga renal cronica Tumor carcinoide géstrico
Doenga isquémica cerebral Fraturas dsseas
Doengas cardiacas isquémicas Hipomagnesemia

Fonte: Traduzido e adaptado de Kinoshita, Ishimura e Ishiara (2018).

3.4 Efeitos do Omeprazol no Sistema Nervoso Central

Os IBPs podem ainda exercer efeitos relacionados ao SNC, como dores de cabeca
(LIANG et al., 2015; MARTIN et al., 2000) vertigem/tontura (CHIMIRRI et al., 2013),
diplopia, sonoléncia, nervosismo, tremores ¢ deméncia (ORTIZ-GUERRERO et al., 2018). No
que diz respeito a deméncia, os dados disponiveis na literatura sdo controversos. De fato, alguns
estudos apontam maior risco de desenvolver deméncia ou Doenca de Alzheimer (DA) em
idosos usuarios cronicos de IBPs (GOMM et al., 2016; HAENISCH et al., 2015b; TAI et al.,
2017). No entanto, outro estudo ndo encontrou a associa¢ao de uso do IBPs e o maior risco de
desenvolver deméncia ou AD (GOLDSTEIN et al., 2017).

Deméncia ¢ uma sindrome com um amplo espectro de disfungdes cognitivas, que
conduz a deterioragdo cronica de atividades sociais e ocupacionais. Existem diferentes tipos de
deméncia, porém DA ¢ considerada a mais prevalente, equivalendo a 50-70% dos casos de
deméncia (QUERFURTH; LAFERLA, 2010). Os hallmarks de DA que explicam a sua
patogénese sdo deposicdo extracelular de placas B-amiloide (A), formacao de emaranhados
neurofibrilares devido a hiperfosforilagdo da proteina tau e perda progressiva de neurénios que
causam neurodegeneracdo (AISEN et al., 2017), e por fim, a teoria mais aceita para explicar o
surgimento de DA afirma que existe um problema na regulagdo de placas Ap (SELKOE;
HARDY, 2016).

Essas placas sdo produzidas pela clivagem da Proteina Precursora Amiloide (PPA) pelas
enzimas B-secretase e y-secretase (YOUNKIN, 1998). Badiola et al. (2013) demonstraram por
meio de modelos com animais e com células, que o Lansoprazol aumenta a produgdo de placas
AB. Diante disso, os autores sugeriram que o IBP atuasse como um modulador inverso da y-

secretase, causando uma alteracdo no sitio de clivagem da y-secretase. Essa mudanca
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aumentaria os niveis de AP42 e diminuiria os niveis de AB38. Outra sugestdo dos pesquisadores
foi que os IBPs aumentariam a atividade da B-secretase, com isso aumentando a producao de
APB37 e de AB40.

Ademais, foi encontrado que os IBPs podem dificultar a degradagdo das fibrilas de A,
uma vez que eles inibem a bomba de protons vacuolar. Essa bomba ¢ responséavel por deixar
torna o limen dos lisossomos presentes na micrdglia acido, sendo o ambiente acido o
responsavel pela degradagdo das fibrilas de Ap (FALLAHZADEH; BORHANI MAGHIGHI;
NAMAZI, 2010; NAMAZI; JOWKAR, 2008). Uma vez que os IBPs podem atravessar a BHE
(CHENG et al., 2002; ROJO et al., 2010) eles podem atuar nas V - ATPases e diminuir a
degradacao e o clearence de placas A (NAMAZI; JOWKAR, 2008).

Existe ainda relagdo do uso de IBP com a depressao. Um estudo coorte prospectivo
destinado a avaliar a associacao entre uso de IBP e a deméncia em idosos com idade de 75 anos
ou mais acidentalmente encontrou alta prevaléncia de uso de IBPs nos participantes
diagnosticados com depressao (GOMM et al., 2016). Corroborando com isso, outro estudo feito
por Laudisio et al. (2017) avaliou a associagdo entre o uso de IBP e a presenga de sintomas
depressivos em uma populagdo de idosos com idade de 75 anos ou mais. Nesse estudo, os
pesquisadores avaliaram o humor dos 344 participantes idosos por meio da Escala de depressao
Geriatrica (GDS). Com isso, eles encontraram que o uso de IBP foi associado a uma pontuagao
elevada na escala GDS e a uma probabilidade aumentada de desenvolver depressao. Além disso,
Laudisio et al. (2017) sugerem uma avaliacdo rotineira do humor de idosos que usam IBPs.
Outra pesquisa também encontrou associagao entre o uso de IBP e o aumento das chances de
desenvolver depressao (HUANG et al., 2018). Essa ultima pesquisa ressalta a relagdo entre
depressdo e microbiota gastrointestinal (MGI), em que uma desregulacdo do eixo Cérebro-
Intestino (CI) se relacionaria com a patofisiologia da depressdao (RIEDER et al., 2017).

