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RESUMO

O citocromo P450 3A (CYP3A) e a glicoproteina P (P-gp) transportadora de drogas
afetam a biodisponibilidade do tacrolimo, agente imunossupressor mais utilizado em
receptores de transplante de 6rgaos. Testamos se as alteragbes na acidez gastrica
induzida por omeprazol aumentam as concentragdes séricas de tacrolimo no curto
prazo. Avaliamos também as atividades antiulcerogénicas e cicatrizantes do
tacrolimo. A concentragao sérica de tacrolimo foi verificada em ratos Wistar pré-
tratados com omeprazol duas horas apdés o tratamento com tacrolimo. Os
parametros bioquimicos das secre¢des gastricas foram determinados apds a
ligadura do piloro. Além disso, as atividades antiulcerogénica e cicatrizante do
tacrolimo foram avaliadas usando modelos experimentais in vivo. Nos modelos de
ulcera gastrica (etanol e drogas anti-inflamatorias ndo esteroides), o tacrolimo
reduziu significativamente a area ulcerativa em todas as doses testadas. No modelo
de ulcera induzida por acido acético, o tacrolimo ndo modificou a cicatrizagdo das
ulceras gastricas em ratos. Animais submetidos a ligagao pildrica tratados com
tacrolimo (3 mg/kg) aumentou o pH do suco gastrico em comparagao aos controles.
A alcalinizagdo promovida pelo pré-tratamento de cinco dias com omeprazol
aumentou os niveis seéricos de tacrolimo (p<0,01). A administragdo do tacrolimo
requer cuidados especificos pela faixa terapéutica estreita, além de monitorar o
ajuste da dose ha necessidade de verificar se ha ulceras. A alcalinizacdo do
conteudo estomacal aumenta os niveis plasmaticos de tacrolimo. Por possuir
atividade antiulcerogénica, ndo é necessario prescrever omeprazol em pacientes
sem historico de ulcera gastrica, embora isso ndo se aplique a pessoas com ulceras

pépticas.

Unitermos: Tacrolimo, Omeprazol, Ulcera géastrica, Alcalinizag&o.



ABSTRACT

Cytochrome P450 3A (CYP3A) and the drug transporter P-glycoprotein (P-gp) affect
the bioavailability of tacrolimus, the most commonly used immunosuppressive agent
in organ transplant recipients. We tested if changes in gastric acidity, induced by
omeprazole, increase tacrolimus serum concentrations in the short term. We also
evaluated the anti-ulcer and healing activities of tacrolimus. The serum concentration
of tacrolimus was verified in Wistar rats pretreated with omeprazole two hours after
tacrolimus treatment. Biochemical parameters of gastric secretions were determined
after ligature of the pylorus. Additionally, the anti-ulcer and healing activities of
tacrolimus were evaluated using in vivo experimental models. In gastric ulcer models
(ethanol and non-steroidal anti-inflammatory drugs), tacrolimus significantly reduced
the ulcerative area at all doses tested. In the acetic acid-induced ulcer model,
tacrolimus did not modify the healing of gastric ulcers in rats. Animals that underwent
tacrolimus-treated pyloricligation (3 mg/kg) had increased gastric juice pH compared
to controls. The alkalinization promoted by five-day pretreatment with omeprazole
was found to increase serum tacrolimus levels (p<0.01). Tacrolimus administration
requires specific care by the narrow therapeutic range, the need to monitor dose
adjustments, and the need to check for ulcers. The alkalinization of stomach contents
increases plasma tacrolimus levels. Because it has anti-ulcerogenic activity, it is not
necessary to prescribe omeprazole in patients without a history of gastriculcers,

although this does not apply for those with peptic ulcers.

Uniterms: Tacrolimus, Omeprazole, Gastric Ulcer, Alkalinization.
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1 INTRODUGCAO

A administragdo de medicamentos para pacientes com doenga crbénica, em
tratamento de longo prazo, geralmente é realizada por meio da via oral, pela
administracdo de drogas de faixa terapéutica estreita e que exibem grande variagao
interindividual na biodisponibilidade oral. Muitos desses medicamentos sao
substratos da isoenzima citocromo P450 3A4 (CYP3A4) e da glicoproteina-P (P-gp),
como os utilizados na prevengao da rejeicao de orgaos, no tratamento da sindrome
da imunodeficiéncia adquirida e em varias formas de cancer (MOULY; PAINE, 2003).

Individuos submetidos a transplante renal, sdo tratados rotineiramente com os
farmacos omeprazol e tacrolimo na profilaxia de ulceragdo gastrintestinal e
imunossupressao, respectivamente. O sucesso do transplante de 6rgaos soélidos
reside na utilizacdo apropriada de medicamentos imunossupressores
(ARMSTRONG; OELLERICH, 2001; MAGUIRE; FRANZ; HAINS, 2012; ZHENG et
al., 2012). Em decorréncia da popularizagdo do uso do omeprazol, estudos sobre
possiveis interagbes de farmaco com farmaco estdo sendo realizados pela
comunidade cientifica (LI et al., 2013).

Mullin et al. (2009) demonstraram que 25% dos sujeitos internados em
hospitais do Pais de Gales estavam em uso de um tipo de inibidor da bomba de
prétons. Os mesmos autores relataram que 33% nao preencheram os critérios para
0 uso desses medicamentos. Esse porcentual de pacientes sem critérios (pacientes
que usaram como profilaxia para ulcera por estresse e continuaram com esse
medicamento apds a alta) para usar tal inibidor sobe para 67% em pessoas que
foram hospitalizadas noutras partes do Reino Unido.

No estdbmago humano existe mais de um bilhdo de células parietais capazes
de produzir acido cloridrico suficiente para manter o potencial hidrogeniénico (pH)
intragastrico em torno de 0,8 por longos periodos de tempo (ESPLUGUES, 2005;
ASCOLI; ALEGRE, 2012). Muitas pessoas recém-transplantadas apresentam danos
gastricos ocasionados pelo estresse pos-cirurgico decorrente da administracdo de
polifarmacos. A fim de minimizar esse desconforto, € feita a administracdo de
inibidor da bomba de prétons para se obter uma adesao terapéutica maior, inclusive
com medicagbdes imunossupressoras (TAKAHASHI et al., 2007). Os motivos para
usar esses inibidores sdo amplos: prevencao primaria de ulcera ou sangramento

gastrintestinal; inflamagao gastrintestinal (a exemplo da gastrite); doenca do refluxo
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gastresofagico e prevengao secundaria, como no caso de sangramento de varizes
esofagicas (SINGH; TRIADAFILOPOULOS, 2005).

Como inibidor da bomba de prétons, o omeprazol € amplamente utilizado para
prevenir ou tratar disturbios relacionados com o acido cloridrico em receptores de
transplante renal e apresenta varias interagdes medicamentoso-farmacocinéticas em
razdo da interferéncia com o citocromo P450, em particular com a isoenzima
CYP2C19 (LOGAN et al., 2002). Em humanos, esses inibidores sdo metabolizados
pelo sistema enzimatico citocromo P450 (CYP), sobretudo pelo CYP2C19 e CYP3A4
(RENBERG; SIMONSSON; HOFFMANN, 1989; ANDERSSON et al., 1993;
ISHIZAKI; HORAI, 1999).

O tacrolimo é um imunossupressor bastante usado clinicamente para prevenir
rejeicao apos transplante hepatico e renal (ROBINSON; HORN, 2003; MAGUIRE;
FRANZ; HAINS, 2012). Ele inibe a calcineurina através da formagdo de um
complexo com a proteina de ligagdo ao tacrolimo (FKBP) e demonstrou ser
clinicamente eficaz para prevenir rejeicdes em pacientes transplantados (JUNG et
al., 2016).

As interagbes farmacoldgicas entre tacrolimo e omeprazol sdo descritas,
sobretudo, em relagdo a via metabdlica comum (CYP3A4 e P-gp) usada por ambos
os medicamentos; o que pode elevar a concentragdo plasmatica de tacrolimo
(BENTATA, 2019). Estas moléculas exibem polimorfismos genéticos que influenciam
a probabilidade de interagdes medicamentosas clinicamente relevantes apds a
coadministragdo. Para evitar as interagdes medicamentosas prejudiciais a saude,
sao necessarios esforcos crescentes, em particular por causa do envelhecimento da
populagdo, do numero crescente de novos medicamentos e da polifarmacia
(KENNEDY; BREWER; WILLIAMS, 2016).

Assim como ocorre com outras drogas cada organismo vai absorver,
metabolizar e eliminar o tacrolimo diversamente conforme seu estado de saude,
idade, polimorfismo genético e interferéncia de outros medicamentos. Essas
variaveis podem aparecer ao longo tempo (GUNDARAPU; MANNA; SHARMA,
2012).

O tacrolimo é uma droga que apresenta uma faixa terapéutica estreita (entre 5
e 15 ng/mL), podendo causar efeitos colaterais sérios ao paciente. Seus efeitos
adversos incluem neurotoxicidade, nefrotoxicidade, toxicidade gastrintestinal,

hipercalemia, hipertensdo arterial e hipertrofia do miocardio. Tais efeitos sao
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provocados por altas concentracdes séricas de tacrolimo. O nivel subterapéutico de
tacrolimo pode resultar em rejeicdo de 6érgdos transplantados. Assim, fatores que
afetam a absorgao, distribuicdo ou metabolizagdo de tacrolimo tém importancia
clinica fundamental (PATEL et al., 2012).

A metabolizagéo sistémica do tacrolimo é realizada via CYP3A4 e CYP3A5
(RENBERG; SIMONSSON; HOFFMANN, 1989; ANDERSSON et al., 1993;
ISHIZAKI; HORAI, 1999). Como os inibidores da bomba de prétons e o tacrolimo
compartilham a enzima CYP3A4 para sua eliminagao hepatica, os primeiros podem
afetar potencialmente a farmacocinética do ultimo, sobretudo em pacientes que
apresentam mutag¢des nos genes CYP2C19 ou CYP3A5. Ainda assim, a presencga
de interagdo farmacocinética clinicamente relevante de omeprazol com tacrolimo
permanece como motivo de controvérsia (ANDERSSON et al., 1993; HOMMA et al.,
2002; PASCUAL et al., 2005).

A absorgdo do tacrolimo ocorre, em especial, no duodeno e jejuno
(VENKATARAMANAN et al., 1995; STAATZ; TETT, 2004; TSUCHIYA et al., 2004;
VICARI-CHRISTENSEN et al., 2009) e pode ser facilitada em meio alcalino
(VENKATARAMANAN et al., 1995). Como o omeprazol € um inibidor da bomba de
prétons das células parietais do estbmago e, ao reduzir a acidez gastrica, € capaz
de liberar para o duodeno um conteudo mais alcalino (JONES et al., 1987). Assim,
sendo administrado em conjunto com o tacrolimo, poderia aumentar a absorcao do
imuNoOSsUpPressor.

Atingir a margem terapéutica do tacrolimo n&o é tarefa facil ante a quantidade
de fatores que podem alterar sua concentragao sérica. No entanto, o objetivo deste
estudo foi tanto testar se as possiveis alteragdes na acidez gastrica induzidas pelo
omeprazol aumentam a concentragdo sérica de tacrolimo no curto prazo quanto
determinar a prevaléncia de tais aumentos. Além disso, como o omeprazol € usado
para evitar ulceragbes gastricas, também verificamos se o tacrolimo tem atividades
antiulcerosas e curativas em ratos.

Com os resultados obtidos no estudo, pretendemos mostrar a importancia da
atuacdo permanente do farmacéutico na equipe multidisciplinar. O farmacéutico
deve iniciar, participar e apoiar pesquisas clinicas relacionadas a pratica, em
colaboracdo com outros profissionais, assegurando que a farmacoterapia seja
efetiva, segura e usada de forma adequada (“ASHP Guidelines”, 2013).



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Trato gastrintestinal

Na Grécia antiga (cerca de 600 a. C.), os fenbmenos naturais passaram a ser
observados e interpretados. A natureza comegou a perder seu carater sagrado. Ao
examinar visceras de outros animais, por exemplo, o homem logo constatou que o
trato gastrintestinal transforma radicalmente a estrutura dos alimentos ingeridos
(DAVENPORT, 1972). O tubo digestivo, nesse processo, € fundamental a quebra de
alimentos em partes mais simples e obedece a uma sucessado de etapas. Nestas,
cada segmento — boca, esbfago, estbmago e intestinos — tem uma tarefa
funcional. O estdmago € o reservatério para o alimento que o processa
mecanicamente com a mistura e formacdo do quimo e quimicamente com a
secrecao de pepsina, do acido cloridrico e o fator intrinseco (glicoproteina produzida
pelas células parietais necessaria para absor¢cao da vitamina B12). Apds esses
processamentos, o alimento tem suas propor¢des reduzidas pela digestdo para,
entdo, entrar no tubo intestinal (PAPINI-BERTO; BURINI, 2001). Além de serem
responsaveis pela digestdo, absorgdo e excre¢ao de substancias ingeridas, érgaos
do trato gastrintestinal coordenam um numero elevado de células enddcrinas e
imunes do organismo (COLLINS; BERCIK, 2009).

2.2 Anatomia e fisiologia gastrica

O estdbmago se divide em cinco regides revestidas por mucosa: cardia, fundo,
corpo, antro e piloro. Funcionalmente, a mucosa gastrica é constituida por
depressdes e glandulas. Na area glandular oxintica encontram-se as células
oxinticas ou parietais, que compreendem 80% do érgéo, sobretudo no fundo e no
corpo. Na area glandular pildrica estdo as células G secretoras de gastrina, em
particular no antro (JAIN et al., 2007; SCHUBERT; PEURA, 2008).

2.2.1 Secregdo gastrica

As células oxinticas ou parietais sao responsaveis pela produgdao da secrecao
acida (YAO; FORTE, 2003), que na pratica médica é o aspecto mais importante da
funcao gastrica estudada. Sua influéncia nas alteragdes gastricas tem sido considerada
no desenvolvimento de drogas (POHLE; DOMSCHKE, 2003).
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A diminuicdo do pH depende da secrecdo da histamina a partir das células
enterocromafins de forma paracrina, da acetilcolina lancada a partir de neurdnios entéricos
pés-ganglionares de forma neuronal e da gastrina liberada das células G de forma hormonal
(SCHUBERT; PEURA, 2008). Tal secre¢ao € regulada, entdo, por mecanismos neurais,
hormonais, paracrinos e autocrinos em niveis central e periférico (YAO; FORTE, 2003;
KONTUREK; KONTUREK; OCHMANSKI, 2004; MOSSNER; CACA, 2005).

No estdmago, o acido gastrico facilita a digestdo de proteinas, protege contra
o crescimento bacteriano e contra infecgdes entéricas, atuando como barreira de
protecdo. As bombas de prétons das células parietais estdo envolvidas na etapa

final da secregao acido-gastrica (JAIN et al., 2007).
2.2.2 Protegéo gastrica

Com frequéncia, o trato gastrintestinal € exposto a estimulos nocivos
externos: uso de drogas anti-inflamatoérias ndo esteroides (DAINE), uso excessivo de
alcool, habito tabagico, infecgbes por Helicobacter pylori (H. pylori) e outros. Ele
também ¢é exposto a fatores enddgenos: producao fisiolégica do suco gastrico,
sobretudo acido cloridrico e pepsinogénio, que podem causar lesdes. Em
contrapartida, a mucosa gastrintestinal apresenta fatores como secrecédo de muco e
bicarbonato, que protegem a mucosa contra os estimulos nocivos (TSUKIMI;
OKABE, 2001; REPETTO; LLESUY, 2002; DONG; KAUNITZ, 2006; LAINE;
TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).

2.2.3 Muco e bicarbonato

O bicarbonato e 0 muco sao secretados concomitantemente pelas mesmas
células: as epiteliais superficiais do epitélio gastrico. Constituem a barreira muco-
protetora, uma camada gelatinosa que defende a mucosa gastrica do suco gastrico,
a primeira linha de protecdo contra agentes nocivos (Bl; KAUNITZ, 2003; BANIC et
al., 2011; LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).

O muco apresenta-se de forma viscosa, elastica, aderente, como um gel
transparente. Contém 95% de agua e 5% de glicoproteinas (mucinas). Recobre toda
a superficie da mucosa gastrintestinal, sendo capaz de agir como antioxidante e,
dessa forma, reduzir danos na mucosa promovidos por radicais livres (REPETTO,;

LLESUY, 2002). Sua producdo € estimulada por estimulo vagal (acetilcolina),
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secrecdo tonica, irritacdo da mucosa e prostaglandinas (PG) (LAINE; TAKEUCHI;
TARNAWSKI, 2008). Alguns fatores e/ou condi¢des fisiopatoldgicas como infecgao
por H. pylori e presenga de Uulceras pépticas podem comprometer este muco,
modificando sua estrutura e espessura, propiciando o agravo da mucosa gastrica
(CABEZA et al., 2001; GINDZIENSKI; ZWIERZ; SAROSIEK, 2003; YAN et al., 2011).

O muco retém o bicarbonato depois de secretado, criando um gradiente de
pH entre o lumen e o epitélio gastrico, mantendo o pH neutro na superficie das
células epiteliais. Este pH neutro protege as células epiteliais do pH extremamente
acido encontrado na luz do estbmago e impossibilita o contato da pepsina com o
epitélio do estdbmago devido a presencga de fosfolipideos hidrofébicos. A regulagao
fisioloégica da secrecao do bicarbonato depende de varios fatores. No estémago, é
regulado pelas prostaglandinas (CABEZA et al., 2001; TAKEUCHI et al., 2015).

As prostaglandinas facilitam ou estimulam quase todos os mecanismos de
defesa. Elas inibem a secrecao acida, estimulam a secregdo de muco, bicarbonato e
fosfolipideos, aumentam o fluxo sanguineo, aceleram a restituicdo epitelial e a
cicatrizagdo da mucosa. Prostaglandinas também inibem a ativagdo de mastécitos,
leucdcitos e aderéncia plaquetaria no endotélio vascular (LAINE; TAKEUCHI;
TARNAWSKI, 2008).

Quando os niveis superficiais de defesa da mucosa fracassam ou sdo
inundados por uma lesdo luminal, o proximo nivel de defesa é a resposta
inflamatdria aguda (WALLACE, 2001; WALLACE; DE NUCCI; SULAIEVA, 2015). A
inflamacado é uma resposta benéfica do hospedeiro a lesdo tecidual que leva, em
ultima analise, a restauracdo da estrutura e fungao tecidual. No entanto, na ulcera
péptica e em varias outras doencgas infecciosas, a resposta inflamatéria pode ser
mais nociva que o micrébio (LAWRENCE; WILLOUGHBY; GILROY, 2002). A
resposta fisiolégica observada no processo inflamatério esta relacionada com a
liberacdo de mediadores pro-inflamatérios diferentes: histamina, serotonina,
bradicinina, prostaglandinas, citocinas (TNF-a, IL-1B, IL-6), fator de ativacao
plaquetéria (PAF) e substancia P (KIM et al., 2007; O’'SHEA; MURRAY, 2008).

2.2.4 Prostaglandinas

A hidrdlise de fosfolipidios de membrana, mediada pela enzima fosfolipase A2

libera, no citoplasma, o acido araquidbnico, pelo qual as prostaglandinas (PG) sao
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sintetizadas via agédo de cicloxigenase (COX). Existem duas isoformas conhecidas:
COX-1, que é constitutiva e relacionada com a sintese fisioldgica de PG; e COX-2,
que é induzida e aumenta a sintese de prostanoides na inflamagdo e em doencas
variadas (CHANDRASEKHARAN et al., 2002; GUDIS; SAKAMOTO, 2005).

As prostaglandinas estdo em todos os tecidos e 6rgdos. Envolvem-se em uma
variedade de fungdes fisioldgicas e patologicas (DEY; LEJEUNE; CHADEE, 2006;
TAKEUCHI et al., 2015), como na modulagdo do fluxo sanguineo, estimulagdo de
muco, secregao de bicarbonato e aumento da resisténcia de células epiteliais a
danos provocados por citoxinas (DING et al., 1997; HAWKEY, 2000; BRZOZOWSKI
et al., 2005; KONTUREK; KONTUREK; BRZOZOWSKI, 2005). As drogas anti-
inflamatdrias ndo esteroides inibem a sintese de prostaglandina em consequéncia
da inibicdo de forma nao seletiva das enzimas COX.

O uso frequente de DAINE esta relacionado com o desenvolvimento de
gastrite e ulcera gastrica; e esse fato evidencia a importancia das prostaglandinas
para manter a integridade da mucosa gastrica (VONKEMAN; VAN DE LAAR, 2010).

2.2.5 Fluxo sanguineo

O fluxo sanguineo € modificado e regulado por sistemas e fatores metabdlicos
locais como prostaglandina, leucotrieno e outros mediadores quimicos endoégenos
na mucosa (KAWANO; TSUJI, 2000). Além de participar da regulacéo da saida do
acido, da produgao de muco e da secrec¢ao de bicarbonato, o fluxo sanguineo leva
oxigénio, nutrientes e horménios a mucosa gastrica. Assim, sua reducéo torna a
mucosa mais suscetivel a formacdo de lesdes derivadas de estresse, etanol e
DAINE (KITAHORA; GUTH, 1987; KAWANO; TSUJI, 2000; ABDEL-SALAM et al.,
2001). O aumento do fluxo na mucosa gastrica diminui sensivelmente o dano
provocado por agentes nocivos variados. Portanto, a microcirculagéo gastrica regula
a capacidade do estdmago de reagir a agentes danosos (BRZOZOWSKI, 2003;
MAGIEROWSKI et al., 2018).

2.2.6 Reconstituicdo do epitélio gastrico

Em um periodo de dois a quatro dias o epitélio gastrico humano é renovado.
A secrecdo de muco, bicarbonato e fosfolipideos, produzidos pelas células
superficiais do epitélio do estbmago, formam uma barreira-chave contra a difusao do
acido e da pepsina (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008). Um balango adequado
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entre a perda e renovagéo celular torna-se fundamental para manter a integridade
da mucosa gastrica na prevencdo de danos a superficie epitelial. Aumento na
degradagao ou redugado na proliferacdo de células epiteliais estdo associados as
lesdes na mucosa gastrica (KONTUREK, 1985).

A Ulcera consiste de duas estruturas principais: margem da ulcera
(componente epitelial, formado pela mucosa adjacente ndao necrética) e tecido de
granulagcao (componente de tecido conectivo). Este ultimo desenvolve-se num
periodo de 48 horas a 72 horas apds a formagdo da ulcera; constitui-se de
fibroblastos, macrofagos e microvasos resultantes da multiplicacdo de células
endoteliais (TARNAWSKI, 2005; OKABE; AMAGASE, 2005) (FIG. 1). A migragao
rapida de células cicatrizantes aos locais lesionados, na base da membrana
desprotegida, resulta no reparo epitelial da mucosa (PAIMELA; GODDARD; SILEN,
1995).

FIGURA 1. Processo de cicatrizagao da ulcera gastrica

Cicatrizacao de Ulcera Gastrica
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Fonte: adaptado de Tarnawski (2005)
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O crescimento e a formagédo de glandulas gastricas, a proliferacédo e o
deslocamento celular por células progenitoras presentes na base das glandulas
gastricas, o aumento de novos vasos sanguineos (angiogénese) e reinervacao da
mucosa por nervos intrinsecos e extrinsecos trabalham em conjunto para reparar
a ulcera. Esses eventos conduzem a cicatrizacdo e sdo coordenados por fatores
de crescimento, de transcricdo e citocinas; a exemplo do fator de crescimento
endotelial vascular, do fator de crescimento epidermal, do fator de crescimento
fibroblastico basico, do fator de crescimento de hepatécito e da COX-2, dentre
outros (MILANI; CALABRO, 2001; WALLACE, 2001; TARNAWSKI, 2000; LAINE;
TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008). Em geral, os fatores de crescimento promovem
proliferacdo e migracado de células epiteliais para a cratera da ulcera. Com isso,
levam a reepitelizagcdo dessa cavidade e a maturagdo das glandulas
(TARNAWSKI et al., 2001; TARNAWSKI, 2005).

2.2.7 Sistema antioxidante

Os radicais livres medeiam algumas condigbes fisiopatolégicas como a
inflamagéo, o processo isquémico e a carcinogénese (ABOUL-ENEIN; KLADNA,;
KRUK, 2011). Sdo atomos ou moléculas que contém um elétron ndo pareado (ou
mais de um) em sua ultima camada de valéncia; esse elétron altera a reatividade
quimica de atomos ou moléculas, tornando-os mais reativos (NAITO; YOSHIKAWA,
2002; AVIELLO et al, 2011). Os radicais livres desarranjam as proteinas das
membranas, reduzem enzimas antioxidantes e podem dilapidar 6rgaos linfaticos,
trazendo a depressao/dano do sistema imune (SEEMA; CHANDANA, 2013). Existem
duas substancias importantes que podem gerar radicais livres na natureza, o
oxigénio no estado fundamental (O;) e o nitrogénio (N;). Estando com elétron
desemparelhado, sdo denominadas espécies reativas do oxigénio e espécies
reativas do nitrogénio (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; BAE et al., 2011;
FRANSEN et al., 2012).