No entanto, os dados disponiveis na literatura sdo controversos. No estudo de Petzer A,
Pienar e Petzer J. (2013) os pesquisadores constaram que IBPs inibem as enzimas Monoxidases
A (MAO-A) e B (MAO-B), por meio de uma ligagdo competitiva e reversivel. Dessa forma, o
OME teria um efeito benéfico no tratamento da depressdao, uma vez que os inibidores seletivos
de MAO-A aumentam os niveis dos neurotransmissores serotonina (5-HT), noradrenalina (NA)
e Dopamina (DOPA) no SNC (YAMADA; YASUHARA, 2004).

Além dessa pesquisa, estudo feito por Betari et al., 2020 encontrou que Omeprazol e
seus analogos, Esomeprazol, Tenatoprazol, Rabeprazol, Pantoprazol, (R)-Lansoprazol e
Laprazol inibem a MAO-A, embora com diferentes poténcias inibitorias. No mesmo estudo, ao

realizar High-Trhoughtput screening, os pesquisadores encontraram que o OME seria um
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inibidor da enzima Triptofano Hidroxilase 1 (TPH1), que é uma enzima que catalisa a sintese
de (5-HT) sugerindo que os efeitos do OME seria de diminuir os niveis de 5-HT, e ndo de
aumenta-los. A fim de investigar esses efeitos paradoxais, os pesquisadores administraram
OME 100 mg/kg a camundongos CD-1 por 4 dias, em seguida determinaram a concentragdo de
5-HT no cérebro e no soro por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. Com isso,
encontraram aumento dos niveis de 5-HT no soro e no cérebro, sugerindo que o OME atua ao
mesmo tempo na MAO-A e na TPHI, porém o efeito do OME na MAO-A se sobrepde ao efeito
do OME na TPHI1.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Investigar a relacdo da administra¢do cronica de Omeprazol com comportamento tipo

depressivo em camundongos C57BL/6.

4.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos do Omeprazol em camundongos submetidos a administracao cronica
(28 dias), com dose equivalente aquela usada na pratica clinica para tratar ulceras pépticas (40
mg/dia), em testes comportamentais, a fim de verificar:
e atividade locomotora, no Teste do Campo Aberto;
e desempenho motor/atividade locomotora no Teste Rotarod;
e comportamento do tipo depressivo no Teste do Nado Forgado;

e comportamento tipo ansioso no Teste do Labirinto em Cruz Elevado ou Plus Maze.
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5 METODOLOGIA

5.1 Animais

No presente trabalho, foram utilizados camundongos machos C56BL/6, oriundos do
Biotério do Departamento de Farmacologia e Fisiologia da Universidade Federal do Ceara
(UFC), com peso dentre 20-30g ¢ com idade dentre 6-9 semanas foram submetidos a
administragdo cronica de Omeprazol. Eles foram mantidos sob temperatura controlada (22 +
1°C) e sob ciclo claro/escuro com alternancia de 12h. Os animais possuiram acesso livre a agua
e ao alimento.

Os experimentos envolvendo manipulagdo de animais foram realizados conforme as boas
praticas de pesquisa em animais. Essa pesquisa foi submetida a0 Comité de Etica de Uso de
Animais (CEUA) da UFC antes de sua realizagdo, sendo aprovada e possuindo nimero de

registro: 197785/2018.

5.2 Farmaco e veiculo

A principio, foi escolhida a dose de omeprazol usada na pratica clinica para o tratamento
de ulceras gastricas, sendo 40 mg/dia (JOHNSON et al., 2017). Como essa dose ¢ utilizada em
humanos e ndo se deve apenas usar o peso do animal para a translocagdo de dose, foi realizado
um calculo de conversdo de dose entre espécies, conforme a equagdo 1 abaixo, que leva em
consideragdo a area de superficie corporal, para saber a dose equivalente em camundongos
(REAGAN - SHAW; NIHAL; AHMAD, 2008). Para isso, dividiu-se o fator Km de humanos
pelo fator Km de camundongo. O fator Km ¢ uma constante que relaciona o peso da espécie
animal em questdo com a sua respectiva area de superficie corporal. Apds a divisao dos fatores
Km, o resultado foi multiplicado pela quantidade de omeprazol administrada em um dia,

considerando um adulto com 60 kg (FIGURA 7) (FOOD AND DRUG, 2006).

Figura 7 — Célculo com a translocacdo de dose utilizada em
humanos (40 mg/ dia) para a dose equivalente em

camundongos
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Km(Human) _ 40mg «dia”
Km(Animal)  60kg

x¥:8,22mg\kg

O veiculo (Bicarbonato de Sédio 8,4%) utilizado na manipulacdo de omeprazol foi
escolhido conforme o protocolo de adaptacdo da forma farmacéutica capsula para a forma
farmacéutica liquida. O Bicarbonato de Sodio foi empregado para proteger o Omeprazol,
disperso na preparagdo liquida, do pH 4acido estomacal, permitindo que ele chegue ao intestino
delgado e que seja posteriormente absorvido para exercer sua a¢do da inibicao da secre¢do acida
estomacal. (QUERCIA et al., 1997).