O o6xido nitrico, espécie reativa do nitrogénio, € um mediador que participa na
inflamacéo, protecdo e manutencdo de determinadas fungdes fisioldgicas. Esta
envolvido na protecdo da mucosa gastrica, pois relaxa o endotélio e diminui a
expressdo de moléculas de adesdo e algumas citocinas (WALLACE, 2001;
TATEMICHI et al., 2003; CHEN et al., 2011). Contudo, em concentragbes elevadas,
pode inibir enzimas de reparo do DNA (CHO, 2001).



32

Durante os processos vitais, o corpo produz um numero de espécies
derivadas de oxigénio, ou seja, as espécies reativas do oxigénio. Sdo produzidas
endogenamente, sobretudo através do processo de respiragdo mitocondrial e,
exogenamente, pela exposicdo a condi¢gdes deletérias, incluindo xenobidticos,
agentes infecciosos e luz ultravioleta (CHEN; JI; CHEN, 2002). Outra fonte de
producdo de radicais livres em meios bioldgicos € o processo inflamatério na
membrana plasmatica de células fagocitarias (FRANSEN et al., 2012).

O envolvimento das espécies reativas do oxigénio ocorre em uma gama de
processos fisiologicos e patoldgicos. Os primeiros incluem produgdo de energia,
fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizagdo intercelular, sintese de
substancias bioldgicas importantes, transducdo de sinal e envelhecimento. Os
patolégicos abrangem inflamacgado, carcinogénese, doencas neurodegenerativas,
diabetes, doengas cardiovasculares, artrite e ulceras gastricas (ABOUL-ENEIN;
KLADNA; KRUK, 2011; CHEN et al., 2011). Além de provocar oxidagdo de
moléculas bioldgicas, as espécies reativas do oxigénio sao eficazes em modular vias
de sinalizagao intracelular ou agir como substancias paracrinas, através da ativagao
de citocinas, angiotensinas, fatores de crescimento, bem como em regular fatores da
resposta inflamatoria (GANGULY et al., 2006; FIALKOW; WANG; DOWNEY, 2007).

Quando em quantidades adequadas, espécies reativas do oxigénio sao
primordiais para a vida e apresentam um equilibrio entre sua formacao e
detoxificagdo por agentes antioxidantes enddgenos. Contudo, quando ocorre um
desequilibrio entre essa formacédo e a detoxificagdo, tornam-se prejudiciais, pois
ocorre estresse oxidativo que oxida biomoléculas e o proprio DNA, induzindo a
morte celular; a menos que os sistemas de defesa de enzimas antioxidantes sejam
resgatados (ABOUL-ENEIN; KLADNA; KRUK, 2011; CHEN et al, 2011). O
excedente de radicais livres no organismo é atacado por antioxidantes produzidos
pelo corpo ou absorvidos na dieta. Antioxidante é uma molécula que resguarda um
alvo bioldgico contra danos oxidativos (HALLIWELL, 2011).

2.3 Ulcera péptica

Acreditava-se que todas as ulceras do trato gastrintestinal eram provocadas
apenas pela agao agressiva do acido cloridrico e da pepsina sobre a mucosa. Dai

que se tornaram populares como “Ulceras pépticas” (RICHARDSON, 1993).
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A incidéncia e prevaléncia das Ulceras pépticas sobem ano a ano afetando
quase 10% da populacdo mundial podendo este percentual variar em razao de
alteragcdes nas populagdées estudadas, de diferencas na coleta de dados e de
critérios de diagndsticos (BERSTAD; BERSTAD, 1993; HERSZENYI et al., 2015;
NAJAFIMEHR et al., 2018). No Brasil, ainda que seja frequente, ndo se sabe
precisamente sua real incidéncia (SAUL et al., 2007; MARQUES et al., 2011).

A terminologia ulcera péptica consiste de lesdes no estdmago (ulcera
gastrica) ou no duodeno (ulcera duodenal). A ulcera gastrica classificada outrora
como doenga dos tempos modernos, atualmente ocorre em numero convincente,
devido sua alta prevaléncia, tanto em paises desenvolvidos quanto naqueles em
desenvolvimento (PEIFFER et al., 2020).

As lesbes presentes nas ulceras pépticas se alastram através da mucosa
podendo penetrar até mesmo a camada muscular com presenca de infiltrado de
células inflamatérias (FALCAO et al., 2008; LEONG, 2009; VASCONCELOS et al.,
2010). Neutrofilos e mondcitos circulantes sdo atraidos para o sitio inflamatério por
moléculas quimiotaticas especificas chamadas de quimiocinas, responsaveis por
expressar moléculas denominadas selectinas nas células endoteliais e promover a
interagdo leucocito-endotélio. Subsequentemente, citocinas (TNF-a, IL-183, IL-6)
liberadas nos locais proximos ao sitio inflamatorio agem nos neutréfilos na superficie
do endotélio vascular. A inflamacédo induz a expressdo de COX-2 nas células
inflamatdrias, convertendo o acido araquidénico em prostaglandinas, responsaveis
por mudangas na permeabilidade vascular e vasodilatacdo (NATHAN, 2002;
LAWRENCE; WILLOUGHBY; GILROY, 2002).

Ao penetrarem no tecido, os mondcitos se diferenciam em macréfagos e, com
os neutrofilos, liberam mediadores responsaveis pelo recrutamento de outras células
inflamatadrias, tais como fibroblastos e mastocitos. Assim, promovem a propagagao
da resposta inflamatéria (WALLACE, 2001b). Os leucdcitos polimorfonucleares,
sobretudo os neutrofilos, sdo as primeiras células a ser recrutadas; e a ativagao de
receptores acoplados a proteina G aumenta o calcio citosélico, que age como
segundo mensageiro e induz a uma série de eventos. O resultado é ativagdo da
resposta celular dos leucdcitos polimorfonucleares. Resposta que inclui a liberagao
de enzimas proteoliticas, além de espécies reativas de oxigénio (POECKEL et al.,
2008).
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Ulcera péptica € um dos principais focos de pesquisas clinicas e
experimentais em razdo do carater comercial que existe para desenvolvimento de
novos agentes terapéuticos (WHITTLE, 2004).

2.3.1 Etiologia das ulceras pépticas

A Ulcera péptica resulta de um desequilibrio entre alguns fatores agressivos
endbégenos (acido cloridrico, pepsina, bile, leucotrienos, espécies reativas de
oxigénio) e fatores citoprotetores, que incluem a fungdo da barreira muco-
bicarbonato, fosfolipidios, prostaglandinas, fluxo sanguineo das mucosas, renovagao
e migragéao celular, antioxidantes ndo enzimaticos e enzimaticos e alguns fatores de
crescimento (TARNAWSKI, 2005; LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008;
ALMEIDA et al., 2012).

A patogénese das ulceras pépticas permanece generalizada, a infecgao por
Helicobacter pylori € o uso de drogas anti-inflamatérias nao esteroides (DAINE) sao os
maiores fatores de risco para Ulcera péptica.

A infeccdo por H. pylori pode ser a maior causa das ulceras gastricas. Cerca
da metade da populagdo mundial esta infectada por essa bactéria gram-negativa e
microaerofilica (GUEVARA; COGDILL, 2020). Esta presente em 75% dos casos de
ulcera gastrica e na quase totalidade das ulceras duodenais, com mais prevaléncia em
paises em desenvolvimento do que nos desenvolvidos (COVER; BLASER, 2009;
NAPOLITANO, 2009; GUEVARA; COGDILL, 2020).

Atualmente as DAINE constituem uma das classes de medicamentos mais
frequentemente prescritas (OTANI et al., 2017). Usuarios crénicos das DAINE tém risco
de desenvolver Ulcera gastrica 46 vezes mais do que a média da populagao
(AHLUWALIA et al., 2019).

As DAINE diminuem a produgdo de prostaglandinas através da inibicdo da
isoenzima ciclooxigenase (COX) prejudicando a preservagdo da mucosa integra
perante possiveis agentes ulcerogénicos e necrosantes (LAINE; TAKEUCHI;
TARNAWSKI, 2008). As prostaglandinas tém fung¢ao importante na cicatrizagao de
ulceras cronicas gastricas (HATAZAWA et al., 2007; TAKEUCHI; AMAGASE, 2018).

Além disso, a ingestao de DAINE induz estresse oxidativo crénico e produgao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) na mucosa gastrintestinal, causando lesao da
mucosa gastrica (XIA et al., 2005; COLUCCI et al., 2009; YANAKA, 2017; AHLUWALIA

et al., 2019). As EROs, como o peroéxido de hidrogénio (H203), anion superdxido (O3)
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e radical hidroxil (OH"), retardam a cicatrizagcdo de ulceras gastricas crénicas (DE-
FARIA et al., 2012). Estas moléculas sao altamente reativas e interatuam
indiscriminadamente com macromoléculas como o DNA, lipideos e proteinas
(PERRY et al., 1986; DEL SOLDATO et al., 1986; PIHAN; REGILLO; SZABO, 1987).

Outros fatores como tabagismo, predisposicdo genética, ingestao de alcool,
estresses fisico e psicolégico também podem desencadear a ulcera péptica (QUAN;
TALLEY, 2002; TORAB et al., 2009; VASCONCELOS et al., 2010).

Um fator peculiar da ulcera péptica € que, mesmo sob exposicéo a fatores de
risco em grau similar, alguns pacientes ndo desenvolvem a doencga gastrica (KIM et
al., 2008).

2.3.2 Tratamento de ulcera gastrica

Por muito tempo, a terapéutica para a ulcera gastrica consistiu de
procedimento cirurgico, com taxas elevadas de mortalidade. Na década de 1970,
surgiu a terapia embasada na redugdo da secregcdo acida, com uso de
antagonistas de receptores histaminicos do tipo 2 como a cimetidina. A aplicagao
desses inibidores restringiu bastante a terapia invasiva das ulceras gastricas.

Nos anos 1980, o surgimento de inibidores da bomba de prétons como o
lansoprazol propiciou o0 aumento dos indices de cicatrizagdo (DE-FARIA et al.,
2012b; ZENG et al., 2015; YAN et al., 2019). Ainda nessa década, houve outra
inovacdo: a vinculagdo da bactéria H. pylori ao surgimento de ulcera gastrica.
Essa constatacao inovou a terapéutica da doenga. O tratamento de primeira linha
em casos de presenca dessa bactéria fundamenta a administracdo de inibidores
da bomba de prétons ou de antagonistas de H2 agregados a antibiéticos (CHAN;
LEUNG, 2002; SUZUKI; NISHIZAWA; HIBI, 2010).

Contudo, ha problemas. Como tratar ulceras quando falha a erradicagao de
H. pylori? Como prevenir o desenvolvimento e evitar a reincidéncia de ulceras em
usuarios de DAINE? Como tratar ulceras nao relacionadas com a infecgao por H.
pylori ou ao uso de DAINE? Com efeito, indagagdes assim sugerem ser
necessario investigar essa enfermidade para ampliar o escopo de conhecimentos

acerca dela.
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2.4 Drogas com agao antiulcerogénica
2.4.1 Inibidores da bomba de protons

Ha uma variedade de inibidores da bomba de prétons. Exemplos incluem:
esomeprazol, dexlansoprazol, lansoprazol, omeprazol, pantoprazol, rabeprazol e
tenatoprazol (MULLIN et al., 2009). Dos mais utilizados na pratica clinica, omeprazol
foi o primeiro a ser introduzido na terapéutica, em 1989. Desde entdo, tem sido
utilizado para tratar disturbios gastrintestinais e desordens acido-pépticas, tais como
Ulcera péptica gastroduodenal, doenca do refluxo gastresofagico, condi¢des
hipersecretantes (como sindrome de Zollinger-Ellison), gastrinomas, esofagite e
gastrite; além de ser associado a terapia antimicrobiana para erradicar a bactéria
Helicobacter pylori (YASUDA et al., 1995; KLOK et al., 2003; ROBINSON; HORN,
2003; SINGH; TRIADAFILOPOULQOS, 2005; BRAVO et al., 2018).

Nos ultimos anos, varios estudos de metanalise estabeleceram a eficacia do
uso adjuvante de inibidores da bomba de prétons apos terapia endoscopica em
ulceras hemorragicas de risco elevado. Mas ha controvérsia quanto a dosagem ideal
para prevenir a recidiva dessas ulceras.

Inibidores, quando administrados oralmente, sdo mais eficazes na prevencao
da recidiva de ulceras hemorragicas que a via intravenosa (LABENZ et al., 1997;
LAU et al., 2000). Contudo, ainda permanece aberta a discussdao sobre se as
terapias orais e intravenosas sao igualmente eficazes em resultados clinicos (TSAI
et al., 2009).

Ao impedir a producdo de acido cloridrico pelas células parietais do
estdmago, os inibidores da bomba de protons se mostraram mais eficazes que os
antagonistas dos receptores histaminérgicos do tipo 2 (cimetidina, famotidina,
nizatidina, ranitidina) (THOMSON et al., 2003; WANNMACHER, 2004; WRITING
COMMITTEE MEMBERS et al., 2010). Também sao capazes de manter o pH
intragastrico superior a 4 por periodos de dez a dezoito horas/dia (JONES et al.,
1987; MINER, 2003; BRAGA; SILVA; ADAMS, 2012).
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QUADRO 1. Medicamentos* mais prescritos nos Estados Unidos, periodo 2011-5

Medicamentos de topo por prescrigbes

2011

2012

2013

2014

Prescricao dispensada

Mercado total dos EUA 4,014 4,155 4,236 4,325 4,368
1 |Levotiroxina 105 112 117 120 121
2 |lisinopril 89 99 102 104 106
3 |Acetomifeno/Hidrocodona 137 136 129 119 97
4 |Atorvastatina 43 a5 ats) 81 93
5 |Metoprolol 76 83 84 85 86
6 (Anlodipino 63 69 75 78 B2
7 |Metformina 59 68 73 77 30
8 |Omeprazol 59 67 72 75 77
9 |Albuterol a7 61 64 67 70
10 (Sinvastatina 97 89 a0 73 i3]
11 |Gabapentina 33 39 44 31 57
12 |Amoxicilina 24 23 24 24 56
13 |Fluticasona 38 42 45 al 49
14 |Hidroclorotiazida 43 51 50 49 49
15 |Alprazolam 49 49 50 49 49
16 [Azitromicina 1] a3 49 a7 48
17 |Furosemida 42 44 46 a7 46
18 |Sertralina 38 40 42 44 46
19 |Losartana 15 28 34 39 44
20 |Tramadol 34 39 42 44 43

*O omeprazol foi o oitavo medicamento mais prescrito, gerando um alto custo em
tratamentos médicos
Fonte: adaptado de Aitken et al. (2016)

Segundo estudos realizados por Labenz et al. (1997) em dois grupos de

sujeitos com ulceras hemorragica, duodenal e gastrica, apds administracdo de
ranitidina (0,25 mg/kg/hora apds um bolus de 50 mg) e omeprazol (8 mg/hora apds
um bolus de 80 mg), os sujeitos tiveram seu pH intragastrico elevado com rapidez
(acima de 6); porém, aqueles que receberam omeprazol apresentaram manutengao
de pH alcalino por tempo maior do que quem tomou ranitidina.

As estruturas quimicas como os anéis de piridina e benzimidazol, bem como a
cadeia —CH,-SO- sdo essenciais para que os inibidores da bomba de prétons
tenham atividade farmacoldgica (FIG. 2) (KROMER, 1995; MINER, 2003). Na bomba
de prétons, ou seja, na H'/K'-adenosina trifosfatase (H'/K'-ATPase), esses
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inibidores agem seletiva e irreversivelmente. A bomba de protons esta localizada na
membrana apical das células parietais e realiza o passo final da secre¢ao acida. O
decréscimo da concentragdo de acido no estdmago auxilia na recuperagao de
Ulceras, desinflamacido da mucosa e na melhora de sintomas relacionados a
doencas pépticas (BOPARAI; RAJAGOPALAN; TRIADAFILOPOULQOS, 2008;
ASCOLI; ALEGRE, 2012).

FIGURA 2. Estrutura quimica do omeprazol
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Fonte: Lutz e Isoherranen (2012)

Receptores especificos localizados na membrana basolateral das células
parietais respondem ao estimulo da gastrina, histamina e acetilcolina. A gastrina &
capaz de estimular a secregdo gastrica diretamente; porém, mais importante € sua
agao como ativador potente das células enterocromafinicas da mucosa gastrica, que
liberam histamina. A ativagdo de receptores basolaterais por esses mediadores
induz uma cascata intracelular de liberagdo de mensageiros que ativam proteinas-
quinases (OIRY et al., 1999; WELAGE, 2003; ASCOLI; ALEGRE, 2012).

Em condigbes basais, as H'/K'-ATPases s&o encontradas no interior de
vesiculas tubulares no citoplasma e permanecem inativas por serem impermeaveis
ao ion potassio (K*). Quando a célula parietal é acionada através de estimulos
visuais e olfatorio ou pela ingesta de alimentos, as membranas tubovesiculares se
integram a membrana dos canaliculos secretérios. A ATPase, entdo, é exposta ao
K" do meio extracelular e comeca a secretar protons (H*). O ion cloreto (CI), que

juntamente com H* formara o &cido cloridrico, é transportado ativamente para
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canaliculos secretérios que se comunicam com a luz das glandulas gastricas em
troca de bicarbonato.

O omeprazol é uma base fraca. Sua absor¢géo ocorre no duodeno, e suas
moléculas atravessam com facilidade as membranas biolégicas por serem
desprotonadas, de modo que chegam aos canaliculos secretorios das células
parietais. Nesse local, o ambiente é acido, com pH em torno de 1,0, o que leva a
protonacao da estrutura do omeprazol, resultando na perda da capacidade lipofilica.
Como nao podem mais atravessar as membranas, essas moléculas n&do conseguem
reentrar na célula parietal, permanecendo no lumen dos canaliculos (ESPLUGUES,
2005; ASCOLI; ALEGRE, 2012).

Os inibidores da bomba de prétons sao “pré-farmacos”, pois requerem
ativagao no organismo para exercer sua ag¢ao. As estruturas sao ativadas s6 apos a
protonacao dupla da molécula, resultando em um composto tetraciclico: o derivado
sulfonamidico (SHI; KLOTZ, 2008; ASCOLI; ALEGRE, 2012). A protonagéo
acontece nos nitrogénios do anel piridinico e benzimidazoélico e resulta na forma
ativa da droga. E esse composto que origina as pontes dissulfidricas com
determinados residuos cisteinicos do segmento luminal da bomba de prétons,
produzindo o chamado “complexo inibitorio” (FIG. 3). Embora a meia-vida plasmatica
do omeprazol seja curta (de meia hora a duas horas), sua agao farmacoldgica dura
até quatro dias, resultado da natureza covalente e irreversivel da ligacdo entre
omeprazol e ATPase.

Mesmo quando ha producdo maxima de acido, nem todas as células parietais
sao funcionais e nem todas as bombas de prétons em cada célula parietal ativada
estdo expostas nos canaliculos. Portanto, enzimas nao bloqueadas de inicio podem
ser recrutadas; e de fato sao responsaveis pela persisténcia da secregao de acido.
Apoés cinco dias de terapia continua, é atingido um patamar estavel de secregéo
acida suprimida (ESPLUGUES, 2005; BOPARAI; RAJAGOPALAN;
TRIADAFILOPOULOS, 2008; ASCOLI; ALEGRE, 2012).

A restauracdo completa da secrecdo de acido depende da combinacao de
ativacdo das ATPases inativas e da sintese de novas ATPases (McTAVISH;
BUCKLEY; HEEL, 1991; KROMER, 1995; KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2001;
SACHS; SHIN; HOWDEN, 2006).
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FIGURA 3. Mecanismo de agao do medicamento omeprazol
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O omeprazol é absorvido rapidamente ligando-se as proteinas plasmaticas
(quase 95%), com biodisponibilidade oral variando de dez minutos a noventa
minutos. Seu metabolismo acontece no sistema enzimatico citocromo P450,
sobretudo através da via CYP2C19 e, em menor escala, via CYP3A4, para hidroxi,
dimetil e metabdlitos sulfénicos (todos inativos). Atinge a concentracao plasmatica
maxima entre meia hora e trés horas e meia, com pico de quase duas horas (GRAF.
1).
O inicio da acao antissecretora ocorre préximo de uma hora, com duracao de
72 horas a 96 horas. Apds a interrupcao do tratamento, a atividade secretora retorna
aos poucos, em um periodo de trés dias a cinco dias. A meia-vida do omeprazol
varia de trinta minutos a uma hora de acordo com idade, estado de saude e

polimorfismos genéticos dos pacientes. Por exemplo, em individuos com doengas
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hepaticas crbnicas esta pode ser de trés horas e com doengas gastricas de uma
hora (KUMAR et al. 2003).

A excregdo do omeprazol acontece através da bile, bolo fecal e rins
(RENBERG; SIMONSSON; HOFFMANN, 1989; LACY et al., 2011).
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GRAFICO 1. Curvas de absorcdo do omeprazol em voluntarios sadios e em pacientes com
obstrucao venosa portal extra-hepatica
Fonte: adaptado de Kumar et al. (2003)

2.4.1.2 Administragao oral do omeprazol

A administracdo oral deve ser cautelosa no caso de sujeitos hospitalizados
em uso de sonda e de criangas. Em uma avaliacdo da estabilidade do omeprazol
solugao oral (2mg/mL) preparado com conteudo dos pellets de capsulas — o qual foi
dissolvido em bicarbonato de sddio a 8,4% —, as amostras permaneceram estaveis
por trinta dias a 4°C, apresentando menos de 5% de perda. No entanto, em
temperatura ambiente, apresentaram perda de 8% a 14% em catorze e dezoito dias,
mudando a cor da preparagdo de branco para marrom (QUERCIA et al., 1997,
TRISSEL, 2005).

A administragdo do omeprazol com alimento diminui a sua absorgdo. Os

granulos com cobertura entérica (pellets gastrorresistentes) encapsulados em uma
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camada externa de gelatina passam intactos pelo ambiente acido do estémago. O
revestimento entérico se dissolve quando entra no ambiente alcalino do intestino
delgado, onde o farmaco é absorvido. Assim, é evitada a degradacao pelo ambiente
acido do estdbmago (CHUN et al., 1996; KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2001).

O omeprazol é um farmaco extremamente acido-labil que se decompde com
rapidez (dez minutos) em pH < 50 (SHARMA et al., 2015). O horario de
administragao € fator importante no tratamento, por ser maior a efetividade quando
as células parietais sdo estimuladas apés a refeigdo; isso porque a quantidade de
ATPases presentes nas células parietais aumenta apos periodos de jejum. Assim, o
momento ideal para administrar omeprazol € quando o estbmago esta vazio e
seguido em breve (de trinta minutos a uma hora) por uma refeicao (KATZ;
FRISSORA, 2002; BOPARAI; RAJAGOPALAN; TRIADAFILOPOULOS, 2008;
ASCOLI; ALEGRE, 2012).

2.4.1.3 Problemas relacionados ao uso de omeprazol

O numero de agentes patogénicos conhecidos que infectam os humanos é
cada vez maior. Se esse aumento reflete melhoria real da vigilancia de detecg¢ao ou
surgimento de patogenos, isso € incerto. Mas, no mundo todo, em média de trés a
quatro novas espécies de agentes patogénicos séo detectadas na populacédo a cada
ano (GORTAZAR et al.,, 2014). Como a acidez do estdmago constitui uma das
maiores defesas do organismo contra patégenos ingeridos, a perda da acidez
estomacal normal tem sido associada a colonizagdao do, em geral, estéril, trato
gastrintestinal superior por micro-organismos como bactérias, virus, fungos e
protozoarios, assim como a alteragdo da microflora intestinal (SHEEN;
TRIADAFILOPOULQS, 2011; DE JAGER et al., 2012). A infecgao por tais patdbgenos
pode ser responsavel pela diarreia: efeito adverso mais frequente na terapia crénica
com os inibidores da bomba de prétons, também é a maior causa da retirada desses
medicamentos (LODATO et al., 2010). Esses inibidores devem ser usados em
indicacbes apropriadas e em doses adequadas para nao se perder indevidamente a
“barreira gastrica bactericida” do organismo.