A via de administra¢dao da droga e do veiculo foi oral, por meio de gavagem. O grupo
teste (OME) recebeu 8mg/kg de omeprazol, ao passo que o grupo Controle recebeu apenas

veiculo (Bicarbonato de Sodio 8,4%).
5.3 Delineamento experimental

Os camundongos C57BL/6 foram divididos em dois grupos principais: Grupo OME,
que recebeu por gavagem via oral, Omeprazol 8 mg/kg; e Grupo Controle, que recebeu
veiculo Bicarbonato de Sédio 8,4%. No total, foram empregados 2 grupos (OME e CONT),
em que cada um possuia 8-10 animais. A administragdo do OME ou do veiculo foi feita
durante 28 dias. Apos 24h do tltimo dia de administracdo, os testes comportamentais foram
realizados. Esses testes foram: Campo Aberto, Rotarod, Nado For¢ado e Labirinto em Cruz

Elevado (Plus Maze) (FIGURA 8).

Figura 8 — Esquema simplificado do Delineamento Experimental
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PRIMEIRO DIA ULTIMO DIA TESTES
DE TRATAMENTO DE TRATAMENTO COMPORTAMENTAIS
(1" D14) (28°DIA) (29 DIy
| (28 DIAS DE TRATAMENTO) ‘ (24H DEPOIS) |
GRUPOS
-1 Grupo Controle
-1 Grupo Omeprazol I*: Campo Aberto

(N: 8-10 animais/grupo)

2% Plus Maze
t |

¥ Nado Forcado

GRUPOS
-1 Grupo Controle
- 1 Grupo Omeprazol Rotarod.
(N: 8-10- animais/grupo)

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

5.4 Avaliacio Comportamental

5.4.1 Teste do Campo Aberto

O Campo Aberto (CA) foi aplicado para avaliar a atividade exploratoria do animal
durante 5 minutos, ap6s um periodo de adaptacdo de 1 minuto (ARCHER, 1973). Para isso,
os animais foram colocados dentro de um aparato de acrilico (30x30x15cm), possuindo
paredes transparentes e piso fosco dividido em 9 quadrantes iguais (FIGURA 9). Além disso,
foram avaliados os seguintes parametros:

a) numero de Crossings ou cruzamentos (Quantidade de vezes que o animal passa as
quatro patas na linha do quadrante);

b) nimero de Rearings ou levantamentos verticais;

¢) numero de Groomings (Quantidade de vezes que o animal exerce comportamento de
autolimpeza).

O teste foi realizado em sala especifica cujo ruido ambiental estivesse atenuado e cuja

iluminac¢ao fosse vermelha de baixa intensidade.

Figura 9 — Esquema simplificado da realiza¢do do Teste do Campo Aberto



35

'd-""_"'h‘

1 Minuto em
adaptagdo j

:
. : /
LY 1
% ]
% i
. . 'N" de Rearings;
LY 1 r
p > Ml_nutmos em :
’ avaliacdo de: . \\
; :
# 1
N :
i
:
L]

N° de Crossings;

N° de Groomings.

9

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

5.4.2 Teste do Rotarod

O Rotarod (Ugo Basile, Versile, Italy) ¢ um aparato que possui um grande eixo
horizontal, sobre o qual o animal ¢ colocado. Esse eixo se mantém girando com frequéncia
especifica, sendo ajustavel a critério do operador, e possui divisdrias para colocar os animais
separadamente. O aparato foi utilizado para avaliar o desempenho motor/atividade
locomotora do animal. Para isso, os animais, apoiando-se em suas quatro patas, foram
colocados sobre o eixo horizontal do aparato, sob frequéncia de 12 rpm (FIGURA 10). Os
parametros avaliados foram o nimero de quedas e o tempo de permanéncia no eixo (Tempo

de Laténcia), durante 1 minuto de teste (DUNHAM; MIYA, 1957).

Figura 10 — Esquema simplificado da realizagdo do teste Rotarod

1 Minuto em : Numero SE Quedas
. avaliagdo de: '

Tempo de Laténcia

| S
! - -

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

5.4.3 Teste do Nado Forcado
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Os animais foram colocados um por um em um cilindro de acrilico (altura: 35 cm;
diametro: 24 cm) completado aproximadamente em 2/3 com agua. Imobilidade foi definida
como auséncia total de movimento, excluindo aqueles necessarios para manter a cabeca do
animal acima da dgua. Além disso, o comportamento de escalada (Climbing) foi definido como
0 momento em que o animal tentar escalar a parede do cilindro. Nesse teste, o Tempo total de
Imobilidade (Tempo de Imobilidade) e o Tempo total de Climbing foram analisados durante 5

minutos, apos 1 minuto de adapta¢do (FIGURA 11) (PORSOLT et al., 1978).