Com efeito, em particular na populagao geriatrica, a hipocloridria pode gerar
ma-absorgao de calcio resultando em diminuigdo da densidade 6ssea, um facilitador

da ocorréncia de fraturas em combinacdo com a possivel deficiéncia de vitamina
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B12 secundaria ao uso do omeprazol. Porém, ha estudos que fornecem informagdes
contraditérias em relacédo aos inibidores da bomba de préton e a absorcéo de calcio
(ALI; ROBERTS; TIERNEY, 2009; HANSEN et al., 2010). Yanagihara et al. (2015)
demonstraram que seu uso em longo prazo nao alterou propriedades mecanicas do
fémur em ratos adultos, mas observaram desmineralizacdo éssea do fémur dos
ratos submetidos a administragdo diaria de 300 micromol/Kg/dia por 90 dias de
omeprazol, o que pode sugerir predisposi¢cao a fraturas ésseas. Nao por acaso, em
maio de 2010, nos Estados Unidos, a organizagdo Food and Drug Administration
anunciou que deveria existir mudancga nas bulas dos inibidores da bomba de proétons
com o acréscimo da informacédo de que o uso desses medicamentos pode levar a
risco de fratura 6ssea (MADANICK, 2011).

Por um mecanismo de feedback, o acido gastrico inibe a secre¢do endocrina
da gastrina pelas células G localizadas nas glandulas piléricas (antro). Se a acidez
gastrica é nitidamente reduzida, tais células secretam quantidades aumentadas de
gastrina, levando a hipergastrinemia. A gastrina € um horménio tréfico que estimula
a proliferacdo e o crescimento de certas células e tecidos. Assim, a utilizacdo de
omeprazol a longo prazo em humanos pode causar a proliferagdo de células e
tumores carcinoides; embora, ndo tenham sido ainda claramente estabelecida como
consequéncia do uso crénico desse medicamento (DE GIACOMO et al., 1990).
Cheung et al. (2018) mostraram que, apos a aparente erradicagado da H. pylori em
pacientes que usaram inibidores da bomba de protons a longo prazo, o risco de
desenvolvimento de cancer gastrico aumentou em 2,4 vezes em relagdo a usuarios
de antagonistas de receptor H2.

A hipocloridria terapéutica € a acao central dos inibidores da bomba de
protons e bloqueadores dos receptores H2. Esta associada ao aumento do
crescimento bacteriano, a reducdo de nitrato em nitrito e a elevacdo da
concentragcdo de substancias cancerigenas, tais como compostos nitrogenados no
suco gastrico (MOLLER; NISSEN; MOSBECH, 1992). Em estudo populacional
observacional realizado em Hong Kong, o uso de tais inibidores apds a erradicagao
de H. pylori mais que dobrou o risco de cancer gastrico. Mesmo considerada segura,
a terapia com esses medicamentos esta relacionada ao agravamento da atrofia
gastrica e risco de desenvolver o cancer gastrico (CHEUNG et al., 2018).

Muitas interagbes farmaco—farmaco tém sido detectadas com o omeprazol,

sendo a maioria derivada de afinidade elevada com as isoenzimas CYP2C19 e
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CYP3A4 (FANG et al., 2009). O omeprazol € um forte inibidor da atividade da
CYP2C19 e, embora acreditasse que seu efeito na CYP2C19 hepatica tivesse mais
relevancia, evidéncias indicam que sua inibicdo competitiva da CYP3A4 intestinal
pode afetar o metabolismo de primeira passagem de varios medicamentos (BLUME
et al., 2006). Além disso, o omeprazol € um inibidor da P-gp que exerce o efluxo de
substratos na parede intestinal para o seu lumen (GRAF. 2). Assim, pode haver
aumento da absorgdo de medicamentos, ou seja, elevagao da concentragdo sérica
quando administrados juntamente com o omeprazol (TAKANO; YUMOTO;
MURAKAMI, 2006).

Fase de
controle

Fase de
inibicdo

Efluxo (absorgdo)

+ inibicao

'D 1 1 1 ]
0 Tempo

GRAFICO 2. Diminuigéo do efluxo de um substrato do sangue para o limen intestinal com
inibidor da P-gp
Fonte: adaptado de Takano, Yumoto e Murakami (2006)
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Como exemplo podemos citar o antiagregante plaquetario clopidogrel, um
pro-farmaco que requer ativagao hepatica pela enzima CYP2C19, enzima esta
envolvida no metabolismo do omeprazol. Como consequéncia, a diminuicdo da
conversao do clopidogrel na sua forma ativa, quando administrado junto com o
omeprazol, pode ser uma das explicagdes para a resisténcia a clopidogrel. Varios
estudos farmacodinédmicos sugerem que o omeprazol reduz o efeito antiplaquetario
de clopidogrel, trazendo preocupagdes com a dupla utilizagdo desses
medicamentos, que pode conduzir a um risco aumentado de efeitos adversos
cardiovasculares em comparacdo com sujeitos que ndo o0s receberam
concomitantemente (BELL et al., 2011; MADANICK, 2011).

Muitas vezes, os inibidores de bomba de protons sdo necessarios na gravidez
em razao dos indices elevados de refluxo acido que decorre da diminuigdo de ténus
no esfincter esofagico inferior, induzida por mudangas hormonais. Também ha
aumento da pressao intra-abdominal de um utero dilatado, o que piora a severidade
de nauseas e vomitos. Mas € importante salientar que a exposigcao intrauterina ao
inibidor ndo foi associada com aumento de risco de malformagdao congénita,
mortalidade ou morbidade (MATOK et al., 2012).

Por fim, o omeprazol pode induzir a permeabilidade gastrica para digoxina
pelo aumento do pH. O aumento observado no fluxo gastrico apds tratamento com
esse medicamento € continuo e quase imediato, abrindo a barreira paracelular
gastrica acima do duodeno (GABELLO, 2010). Assim, sendo o duodeno o

“destinatario” do conteudo gastrico, este sera afetado pelo pH do lumen gastrico.
2.4.2 Antagonistas histaminérgicos do tipo 2

Os antagonistas dos receptores tipo 2 da histamina (H2) inibem a producao
de acido por competir reversivelmente com a histamina pela ligagao aos receptores
H2 na membrana basolateral das células parietais.

A cimetidina é o mais antigo dos antagonistas de receptor H2 empregados
clinicamente e profilaticamente em condicbes que possam aumentar
consideravelmente a acidez (SAMPAIO et al., 1979; KUBECOVA et al., 2011). Em
humanos é absorvida com rapidez no trato gastrintestinal passando pelo
metabolismo hepatico, estando biodisponivel em cerca de 70% apéds
administragado oral (PEDERSEN; MILLER, 1980). A meia-vida plasmatica dura
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cerca de uma a duas horas, mas pode ser prolongada na presenca de
hepatopatia, alimento ou nefropatia. A excregao é através da urina, com 60% do
farmaco inalterado, por filtracdo glomerular e secrecao tubular. O restante é
biotransformado em sulféxido inativo.

Apos a administragéo, ocorre supressao de secregado de acido gastrico por
um periodo de duas horas a oito horas (SAMS et al., 1997). Neste sentido, a
cimetidina tem efetividade menor que a do omeprazol (URIBARRENA et al., 1994;
GISBERT, 2006).

2.4.3 Carbenoxolona

De acgao anti-inflamatéria e citoprotetora, a carbenoxolona € um mucotréfico
derivado das raizes e dos rizomas do alcaguz. Seu mecanismo de acao se relaciona
com o0 aumento dos niveis de prostaglandinas ao inibir as enzimas que promovem
seu catabolismo. Niveis elevados de prostaglandinas aumentam a secreg¢do de
muco e bicarbonato, por consequéncia 0os mecanismos de protecdo da mucosa
contra acido cloridrico e pepsina. Além desse mecanismo, ela aumenta os niveis de
adenosina- monofosfato ciclico por inibicdo das fosfodiesterases da mucosa e por
inibicdo da secrecao de pepsina. No entanto, o aumento da produgdo de muco
intestinal e sua atividade mineralocorticoide inviabilizaram sua utilizacdo terapéutica
(STEWART et al., 1990; BIGHETTI; ANTONIO; DE CARVALHO, 2002).

2.5 Drogas com agao ulcerogénica

2.5.1 Anti-inflamatérios ndo esteroides

Os anti-inflamatérios nao esteroides como a indometacina sdo farmacos cujo
efeito inclui, ainda, o efeito analgésico e o antipirético. A indometacina derivada do
acido indolacético e o mecanismo de agao consiste na inibicdo da cicloxigenase
(COX), portanto na inibicdo da producdo de prostaglandinas e tromboxanos
(KAPUR; CHANG, 2007). A indometacina é um inibidor ndo seletivo, inibe as
mesmas enzimas de forma reversivel e nao seletiva. As agdes anti-inflamatéria,
antipirética e analgésica decorrem da inibicdo da COX-2 (produzida de forma
induzida), enquanto os efeitos indesejaveis resultam da inibigdo da COX-1

(produzida de forma constitutiva). Os efeitos colaterais incluem gastrite (podem
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provocar hemorragia por lesdes de ulceras pépticas), disfungcdo plaquetaria,
comprometimento renal e broncoespasmo (TAKEUCHI; AMAGASE, 2018).

As drogas anti-inflamatérias néo esteroides (DAINE) s&o amplamente
utilizadas ha séculos no tratamento e prevencéo de varios disturbios. Os beneficios
terapéuticos das DAINE incluem alivio da febre, dor e inflamacédo (CILLIERS;
ADLER; SALOOJEE, 2015; CREMONESI; CAVALIERI, 2015; ENTHOVEN, et al.,
2016). Porém, as DAINE podem aumentar o risco de desenvolver ulcera gastrica,
acidente vascular encefalico e sangramento gastrintestinal (KANG et al.,, 2011;
DEHMER, et al., 2016). A indometacina, utilizada neste estudo, € comumente usada
e considerada um modelo experimental clinicamente apropriado para a indugao de
ulcera gastrica (ZAGHLOOL et al. 2019).

A agressao das DAINE ao trato gastrintestinal continua a ser um impedimento
severo ao seu uso para tratar doencgas inflamatorias crénicas (NG; CHAN, 2010;
ARAFA KESHK et al., 2017). Os mecanismos pelos quais esses medicamentos
produzem danos no estdbmago sao subdivididos em agdes locais (topicas) e acdes
sistémicas (WALLACE, 2008).

Um dos primeiros efeitos reconhecidos das DAINE na mucosa gastrica foi sua
capacidade de reduzir o fluxo sanguineo da mucosa, tornando-a mais suscetivel aos
danos induzidos por irritantes luminais prejudicando, desta forma, o processo de
cicatrizagdo (WALLACE; MCKNIGHT, 1990; WALLACE, 2000; BRZOZOWSKI et al.,
2001). Wallace (2001b) mostrou que além do fluxo sanguineo reduzido, o acumulo
de neutréfilos na mucosa gastrica contribuiu para a patogénese da ulcera induzida
pelas DAINE. Além disso, verificou-se que a administracdo destas desencadeia a
adesao de leucécitos (sobretudo neutréfilos) ao endotélio vascular (ASAKO et al.,
1992; WALLACE et al., 1993; HUDSON et al., 1993).

A adesao leucocitaria induzida pelas DAINE parece ser mediada pela
expressdo da molécula de adesédo intercelular (ICAM)-1 no endotélio vascular
(WALLACE et al.,, 1993; ANDREWS; MALCONTENTI-WILSON; O’BRIEN, 1994).
Provavelmente, o efeito gastroprotetor exercido pelo tacrolimo no presente trabalho
deriva de sua capacidade de inibir a expressdo de ICAM-1 e, consequentemente, a
adesao de leucécitos (HU et al., 2017; DUTTA et al., 2017).
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2.5.2 Etanol

O uso de etanol na indugao de ulceras € realizado através de procedimentos
simples e reprodutiveis, com a administracado de diferentes quantidades (0,5 a 2 mL)
de etanol concentrado (50-100%). Dependendo da quantidade de etanol
administrada, entre 10 e 40% da porgéo glandular dos estdmagos de ratos e
camundongos se tornam cobertas por lesbes hemorragicas e ulceras, que sao
observadas entre 1-2 horas apdés a administracdo. Estudos feitos com base no
tempo do modelo demonstram que a maior parte das lesdes se forma dentro de 1-3
minutos do contato do etanol com a mucosa (GLAVIN; SZABO, 1992). Por ser um
modelo multifatorial na indugdo de Ulceras gastricas, € amplamente utilizada pela
comunidade cientitica para testar possiveis candidatos com atividade
antiulcerogénica (DE-FARIA et al., 2012; LUIZ-FERREIRA et al., 2012; TAKAYAMA
et al., 2016).