Figura 11 — Esquema simplificado da realiza¢cdo do Teste do Nado For¢ado
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|

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

5.4.4 Teste do labirinto em Cruz Elevado

O Labirinto em Cruz Elevado consiste em dois bragos opostos abertos (35 x 5 x 25 cm)
e dois bragos opostos fechados (35 x 5 x 25 ¢cm), como se fosse uma cruz. Os bracos fechados,
as suas paredes laterais, sdo de acrilico transparente, enquanto o chao ¢ feito de acrilico preto.
O aparato completo fica a 45 cm acima do solo. Ele possui uma plataforma central (5 x 5 cm)
que garante a comunicacdo entre os 4 bracos (FIGURA 12). Nela, os camundongos sdo
colocados gentilmente, com as suas cabecas apontadas para um dos bragos fechados. O Numero
de Entradas nos Bracos Abertos (NEBA), Numero de Entradas nos Bragos Fechados (NEBF),
Tempo de Permanéncia nos Bragos Abertos (TPBA) e o Tempo de Permanéncia nos Bragos

Fechados (TPBF) foram os parametros registrados durante 5 minutos (LISTER, 1987).

Figura 12 — Esquema simplificado da realizagdo do teste do Labirinto em Cruz Elevado
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Fonte: elaborado pelo proprio autor.

A partir desses valores, foram calculadas as porcentagens para os parametros
relacionados com os bragos abertos (NEBA e TPBA) de cada animal segundo férmulas da

Tabela 2. A partir dessas porcentagens, foi realizada a anélise estatistica. (LISTER, 1987).

Tabela 2 — Formulas empregadas para calculo do NEBA e TPBA, em porcentagem (%)
Calculo do NEBA (%) e TPBA (%)

NEBA (%)
NEBA (94 — _NEPA X 100% rpBA (o) — L PEAX 100%
*’ ~ (NEBA + NEBF) * ~ (TPBA + TPBF)

Fonte: Adaptado de Rebougas (2019).
Abreviagoes: NEBA: Numero de Entradas nos Bragos Abertos. TPBA: Tempo de Permanéncia nos Bragos Abertos.
NEBF: Numero de Entradas nos Bragos Fechados. TPBF: Tempo de Permanéncia nos Bragos Fechados. %: Em

porcentagem.

5.5 Analise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada por meio do software GraphPad Prism versao
8.0.1 para Windows (GraphPad Software®, San Diego Califérnia EUA). Os resultados foram
submetidos ao teste de Shapiro-Wilk, a fim de verificar se eles seguiam, ou ndo, uma
distribuicdo paramétrica

Em seguida, para os dados que seguiam uma distribuicdo paramétrica, foi realizado o

unpaired t test com Welch’s correction. Para os dados que ndo seguiam uma distribui¢ao
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paramétrica, foi realizado o Mann-Whitney test, comparando duas variaveis. As diferengas
foram consideradas estatisticamente significativas quando o valor de p < 0,05. Ademais, os

dados foram plotados em graficos como Média = Erro Padrao da Média (EPM).
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6 RESULTADOS

6.1 Avaliacado Comportamental

6.1.1 Efeitos do Omeprazol no Teste do Campo Aberto

Na avaliagdo do parametro numero de Crossings, foi encontrada uma diferenca
significativa entre os grupos Controle e OME (Controle: 63, 11 + 5,13; OME: 40,69 + 5,01; p
=0,0041) em que o grupo OME teve um niimero reduzido. Na avaliacdo dos parametros nimero
de Rearings e numero de Groomings, nao foram encontradas diferengas significativas entre os
grupos Controle e OME (Controle: 2,33 £+ 0,52; OME: 3,92 + 0,90; p = 0,1445) e (Controle:
1,88 £0,22; OME: 1,54 £ 0,29; p = 0,3668), respectivamente. Os resultados estdo ilustrados no
Gréfico 1.

Grifico 1 — Efeito da administragao cronica de Omeprazol (8 mg/kg)

no teste do Campo Aberto
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Fonte: Elaborados pelo proprio autor.

Numero de Crossings (A), Rearings (B) e Numero de Groomings no teste do Campo
Aberto dos animais tratados com Omeprazol (8mg/kg) ou com veiculo Bicarbonato
de Sodio 8,4% durante 28 dias (N= 8-10 animais\grupo). O teste foi feito 24h apds
ultimo dia de administragdo. Grupo OME apresentou numero de crossings reduzido
em comparagdo ao grupo Controle (p = 0,0041). Foi usado unpaired t test com Welch s
correction para analise estatistica. Os dados estdo plotados como Média & Erro Padrdo
da Média (E.P.M). Abreviacdes: Controle: Grupo tratado com veiculo Bicarbonato de
Sodio 8,4%; OME: Grupo tratado com Omeprazol (8mg\kg); **: p < 0,01.

6.1.2 Efeitos do Omeprazol no Teste do Rotarod

Nesse teste comportamental, ndo foram encontradas diferengas significativas no
parametro nimero de quedas (Controle: 0,30 + 0,153; OME: 0,20 = 0,133; p = 0,6506),
tampouco no pardmetro Tempo de Laténcia, em segundos (s), (Controle:55,10 + 2,854; OME:
50,10 £ 6,611; p = 0,8815). Os resultados estdo ilustrados no Grafico 2.

Grafico 2 — Efeito da administracdo cronica de Omeprazol (8 mg/kg)

no teste do Rotarod
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Fonte: Elaborados pelo proprio autor.

Numero de Quedas (A) e Tempo de Laténcia (B) no teste do Rotarod dos animais
tratados com Omeprazol (8 mg/kg) ou com veiculo Bicarbonato de Sodio 8,4%
durante 28 dias (N= 8-10 animais\grupo). O teste foi feito 24h apds ultimo dia de
administracdo. Nao foram encontradas diferengas significativas entre os grupos. Foi
usado Mann-Whitney test para andlise estatistica. Os dados estdo plotados como
Meédia + Erro Padrao da Média (E.P.M). Abreviacdes: Controle: Grupo tratado com
veiculo Bicarbonato de Sédio 8,4%; OME: Grupo tratado com Omeprazol (8mg/kg).

6.1.3 Efeitos do Omeprazol no Teste do Nado Forgado

Nesse teste comportamental, foi encontrada diferenga significativa no parametro Tempo
de Imobilidade entre os grupos Controle e OME (Controle: 51,43 + 6,15; OME: 80,43 + 9,22;
p = 0,0249), em que o grupo OME apresentou Tempo de Imobilidade elevado. Em relagao ao
parametro Tempo de Climbing, ndo foram encontradas diferencas significativas entre os grupos
Controle e OME (Controle: 88,63 = 5,70; OME: 71,50 £ 9,39; p = 0,3809). Os resultados estao

ilustrados no Grafico 3.
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Grifico 3 — Efeito da administracdo cronica de Omeprazol (8 mg/kg)

no teste do Nado Forgado
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Fonte: Elaborados pelo proprio autor.

Tempo de Imobilidae (A) e Tempo de Climbing (B) no teste do Nado Forcado dos
animais tratados com Omeprazol (8 mg/kg) ou com veiculo Bicarbonato de Sodio 8,4%
durante 28 dias (N= 8-10 animais/grupo). O teste foi feito apos 24h do ultimo dia de
administragdo. O grupo OME apresentou Tempo de Imobilidade elevado em
comparagdo ao grupo Controle (p = 0,0249). Foi usado unpaired t test com Welch's
corection para andlise estatistica. Os dados estdo plotados como Média + Erro Padrao
da Média (E.P.M). Abreviacdes: Controle: Grupo tratado com veiculo Bicarbonato de
Sédio 8,4%; OME: Grupo tratado com Omeprazol (8 mg/kg); *: p<0,05.

6.1.4 Efeitos do Omeprazol no Teste do Labirinto em Cruz elevado

Nesse teste comportamental, entre os grupos Controle e OME, ndo foram encontradas
diferencas significativas no parametro NEBA (%) (Controle: 7,37 + 1,94; OME: 8,12 £ 0,79; p
=0,0706), tampouco no parametro TPBA (%) (Controle: 3,61 = 0,61; OME: 3,82 + 0,99; p =

0,8627). Os resultados estao ilustrados no Grafico 4.

Grafico 4 — Efeito da administracdo cronica de Omeprazol (8 mg/kg)

no teste do Labirinto em Cruz Elevado
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Fonte: Elaborados pelo proprio autor.

NEBA em % (A) e TPBA em % (B) no teste do Labirinto em Cruz elevado dos animais
tratados com Omeprazol (8 mg/kg) ou com veiculo Bicarbonato de Sodio 8,4%
durante 28 dias (N= 8-10 animais/grupo). O teste foi feito 24h apods o ultimo dia de
administragdo. Foi usado unpaired t test com Welchs correction para analise
estatistica. Os dados estdo plotados como Média + Erro Padrao da Média (E.P.M).
Abreviagoes: Controle: Grupo tratado com veiculo Bicarbonato de Sédio 8,4%; OME:
Grupo tratado com Omeprazol (8 mg/kg). NEBA: Numero de Entradas nos Bragos
Abertos. TPBA: Tempo de Permanéncia nos Bragos Abertos.
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7 DISCUSSAO

O presente trabalho objetivou investigar se a administragdo cronica de omeprazol induz
comportamento do tipo depressivo, além de haver ou ndo a presenca de fendtipo ansioso. Os
resultados do trabalho sugerem que a administracdo repetida de OME durante 28 dias induziu
comportamento tipo depressivo, porém sem a associacdo de um fendtipo ansioso, em
concordancia com algumas pesquisas na comunidade cientifica.