2.5.3 Acido acético

O modelo de ulcera de acido acético tornou-se bem estabelecido na
comunidade cientifica. As razées ao uso frequente como modelo de ulcera cronica
sao: 1- O procedimento de inducao de ulcera é bastante simples. 2- Os modelos de
ulcera se parecem muito com ulceras humanas com caracteristicas patoldgicas e
mecanismos de cura. 3- As Ulceras respondem bem a varios medicamentos
antiulcerogénicos (OKABE; AMAGASE, 2005)

2.6 Tacrolimo

O surgimento de técnicas cirurgicas no inicio do século XX juntamente com os
avangos nos estudos sobre imunossupressores e o0 estabelecimento de transplantes
de érgaos com mais seguranga aumentaram significativamente a expectativa de vida
dos pacientes transplantados.

Na década de 1960, com o0 avango nos conhecimentos imunoldgicos sobre
rejeicdo em transplantes, o uso de imunossupressores comegou a ganhar atencao
na medicina. Dentre eles o tacrolimo, farmaco administrado em transplantes renais,
cardiacos e hepaticos (KNOLL; BELL, 1999; LEE et al., 2015; JUNG et al., 2019).
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A formagao do nome tacrolimo, do inglés tacrolimus, inclui t de Tsukuba,
montanha onde a amostra de solo foi extraida; acrol de macrolideo e imus de
imunossupressor (GUPTA; ADAMIAK; CHOW, 2002). Descoberto em 1984, o
tacrolimo € um farmaco da classe dos macrolideos isolado de Streptomyces
tsukubaensis, uma espécie de actinobactéria.

O tacrolimo € um farmaco utilizado para evitar rejeicdo no transplante de
orgaos, tratar dermatite atdpica, psoriase e artrite reumatoide (McCORMACK;
KEATING, 2006; MARTIN EZQUERRA et al., 2006; NAKAGAWA, 2006; WENTE et
al., 2006; KITAHARA; KAWAI, 2007). Em capsula, quando aberta, o farmaco tem
dispersibilidade rapida e capacidade de se manter em estado solubilizado
independentemente do pH do meio de dissolugcdo (BORHADE; NAIR; HEGDE,
2008).

O efeito imunossupressor do tacrolimo deriva da acao de inibir seletiva e
irreversivelmente a calcineurina e, por consequéncia, a ativagao dos linfocitos T,
prevenindo a formagao de interleucinas responsaveis pela ativagdo e proliferagao
das células T. Além disso, tem um efeito inibitério na imunidade humoral, inibindo a
proliferacdo de células B. Portanto, a atividade imunossupressora de tacrolimo seria
clinicamente evidente pela redugao de linfocitos T e B no sangue periférico e pode
ser usada como marcador farmacodinamico de tal medicamento (BORHADE; NAIR;
HEGDE, 2008).

Assim como a ciclosporina A, outro farmaco imunossupressor, o tacrolimo
pertence a classe de imunossupressores denominados inibidores da calcineurina
(ROEHRL et al., 2004). Mesmo pertencente a mesma classe de imunossupressores,
estudos revelam que o tacrolimo tem acdo cem vezes mais potente que a
ciclosporina A (ALLISON, 2000).

Seu mecanismo de agao envolve a formagado de um imunocomplexo por meio
da ligacdo do farmaco a proteina intracelular FKBP-12. Esse complexo promove a
inibicdo da calcineurina fosfatase, enzima envolvida na desfosforilacdo e
consequente ativagcado do fator nuclear de linfécitos T ativados (NF-AT), fator este
necessario para a expressdo génica de citocinas que ativam os linfécitos T
(ROEHRL et al., 2004). Dessa forma, a inibicdo da calcineurina pelo tacrolimo
bloqueia a producgao e liberagao de citocinas diversas, incluindo fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), interleucina-2 (IL-2) e interferon gama (IFN-y) pelas células T,
com consequente supressao da imunidade (FIG. 4) (VENKATESH et al., 2004).
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FIGURA 4. Mecanismo de agao celular do tacrolimo
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Fonte: adaptado de Dutta e Ahmad (2011)

A atividade da calcineurina depende do célcio que regula a fungdo de uma
variedade de tecidos, controlando cascatas de sinais celulares (BAUKAL et al.,
1994). A calcineurina, expressada também nas células parietais, desempenham
fungdo na mediagédo de agdes secretoras das células parietais gastricas (BROWN;
CHEW, 1989). Desta forma, o tacrolimo ao inibir a calcineurina, inibe também o
aumento da secregdo de pepsinogénio de células tratadas com toxina da célera
(RAUFMAN; LIN; RAFFANIELLO, 1996).
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O tacrolimo foi aprovado pela Food and Drug Administration em 1994 para
uso em transplante de figado e sua utilizagdo estendida para transplantes de rim,
coragao, intestino delgado, pancreas, pulmao, traqueia, pele, cornea e membros
inferiores e superiores (PETERS et al., 1993).

A farmacocinética do tacrolimo é bastante complexa. A biodisponibilidade deste
farmaco é variavel e incompleta, girando em torno de 4 a 89% (BARROS et al., 1987),
com biodisponibilidade oral em criangas de 7 a 55% e adultos de 7 a 32% (LACY et al.,
2011). O pico de concentragdo ocorre com quase duas horas (GRAF. 3). A
biodisponibilidade absoluta varia entre 6% e 56% (média de 25%) em sujeitos

transplantados com varios graus de disfungédo hepatica.
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GRAFICO 3. Curvas de absorcéo de tacrolimo e ciclosporina A
Fonte: adaptado de Smith (2002)

A sua excrecao da-se pela bile apés o metabolismo, sendo aproximadamente
93% pelas fezes e menos de 2% como farmaco inalterado na urina indicando que as
alteragdes na funcao renal ndo afetam a eliminacdo do tacrolimo (CHRISTIANS et al.,
1996). A meia-vida deste farmaco € variavel, de 2,1 a 36 horas, com média de 10 horas
em sujeitos transplantados hepaticos e 23 a 46 horas em voluntarios saudaveis; sua
depuragao plasmatica (clearance) é de 5,8 a 103 mL/min/kg, sendo mais rapida em
criangas e reduzida no caso de disfungdes hepaticas (STAATZ; TETT, 2004).



52

Esse imunossupressor € altamente distribuido em células vermelhas do
sangue. O tacrolimo é eliminado, sobretudo, por metabolismo hepatico, em oito
possiveis metabdlitos — o mais importante € o 31-dimetil tacrolimo, que mostra
mesma atividade que o tacrolimo (in vitro). A eliminagdo do farmaco também é
susceptivel a inducéo e inibicdo de enzimas hepaticas de metabolizagado, indicando
que a disfungdo hepatica prejudicara a eliminacdo do farmaco. Em geral, as
concentragbes plasmaticas do tacrolimo sdo normalmente mais elevadas em sujeitos
com disfungdo hepatica quando comparados com sujeitos com fungéo hepatica normal
(LACY et al., 2011).

A metabolizagdo € mediada pelas enzimas 3A4 e 3A5 do citocromo P450 no
figado e intestino (CHRISTIANS et al, 1996; PREISSNER et al, 2010). Ja foram
identificadas 57 CYPs humanas ordenadas em 18 familias e 43 subfamilias. A CYP3A4
pode metabolizar ao menos 422 drogas (PREISSNER et al., 2010). As enzimas CYP3A
catalisam a oxidagdo de varias drogas lipofilicas: inibidores da calcineurina, nifedipina e
eritromicina (MATSUDA et al., 1996).

As espécies usualmente utilizadas em estudos pré-clinicos sé&o
camundongos, ratos, cades, coelhos e macacos. Entretanto, o metabolismo de
farmacos nessas espécies nem sempre representa as mesmas etapas metabdlicas
envolvidas na biotransformagdo humana. Em humanos as isoformas do CYP 450
sdo as responsaveis por 90% do metabolismo dos farmacos atualmente no
mercado, destacando-se as subfamilias 3A4, 2D6, 2C9, 2C19, 2E1 e 1A2 (SHEAR;
APILBERG, 1988). Em outras espécies animais, entretanto, ndo sdo observadas as
mesmas enzimas predominando na biotransformacao de farmacos. Em ratos, por
exemplo, as enzimas participantes em maior extensao pertencem as subfamilias
1A1, 1A2, 2A1, 2B1, 2B2, 2C11, 2D1, 2E1 e 3A1. Pode-se observar que a enzima
em comum entre humanos e ratos, pertencem a familia CYP1A2, entretanto sua
contribuigdo no metabolismo humano nao é majoritaria (ANDRADE et al., 2013). No
entanto, por serem modelos mais parecidos com humanos, estudar as possiveis
interacdes utilizando animais de experimentacdo pode trazer contribuicbes para a
pratica clinica.

Particularmente, a enzima CYP3A5 desempenha fungdo importante na
farmacocinética do tacrolimo (DAI, 2006). A coadministragdo de rifampicina, um
indutor do CYP3A, reduz significativamente a biodisponibilidade do tacrolimo no

intestino. Por outro lado, o cetoconazol, inibidor potente da CYP3A, aumentou a
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biodisponibilidade de tacrolimo em sujeitos com transplante renal (ZHENG et al.,
2012). Segundo Hosohata et al. (2009), estudos sobre transplantes de figado
apresentaram associagao significativa entre polimorfismos nos genes CYP2C19 e
CYP3AS e doses ajustadas de tacrolimo.

O tacrolimo ndo tem interferéncia da bile na absorg&o, o que é uma vantagem
relevante no caso de transplantes hepaticos: leva a uma ac¢ao mais eficaz desse
medicamento (VENKATARAMANAN et al., 1991; 1995).

Na distribuicdo, o tacrolimo apresenta afinidade de 99% com as proteinas
plasmaticas, em especial a albumina e alfa-1-glicoproteina acida.

Existem numerosos fatores envolvidos na administracdo de medicamentos
por via oral. No entanto a biodisponibilidade oral observada de um agente
terapéutico particular pode ser influenciada em varias situagbes: na entrega para o
intestino (esvaziamento gastrico, pH, comida), absor¢do do Iumen (dissolugéo,
lipofilicidade, tamanho de particula, captacéo ativa), metabolismo intestinal (fase |
e/ou fase Il, enzimas), extrusao ativa (bombas de efluxo de drogas), e subsequente
extragao hepatica de primeira passagem (WACHER et al., 1998).

Pacientes em terapia plurimedicamentosa necessitam de monitoramento
periodico, especialmente quando utilizam medicamentos com margem terapéutica
estreita como o tacrolimo. Assim, faz-se necessario acompanhamento periddico dos
metabdlitos produzidos por esses farmacos no organismo, destacando-se os
imunossupressores (ELLENHORN et al., 1990; GARCIA et al., 2004).

O tacrolimo apresenta grau elevado de variabilidade interpaciente e
intrapaciente e pode ter efeitos secundarios potencialmente graves, como rejeigao
do o6rgéao transplantado no caso de uma dosagem medicamentosa muito baixa ou
nefrotoxicidade, neurotoxicidade, perturbacbes gastrintestinais, diabetogénese,
hipertensdo e complicagées malignas quando usado em doses mais altas (STAATZ;
TETT, 2004; WALLEMACQ et al., 2009).

Barbarino et al. (2013) relataram, em uma revisdo sistematica, que o tacrolimo
apresenta forte correlacao inversa entre a relagao concentragao/dose desse farmaco
e niveis de P-gp durante os primeiros sete dias apos o transplante de figado. Além
dos enterécitos, a P-gp transporta drogas em membranas de hepatdcitos, néfrons e
linfocitos. Portanto, a concentracdo real de tacrolimo disponivel para
imunossupressao dentro dessas células pode ser influenciada pelo seu teor de P-gp.
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Interagdes medicamentosas ocorrem, acima de tudo, quando o tacrolimo é
coadministrado com inibidores ou indutores do CYP3A ou P-gp (FIG. 5). Além de
polimorfismos genéticos do receptor e do doador, uma grande variedade de fatores
nao genéticos € capaz de influenciar a farmacocinética de tacrolimo: populagéo
transplantada estudada, tempo do transplante, formulagdo da droga administrada,
funcdo hepatica do paciente, tamanho do aloenxerto, idade do paciente, etnia e
peso, niveis de hematdcrito, albumina e lipoproteina do paciente, ritmo circadiano,
coadministragdo com alimentos, diarreia e medicagbes concomitantes que induzem
ou inibem a CYP3A ou P-gp. Em conclusdo, os autores relataram que a
inconsisténcia geral dos estudos pode estar relacionada com a variabilidade étnica,
0 numero pequeno de pacientes e ensaios farmacocinéticos inespecificos. Estudos
maiores e metanalises que presumam a etnia e o gendtipo do doador e do receptor

podem ajudar a resolver parte dessa variabilidade.