O Teste do Campo Aberto foi feito para verificar se a administragdo de OME causaria
mudangas na atividade locomotora do animal, com a possibilidade de aumenté-la (efeito
excitatorio) ou diminui-la (efeito inibitorio), que poderiam influenciar o Tempo de Imobilidade
no Teste do Nado Forgado, visto que o parametro analisado no Nado Forg¢ado ¢ a Imobilidade
do animal (SLATTERY; CRYAN, 2012). Para isso, sdo analisadas as variaveis Crossings,
Rearings e Groomings (ARCHER, 1973; WALSH; CUMMINS, 1976). No entanto, atividade
locomotora nao ¢ o Unico fator do qual se obtém informagdes, o teste também ¢ sensivel ao
estado emocional do animal.

No atual trabalho, ocorreu uma diminui¢do no niimero de Crossings do grupo OME,
sugerindo que houve uma diminui¢do na atividade locomotora ou uma alteragdo no estado
emocional. No estudo de Ali ef al. (2021), foi administrado Omeprazol 1,88 ou 3,76 mg/kg a
ratos durante 15 dias para investigar déficits cognitivos e ansiedade. Os pesquisadores também
encontraram redu¢do no niimero de Crossings, sendo que a reducao na dose de 3,76 mg/kg foi
maior que a redu¢do na dose de 1,88 mg/kg. Com isso, os autores sugeriram que essa
diminui¢do ocorre de maneira dependente da dose.

O Teste do Rotarod foi empregado para verificar se, de fato, a diminui¢ao do numero de
Crossings verificada no Campo Aberto pelo grupo OME corresponderia a algum prejuizo no
desempenho motor do animal. Para isso, foram avaliados o Numero de Quedas e o tempo que
o animal leva para cair do aparato (Tempo de Laténcia). Nesse estudo, os resultados sugerem
que a administragdo de OME nao afetou o desempenho motor dos animais. Resultado
semelhante foi encontrado no estudo de Sali et al. (2013), que empregou o mesmo teste em
modelo animal de distrofia muscular. No entanto, os pesquisadores administraram o IBP
Lansoprazol Smg/kg.

A quantidade total do numero de Crossings ¢ um dos principais indicadores
estabelecidos para avaliagdo do comportamento emocional no Teste do Campo Aberto (LISTER,
1990). A resposta de medo ou a ansiedade do animal colocado em um novo ambiente, que

devido ao desconhecimento do novo local passa a ser considerado potencialmente perigoso, €
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associada a diminuigdo de Crossings, principalmente nas areas centrais do aparato (GENTSCH;
LICHTSTEINER; FEER, 1987, HALL, 1941; SESTAKOVA et al., 2013) Ademais, a
diminui¢do do nimero de Crossings foi associada a um certo grau de depressao (CAREY;
DAMIANOPOULOS; DE PALMA, 2000; UZBAY et al., 2008). Dessa forma, sugere-se que a
reducdo do nimero de Crossings verificada no grupo OME ocorreu devido a alguma altera¢ao
emocional, ¢ ndo devido a algum prejuizo na atividade locomotora/desempenho motor do
animal.

O Teste do Nado Forgado foi feito para verificar se a administragao repetida de OME
levaria a um comportamento depressivo-simile. Esse teste se baseia na medida do retardo
psicomotor do animal, que € expresso como imobilidade. Assim, algum efeito antidepressivo
nos roedores se refere a uma diminuicdo na imobilidade (SESTAKOVA et al., 2013), de
maneira contraria, algum estimulo que aumente o tempo de imobilidade, como estresse cronico
(VALENTIM, 2020) ou administracdo de LPS (SILVA, 2020) ¢ considerado capaz de gerar
comportamento depressivo-simile. No presente trabalho, a administracao repetida de OME
gerou um comportamento tipo depressivo, que foi evidenciado pelo aumento no Tempo de
Imobilidade.

No estudo de Betari et al. (2020), o OME foi empregado para investigar efeitos
paradoxais dos IBPs no metabolismo de 5-HT. De acordo com os pesquisadores, o OME tem
capacidade de inibir a enzima MAO-A, gerando um efeito antidepressivo, e a enzima TPH-1,
acarretando um efeito depressivo. Diante dessa situacdo, eles administraram OME na dose de
100 mg/kg a camundongos CD-1 por 4 dias e realizaram o Teste da Suspensao da Cauda para
avaliar comportamento depressivo-simile, que também se baseia no principio da imobilidade
do animal. Diferentemente do encontrado no presente trabalho, Betari ez al. (2020) encontraram
uma diminui¢do no Tempo de Imobilidade pelo grupo tratado com OME, quando comparado
ao grupo controle. Dessa forma, os autores sugeriram que a inibi¢ao na enzima MAO-A supera
a inibicao na enzima TPH-1, predominando o efeito antidepressivo.