FIGURA 5. Papel da P-gp e CYP3A4/5 no manejo entero-hepatico de tacrolimo

INTESTINO

LUMEN SANGUE

Simbolos azuis e verdes representam a forma inalterada e
metabolito, respectivamente
Fonte: adaptado de Masuda e Inui (2006)
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Além disso, mais estudos sobre a farmacocinética, farmacodindmica e
aspectos genéticos desses medicamentos devem contribuir para o trabalho médico
quanto a evitar os efeitos colaterais graves associados ao tacrolimo (FIG. 6). A
genotipagem no pré-tratamento com esse farmaco pode prevenir efeitos adversos
como a nefrotoxicidade, rejeicdo ou neurotoxicidade, além do impacto significativo

sobre a saude e bem-estar dos pacientes.

FIGURA 6. Estrutura quimica do tacrolimo
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Fonte: Itoh e Navia (1995)

Armstrong e Oellerich (2001) sugeriram que a administracdo do tacrolimo
apo6s transplantes hepaticos e renais apresenta eficacia elevada contra a rejei¢ao

aguda; porém, os efeitos colaterais nefrotdxicos e neurotdxicos tém sido frequentes.
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O tacrolimo pode ser o imunossupressor de escolha para minimizar desconfortos
gastricos e diminuir os riscos de instabilidade das drogas imunossupressoras. Em
relato de caso sobre um transplante de pulmdo, um sujeito teve a ciclosporina
substituida pelo tacrolimo e apresentou melhora significativa na disfungéo gastrica
(PIRSCH et al., 2000). Apesar desses resultados, desconforto gastrico e
gastroenterite sao efeitos colaterais ainda presentes nos pacientes tratados com
tacrolimo (BAUMGART; MACDONALD; FEAGAN, 2008).

2.6.1 Tacrolimo em gestantes

Trabalhos realizados com o monitoramento de tacrolimo durante a gestagao
sugeriram que a atividade intrinseca da CYP3A aumenta em cerca de 25% a 100%
durante a gestacdo. O volume sanguineo cresce, diminuindo a concentracdo de
hematdcrito e a concentragdo de proteinas plasmaticas. Essas mudancas
contribuem para aumentar a fracdo livre do tacrolimo no plasma. Na gestagéo, as
concentracdes de tacrolimo nao ligados podem quase duplicar antes do parto, do
que podem advir implicagdes clinicas importantes (ZHENG et al., 2012).

Segundo Zheng et al. (2012) deve-se dosar o tacrolimo durante a gravidez e
pos-parto para manter as concentragbes minimas do farmaco no sangue da
gestante. Kainz et al. (2000), em uma analise retrospectiva de cem gestacdes de 84
mulheres que receberam tacrolimo para imunossupressdo terapéutica antes e
durante a gestacdo, 71 evoluiram, resultando em 68 nascimentos; e 24 nao
evoluiram, gerando abortos espontdneos ou eletivos. Quatro dos nascidos
sobreviventes tinham malformagdes congénitas, enquanto nenhum dos 24 fetos
abortados exibiu malformacdes detectaveis. A idade gestacional foi fornecida por 63
dos recém-nascidos, revelando a taxa de prematuridade de 59%. Embora a média
de peso ao nascer tenha sido 2.573 gramas, apenas 10% das criangas estavam fora
da faixa de peso. Vale ressaltar que as pacientes além do uso do tacrolimo, tinham

comorbidades que provavelmente interferiram nos resultados encontrados.
2.6.2 Administragéo oral do tacrolimo

Embora muitos farmacos sejam lipofilicos o suficiente para atravessar
passivamente as membranas celulares, sabe-se que muitos deles precisam ser

transportados ativamente para o interior das células. Esse fato apresenta
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consequéncias significativas quanto a biodisponibilidade oral (transporte nos
enterocitos ou excregao ativa na luz intestinal), ao metabolismo hepatico (transporte
nos hepatdcitos para o metabolismo enzimatico e excregcéo na bile) e a depuragao
renal (transporte nas células tubulares proximais e excre¢ao na luz tubular). Esses
processos sdo mediados por moléculas importantes. A proteina de resisténcia a
multiplas drogas 1 (MDR1) transporta ativamente compostos de volta a luz intestinal.
Esse processo limita a biodisponibilidade oral de varios farmacos (ZHANG et al.,
2006).

Hashida (2001) sugeriu que a posologia do tacrolimo deve ser definida com
consideragao de alguns fatores, como a variagao intestinal do gene MDR1: quanto
maior for sua expressdao, menor sera a biodisponibilidade desse medicamento
imunossupressor.

O transportador de drogas transmembranares P-gp, produto do gene MDR1,
funciona como bomba de efluxo de drogas, dependente de adenosina trifosfato
(ATP), responsavel pelo transporte de efluxo de xenobidticos, incluindo farmacos,
para a parte externa das células do figado, rins, cérebro e trato gastrintestinal. A
P-gp afeta a farmacocinética de farmacos estruturalmente e farmacologicamente
distintos. Uma inibicdo ou indu¢do da P-gp mediante a coadministracdo de
farmacos, alimentos ou constituintes de extratos vegetais pode resultar em interagéo
farmacocinética, causando toxicidade ou subtratamento. A P-gp tem a funcéo de
protegcdo contra agentes estranhos ao organismo, excretando esses componentes
na bile, na urina e no lumen intestinal, além de prevenir sua acumulagéo no cérebro
(ZHANG et al., 1998).

Os inibidores da P-gp como o omeprazol podem aumentar a acumulagao
intracelular de seus substratos através da diminuicdo do transporte de efluxo desses
substratos, da porcao basal para a apical das células; acima de tudo, na parede
intestinal para o seu lumen, podendo aumentar a absor¢do de medicamentos e,
assim, elevar a concentracdo sérica (HEBERT, 1997; TAKANO; YUMOTO;
MURAKAMI, 2006). O aumento da permeabilidade ao farmaco apds a inibigao da
P-gp permite uma previsdo razoavel do provavel impacto que a P-gp tera sobre os
niveis desse farmaco no plasma apds a administragdo oral (GRAF. 4). No intestino,
os niveis elevados de P-gp expressos podem limitar diretamente a absorg¢ao pela via
oral (COLLETT et al., 2004).
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GRAFICO 4. Absorgdo de um substrato no limen intestinal com um inibidor da P-gp
Fonte: adaptado de Takano, Yumoto e Murakami (2006)

Oellerich et al. (1998) demonstraram que o nivel residual minimo do
tacrolimo no sangue total deve ser mantido entre 5 e 15 ng/mL, para obter 6tima
eficacia e seguranca em sujeitos transplantados renais.

Segundo a portaria que regulamenta o protocolo clinico e as diretrizes
terapéuticas para imunossupressao no transplante renal, a administracao deve
ser de 0,1 a 0,2 mg/Kg de peso, duas vezes ao dia, por via oral. Como protocolo
inicial do tratamento, propde-se usar ciclosporina ou tacrolimo nos tratamentos
para imunossupressao. Assim, recomenda-se o monitoramento da dosagem de

ambas as drogas no sangue, através de exame laboratorial especifico semanal



59

nos trés primeiros meses, mensal no primeiro ano e bimestral/trimestral apos
esse periodo. A dose deve ser ajustada para manter a concentragdo sanguinea
do tacrolimo em torno de 10 ng/mL nos primeiros seis meses poés-transplante e
entre 5 a 8 ng/mL apods esse periodo. Esse monitoramento clinico dos niveis de
tacrolimo e/ou ciclosporina deve ser realizado com hemograma, dosagens séricas
de glicose, creatinina, lipideos, eletrélitos e enzimas hepaticas (BRASIL, 2012).

Recomenda-se administrar o tacrolimo de liberagdo prolongada uma vez ao
dia, com o estdbmago vazio, pelo menos uma hora antes ou duas horas apds uma
refeicdo, engolir inteiro, ndo mastigar, esmagar ou dividir (ASTELLAS, 2015). O
tacrolimo de liberagao imediata pode ser administrado duas vezes ao dia, ingerir
com um copo d’agua, sem ou com alimentos, em caso de intolerancia
gastrintestinal (ASTELLAS, 2018).

2.6.3 Possiveis interagdes entre tacrolimo e inibidores da bomba de protons

O omeprazol tem seu metabolismo mediado pela agado da enzima
citocromo P450 (ANDERSSON et al., 1993; PEARCE; DAVID; GOLDSTEIN,
1996), mais especificamente pelos gendtipos CYP2C19, CYP3A4 e CYP3AS5,
inibindo a atividade da CYP2C19 e induzindo a atividade da CYP1A2
(WAGNER et al., 2011). Os inibidores da bomba de prétons sdo administrados
com o tacrolimo em pacientes que sofrem ou ndo de doencgas gastricas em
decorréncia de transplantes. Como o tacrolimo e esses inibidores dividem a
mesma via metabdlica (CYP3A4), ocorrem interagdes medicamentosas quando
os dois sdo administrados em conjunto (TAKAHASHI et al., 2007; KATSAKIORI
et al., 2010).

O omeprazol é metabolizado, em sua maioria, pela via CYP2C19 e, em
sua minoria, pela via CYP3A4. Em caso de mutacao do gene CYP2C19, ou na
administragdo de altas doses (>40mg/dia), a via CYP3A4 torna-se a principal
via de eliminagdo do omeprazol, levando a inibicdo do metabolismo do
tacrolimo (MOREAU et al., 2006; KATSAKIORI, 2010). Estudos realizados por
Christians et al. (1996) e Matsuda et al. (1996) utilizando figado humano
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observaram que o omeprazol inibe a mediacdo da via CYP3A4 do tacrolimo
por competitividade.

Em estudos com sujeitos transplantados com alteragdes nos genes
CYP2C19, Homma et al. (2002) e Hosohata et al. (2008) encontraram
interagdbes droga—-droga do lansoprazol com o tacrolimo; porém, néao
encontraram interagbes com o rabeprazol. Assim, pode-se sugerir o uso deste
ultimo em sujeitos apds sofrerem transplantes. Hosohata et al. (2009)
descreveram interagcdes droga—droga clinicamente relevantes entre o tacrolimo
e o omeprazol em sujeitos variantes do gene CYP2C19. Como os genes
CYP2C19, CYP3A4 e CYP3A5 sao responsaveis pelo metabolismo dos
inibidores da bomba de prétons, ha uma inibicdo do metabolismo de tacrolimo
mediado pelo gene CYP3A4 e CYP3A5 em sujeitos que possuem alelos
variantes do gene CYP2C19, elevando assim a concentracdo desse farmaco
nao metabolizado no sangue.

Alteracdes no gene CYP3AS5 podem revelar interagao potencial de drogas
mediada pelo gene CYP3A4, responsavel pelo metabolismo do tacrolimo e do
omeprazol. O gene CYP3A5 pode ser responsavel por mais de 50% da via
hepatica da familia CYP3A em individuos que expressam essa alteracao
genética. Assim, esse fator genético é o responsavel maior pela variagao
farmacocinética de drogas metabolizadas via CYP3A. Polimorfismos do gene
CYP3AS5 apresentam relevancia para o metabolismo do tacrolimo quando
comparados com os do gene CYP3A4. Um polimorfismo mais relevante no gene
CYP3A5 é o CYP3A5*1 (A6986G), localizado no intron trés (KATSAKIORI et al.,
2010). Em seus estudos, Tsuchiya et al. (2004) sugeriram que a avaliagao pré-
transplante de polimorfismos da CYP3A5 (GRAF. 5) poderia ser uma medida util
para determinar a dose apropriada de tacrolimo e, assim, minimizar riscos de

subimunossupressao ou sobreimunossupressao.
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GRAFICO 5. Concentracdes de tacrolimo com polimorfismo da CYP3A5
Fonte: adaptado de Renders et al., 2007

Além disso, sendo o omeprazol um inibidor da P-gp (TAKANO; YUMOTO;
MURAKAMI, 2006), proteina que exerce o efluxo de substratos, especialmente da
parede intestinal para o seu lumen, pode aumentar a absorcdo de medicamentos e
elevar a concentragao serica.

As interagdes farmacoldgicas entre tacrolimo e omeprazol sdo sempre
descritas em relagdo a via metabdlica comum (CYP3A4 e P-gp) usada por ambos os
medicamentos. Disso podem resultar elevacdes da concentragdo plasmatica de
tacrolimo (BENTATA, 2019).

Contudo, além das interagdes acima expostas, estudos mostram que o pH

alcalino favorece a absorcéo do tacrolimo, sendo mais bem absorvido no duodeno e
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no jejuno do que no estdmago (STAATZ; TETT, 2004; VENKATARAMANAN et al.,
1995; TSUCHIYA et al., 2004; PELOSO et al., 2014).