No atual estudo, foi empregada uma dose menor de OME, 8 mg/kg. Além do mais, o
tempo de tratamento foi maior (28 dias) e a espécie de animal envolvida também foi diferente.
Diante disso, € possivel que em doses menores, o efeito do OME no metabolismo de 5-HT seja
o de inibir a enzima TPH-1, gerando um efeito depressivo. Ele passaria a atuar na MAO-A em
doses maiores, quando os sitios de ligacdo a TPH-1 ja estivessem saturados. Assim, com a
producdo (TPH-1) e a degradacdo (MAO-A) sendo inibidas, considerando que inibir a
degradagdo tenha maior impacto no metabolismo de 5-HT que inibir a produgao, o efeito liquido

seria o antidepressivo, como constatado por Betari et al. (2020).
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Em pesquisas clinicas, o uso croénico de OME também foi associado com a depressao.
No estudo de Gomm et al. (2016), um trabalho coorte prospectivo destinado a avaliar a
associacao entre uso de IBP e a deméncia em idosos com idade de 75 anos ou mais,
acidentalmente encontrou alta prevaléncia do uso de IBPs nos participantes diagnosticados com
depressao.

Laudisio ef al. (2017) avaliaram a associagdo entre o uso de IBP e a presenga de sintomas
depressivos em uma populagao de idosos. Nessa pesquisa, os autores avaliaram o humor dos
344 participantes por meio da Escala de Depressdo Geriatrica (GDS). Com isso, eles
encontraram uma relagdo entre o uso de IBP a uma pontuagio elevada na escala GDS e a uma
probabilidade aumentada de desenvolver depressdo. Ademais, Laudisio ef al. (2017) sugerem
uma avaliagao rotineira do humor de idosos que usam IBPs. Outra pesquisa também encontrou
associagdo entre o uso de IBP e o aumento das chances de desenvolver depressao (HUANG et
al., 2018). Essa ultima pesquisa ressalta a relagdo entre depressdo e microbiota intestinal, em
que uma desregulacdo do eixo Cérebro-Intestino (CI) se relacionaria com a fisiopatologia da
depressao (RIEDER et al., 2017).

De fato, o OME causa algumas alteragdes na microbiota intestinal, como promover o
crescimento de determinadas espécies bacterianas nas regides esofagica, gastrica e duodenal
(MACKE et al., 2020). Além disso, pesquisas apontam que o OME foi capaz da aumentar a
permeabilidade transepitelial de algumas substancias no intestino, como a digoxina
(GABELLO et al., 2010) e o peptideo bradicinina (GABELLO et al., 2010). O aumento de
permeabilidade pode ser devido a inibi¢ao da secrecdo acida causada pelo OME. Uma mudanga
no pH do estomago pode alterar a estrutura de uma molécula que predomina no equilibrio
quimico, que pode ser a forma protonada ou nao-protonada. Cada uma dessas formas possui
diferentes graus de polaridade, de forma que a forma mais apolar atravessaria as barreiras
celulares com mais facilidade (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014).

Ademais, o aumento de permeabilidade transepitelial a macromoléculas induzida pelo
OME pode ser devido a sua capacidade de aumentar o espago entre as células epiteliais gastricas
(HOPKINS et al., 2001). Dessa forma, o OME também poderia gerar uma neuroinflamacao. O
uso cronico de OME acarretaria um aumento da permeabilidade intestinal cronica. Com isso,
endotoxinas provenientes dos microrganismos que formam a MGI entram para a circulagao,
desencadeando uma resposta imune periférica cronica. A partir da inflamagao periférica gerada,
uma inflamagdo a nivel central seria desencadeada, pelos mecanismos ja citados (FIGURA 4),

acarretando uma neuroinflamagao.
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No entanto, o OME s6 aumentaria o espago entre as células epiteliais géstricas caso
fosse administrado apds alguma substancia secretagoga acida, como a histamina (HOPKINS et
al.,2001). Mecanismo semelhante foi proposto por Peirce e Alvifia (2019), como mencionado
antes. Porém, segundo os autores, o estresse cronico quem seria o responsavel por aumentar a
permeabilidade no intestino, com o consequente inicio de uma neuroinflamagao.

A nivel clinico, pacientes depressivos comumente apresentam sintomas de ansiedade ou
Transtornos de Ansiedade, com a possibilidade desses transtornos possuirem mecanismos
patofisiologicos que se relacionam entre si (HE et al., 2019). Diante disso, o Teste do Labirinto
em Cruz Elevado ou Plus Maze foi empregado para verificar se a administracio repetida de
OME causaria um comportamento ansioso-simile. Esse teste ¢ considerado um dos mais
aplicados em modelos animais de ansiedade (RODGERS; DALVI, 1997). No aparato
empregado, evasdo dos bragos abertos pelos roedores ocorre, porque essa regido gera uma
reacdo de medo, em comparagdo aos bracos fechados. Assim, ¢ feita a equivaléncia de que
evasdo demasiada dos bragos abertos acontece quando o animal apresenta comportamento tipo
ansioso, de maneira contraria, evasao diminuida dos bragos abertos ocorre quando o animal nao
apresenta um comportamento tipo ansioso. Nesse caso, a evasdo foi medida como NEBA e
TPBA. (RODGERS; DALVI, 1997).

Na atual pesquisa, a administracdo cronica de OME ndo causou um comportamento
ansioso simile, tampouco teve efeito ansiolitico, uma vez que nao foi evidenciada uma
diminui¢ao no NEBA e no TPBA, muito menos um aumento, quando comparado ao controle.
No trabalho de Ali et al. (2021), foi administrado Omeprazol 1,88 ou 3,76 mg/kg a ratos albinos
Wistar durante 15 dias e investigado o comportamento ansioso simile por meio do Plus Maze.
Como parametro de evasao dos bragos abertos, os pesquisadores usaram o tempo total gasto
(TTG) e o nimero de entradas nesses bragos (NE). Com isso, encontrou-se um efeito ansiolitico
do OME na dose de 3,76 mg/kg, que foi evidenciado pelo aumento de TTG e de NE nos bragos
abertos. E possivel que a diferenca nos resultados entre o presente estudo e o trabalho de Ali et
al. (2021) tenha ocorrido devido a diferentes doses empregadas e a diferentes espécies de
animais envolvidas nos experimentos

O presente trabalho mostrou que a administragdo cronica de OME causou
comportamento tipo depressivo, sem a presenca de fenotipo ansioso. No entanto, mais estudos
sdo necessarios para investigar a relagdo do Omeprazol com o transtorno depressivo, ndo sendo
possivel declarar um efeito causal somente com os resultados do atual estudo. Um resumo dos

principais achados nesta pesquisa esta apresentado na Tabela 3 abaixo.
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Tabela 3 - Resumo dos efeitos da administracdo repetida de Omeprazol 8mg/kg, durante 28

dias, em camundongos C57BL/6

Testes Comportamentais

Parametros

Efeitos

Campo Aberto Diminuiu o Crossing Alterag@o no estado
emocional
Rotarod Nao alterou N°. de Quedas e | Nao alterou o desempenho
Laténcia motor/atividade locomotora
Nado For¢ado Aumentou Tempo de Gerou comportamento tipo
Imobilidade depressivo
Labirinto em Cruz Elevado | Nao alterou NEBA e TPBA Nao gerou comportamento

tipo ansioso

Fonte: Elaborado pelo préprio auto



49

8 CONCLUSAO

Constatou-se que a administragdo cronica, durante 28 dias, de Omeprazol 8mg/kg a
camundongos C57BL/6 gerou comportamento depressivo-simile, porém sem a presenga de um

fenotipo ansioso.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

Existem poucos trabalhos nao-clinicos na literatura que investiguem uma relagdo entre
a administragdo repetida de omeprazol, durante 28 dias, com uma dose adaptada aquela
utilizada na préatica clinica. Existem controvérsias na comunidade cientifica em relagdo ao
impacto de OME no Sistema Nervoso Central, algumas pesquisas encontraram uma relagao
deletéria, ao passo que outras encontraram uma relagdo benéfica. Isso pode ocorrer devido a
diferentes doses empregadas nos estudos ndo-clinicos. Ja a nivel clinico, o emprego de
diferentes escalas para avaliar humor dos usuarios de IBPs, diferentes faixas etarias das
populagdes estudadas ou a ndo consideracao das comorbidades dessas populagdes podem levar
a diferencgas nos resultados encontrados. Diante disso, um estudo ndo-clinico que adaptou a
dose utilizada na pratica clinica, como o atual, torna-se bastante relevante, por diminuir algum
viés.

Ademais, entre as poucas pesquisas ndo-clinicas presentes, nenhuma delas empregou
um teste considerado padrdo ouro para screening de drogas com efeito antidepressivo, como o
Teste do Nado For¢ado. Como constatado nesse teste, a administragdo cronica de OME, a partir
da dose adaptada na clinica, causou com comportamento depressivo-simile, porém sem
presenga de fenotipo ansioso, como fora evidenciado no teste do Plus Maze. Nao somente isso,
mas, no Campo Aberto, foi possivel encontrar alguma alteracdo no ambito emocional dos
animais. Apesar desses resultados, ndo ¢ apropriado afirmar que a administracdo cronica desse
farmaco tem uma relagdo causal com o transtorno depressivo, sendo necessarios mais estudos
para investigar essa relagdo. No entanto, os resultados ajudam a entender um pouco mais das
consequéncias oriundas da administra¢ao repetida de Omeprazol a nivel de Sistema Nervoso

Central.
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