2.6.4 Tacrolimo como antiulcerogénico

Itoh et al. (2002) demonstraram que tacrolimo suprimiu significativamente a
secrecdo de acido gastrico de maneira dose-dependente. Esses resultados
fornecem evidéncias de que calcineurina € essencial para a transdug¢ao de sinal para
a secrecao acida em células parietais gastricas. Embora tenha sido relatado que o
tacrolimo previne formacdo de Uulcera gastrica induzida por estresse, seus
mecanismos de agao antiulcerogénico ndo foram confirmados. Os efeitos sao
derivados, em especial, da supressao de secrecao de acido gastrico por inibicdo da
calcineurina. Além do efeito imunossupressor, o tacrolimo apresenta propriedades
anti-inflamatdrias ao inibir a sintese de citocinas inflamatérias, como fator de necrose
tumoral -a e a interleucina -1B. Esse fator € uma citocina produzida e liberada, acima
de tudo, por macréfagos, além de ser considerada um mediador principal da
inflamacéao (VIGIL et al., 2008).

2.7 Papel da Glicoproteina P no efluxo de drogas

Muitos farmacos, administrados por via oral devem superar varias barreiras
antes de chegar ao local de destino. O primeiro grande obstaculo a atravessar € o
epitélio intestinal, o intestino delgado representa o principal local de absor¢ao para
qualquer composto ingerido, seja dietético, terapéutico ou toxico.

Proteinas de efluxo localizadas na membrana apical das células intestinais,
entre elas a glicoproteina P (P-gp), podem levar os compostos de dentro da célula
de volta ao lumen intestinal, impedindo ou diminuindo sua absor¢ao para o sangue,
formando uma primeira linha de defesa, barreira seletiva para drogas e xenobioéticos.
A P-gp esta, portanto, idealmente posicionada para limitar a absor¢cédo de compostos,
dirigindo-o de volta ao lumen, agindo como um desintoxicante e influenciando a
biodisponibilidade oral da droga (CHAN; LOWES; HIRST, 2004).

A P-gp pertence a grande familia ABC (ATP-binding cassette) e tem 1.280
aminoacidos. Estudos mostraram que a bolsa de ligagcdo ao farmaco esta na
interface dos dominios transmembranares e pode ligar-se, simultaneamente, a

dois substratos de farmacos diferentes. Conhecida como gene de resisténcia a



63

multiplas drogas (MDR1), foi descrita pela primeira vez em células tumorais
resistentes a varios agentes anticancerigenos. Funciona como bomba que transloca
seus substratos do dominio intracelular para o extracelular. N&do por acaso, é
considerada uma das transportadoras mais importantes para disposicado de drogas
em humanos. Os transportadores de drogas tornaram-se cada vez mais importantes
para compreender as propriedades farmacocinéticas (incluindo absorgéao,
distribuicdo e excrecgao) e as interagdes de drogas (FIG. 7).

Ao lado das enzimas metabolizantes, P-gp € creditada como mecanismo
central de protecao contra xenobidticos potencialmente téxicos (SHAPIRO et al.,
2001). Alem disso, como resultado de sua localizagdo anatémica, ela funciona de
trés maneiras principais: limitando a entrada de drogas no corpo apos a
administragdo oral de medicamentos como resultado de sua expressao luminal
(apical) na membrana de enterodcitos; fomentando sua eliminagdo em bile e urina
como resultado de sua expressdo na membrana canalicular dos hepatdcitos e na
membrana luminal das células do tubulo proximal nos rins e limitando a
penetracdo da droga em tecidos sensiveis (por exemplo, no cérebro, nos
testiculos, nos linfocitos e na circulagéo fetal) (FROMM, 2004).

Thiebaut et al. (1987) determinaram a localizacdo da P-gp em tecidos
humanos. Constatou-se que a proteina estava concentrada no figado,
exclusivamente na frente canalicular biliar dos hepatocitos e no apice da
superficie das células epiteliais em pequenos ductos biliares. No célon e jejuno
apresentam niveis elevados no apice das superficies de células epiteliais
colunares superficiais. Os autores sugerem que a proteina tem fungdo na
secrecao normal de metabdlitos e certos farmacos anticancerigenos para a bile,
urina e diretamente no lumen do trato gastrintestinal.

A P-gp também pode afetar o metabolismo intestinal de farmacos,
controlando o acesso deste a enzima metabolizadora intracelular. Estudos
sugerem que o sistema de efluxo da P-gp e o metabolismo do CYP3A estejam
ligados e limitem a passagem de xenobiéticos, incluindo farmacos, através do
enterdcito. Neste, a disposigado espacial da P-gp (na membrana apical) e a do
CYP3A (no reticulo endoplasmatico) indicam que a P-gp deve controlar o acesso
de farmacos ao metabolismo intracelular do CYP3A. Neste sentido, € importante
monitorar as interagcdées medicamentosas, em particular com os inibidores da P-gp
(CUMMINS, 2002).
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A coadministracdo de farmacos associada a drogas indutoras ou inibidoras da
P-pg pode induzir a interagdes medicamentosas capazes de reduzir ou potencializar
a eficacia terapéutica (GALLO et al., 2019).

FIGURA 7. Modelo de transporte mediado pela P-gp

O substrato de droga é desidratado a medida que se difunde do meio aquoso na bicamada
lipidica da membrana celular. A droga é extraida pela P-gp ou difunde-se na bolsa de
ligacdo do farmaco. Durante a hidrélise da adenosina trifosfato (ATP), o substrato da droga é
reidratado. A hidrélise da ATP provoca mudangas conformacionais, com rotacdo de hélices
na bolsa de ligacdo ao farmaco. A mudanga na estrutura na bolsa muda a P-gp de uma
afinidade relativamente alta para um estado de baixa afinidade, resultando na expulsao do
substrato da droga para o meio extracelular.

Fonte: adaptado de Loo, Bartlett e Clarke (2004)
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3 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Mesmo considerando que os modelos experimentais usados neste estudo estéo
longe de representar um paciente transplantado, a utilizagdo de animais na pesquisa
com a finalidade de compreender os fendbmenos bioldgicos, sempre esteve presente
na vida do ser humano. E um importante recurso que possibilitou indmeras
contribuicbes para o cuidado a saude com tratamentos para diversas doengas.
Muitas das grandes conquistas na area da saude, que hoje salvam milhares de
vidas, nao teriam sido alcancadas sem estudos que envolveram experimentagao
animal.

Apesar da prescricdo do omeprazol ser feita com bastante critério, algumas
vezes pode ser prescrito sem necessidade, sendo bastante popular o seu uso.
Devido a sua eficacia e seguranga comprovadas, sdo considerados como um
medicamento “milagroso e sem muitos efeitos colaterais”, pelos pacientes, que o
solicita em sua prescricdo médica.

Assim a interacao interprofissional € importante para ajudar a esclarecer ao
paciente, os mecanismos pelos quais os medicamentos podem ajuda-lo ou

prejudica-lo.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivos gerais

Verificar a atividade antiulcerogénica de tacrolimo e a concentragdo sérica
apdés o uso concomitante com omeprazol em modelo animal de experimentagao.
Desta forma, objetivamos demonstrar a importdncia do acompanhamento
farmacéutico junto a equipe multidisciplinar no tratamento medicamentoso quanto a
efetividade, seguranca e forma adequada do uso do omeprazol. Por fim, objetivamos
evitar o uso descontextualizado e/ou exagerado de protetores gastricos para
transplantados que possui um grau de complexidade muito alto em relagdo a outras

comorbidades.

4.2 Objetivos especificos

Avaliar:

e A atividade antiulcerogénica do tacrolimo em dois modelos classicos de
inducao de ulcera gastrica em ratos Wistar;

e 0 potencial cicatrizante envolvido na atividade antiulcerogénica do
tacrolimo;

e avariacado do pH gastrico induzida pelo tacrolimo;

e a influéncia da variacado do pH gastrico na concentracdo sérica de
tacrolimo (em duas horas) quando administrado na presenga ou

auséncia de omeprazol.



5 MATERIAL E METODO

5.1 Drogas

As drogas utilizadas foram o omeprazol na forma de xarope (Farmacia Farma
Tartuci, Cataldo, GO), acido acético (Synth, SP), etanol absoluto (Merk© KGaA,
Darmstadt, Alemanha), cimetidina, carbenoxolona e indometacina (SIGMA Chemical
Co., Saint Louis, Estados Unidos), tacrolimo (Libbs, S&o Paulo, SP), cetamina (Ceva,
SP), xilazina (Ceva, SP). Todos os reagentes tinham grau elevado de pureza. As
drogas solidas foram dissolvidas em solugdo salina a 0,9% ou solugdo de

bicarbonato de sodio a 5%.

5.2 Animais

Para avaliar as atividades antiulcerogénica e cicatrizante, a concentragao
sérica e o pH gastrico com uso de tacrolimo, foram utilizadas fémeas de ratos Wistar
(cinco animais por grupo) pesando entre 150 gramas e 250 gramas, todos
provenientes do Centro de Bioterismo e Experimentacdo Animal da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU). Os animais foram aclimatados as condi¢gbes do
biotério local por cerca de quinze dias antes dos ensaios experimentais, sob
temperatura de 21 + 2°C, umidade relativa do ar em torno de 60 £ 1% e ciclos
claro/escuro controlados de doze horas. Os animais foram alimentados com dieta
certificada (Presence Neovia®), com livre acesso & agua e distribuidos ao acaso nos
grupos experimentais.

Os periodos de jejum a que foram submetidos seguem os preconizados para
cada metodologia empregada. Os protocolos experimentais tiveram aprovagédo do
Comité de Etica de Utilizagdo de Animais da Universidade Federal de Uberlandia
(vide protocolo 137/15). Os animais foram preservados conforme as declaragcbes
éticas que seguem as diretrizes para cuidados com animais conforme a Lei Arouca

(Lei 11.794/2008). Todos os experimentos foram iniciados no periodo da manha.
5.3 Ulcera gastrica induzida por etanol

Os animais foram divididos em cinco grupos de tratamento, em jejum de doze
horas antes de receber uma dose oral do veiculo (solugdo salina 10 mL/kg; Synth,

Diadema, SP), carbenoxolona (100 mg/kg, Sigma-Aldrich, St. Louis) e tacrolimo (1, 3



68

e 6 mg/kg; Libbs, Sdo Paulo). Apos sessenta minutos, todos os grupos foram
tratados oralmente com 1 mL de etanol absoluto (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemanha) para a indugéo de ulcera gastrica (MORIMOTO et al., 1991). Uma hora
ap6s, houve a eutanasia dos animais (por overdose de CO;), para que seus
estdbmagos pudessem ser excisados e o conteudo gastrico fosse aspirado (FIG. 8).
Cada estdbmago foi incisado ao longo da curvatura maior e examinado quanto a
lesbes hemorragicas lineares na regidao glandular. Para avaliar a area da leséo,
utilizamos o programa AVSoft (AVSoft BioView, AVSoft Softwares Laboratoriais,
Campinas, SP), onde as imagens coletadas dos estdbmagos abertos foram
analisadas e os resultados foram expressos como area total ulcerada (mm?). Para tal
analise, delimitamos uma area total da imagem e colorimos as areas lesionadas.
Logo apds, utilizamos o software para leitura de cada parte colorida e subtracdo da
area total (BARBASTEFANO et al., 2007).

FIGURA 8. Esquema do experimento (Ulcera gastrica induzida por etanol)

12 horas Etanol absoluto

de jejum (1 mL)vo Eutanasia

Salina 0,9%
10 mL/Kg) vo

VEICULO

CARBENOXOLONA

TCR
(1, 3 e 6 mg/Kg) vo

Oh 1h 2h

TCR - tacrolimo; n — animais por grupo
Fonte: dados da pesquisa — leiaute: Leonardo Peloso

5.4 Ulcera gastrica induzida por indometacina

A Ulcera gastrica induzida por indometacina foi conduzida de acordo com
Hayden, Thomas e West (1978). Os animais foram privados de alimento por doze
horas e divididos, aleatoriamente, em cinco grupos experimentais. Em primeiro lugar,
foram tratados oralmente com solugao salina, cimetidina (100mg/kg; Sigma-Aldrich,

St. Louis, Estados Unidos) ou tacrolimo (1, 3, e 6 mg/kg; Libbs, Sdo Paulo). Apos



69

trinta minutos, foi administrada indometacina (30 mg/kg; Sigma-Aldrich, St. Louis),
dissolvida em solug&o de bicarbonato de sodio a 5%, para todos os animais (FIG. 9).
Quatro horas apdés a administragdo da indometacina, foram eutanasiados e seus

estdbmagos, removidos para determinar as lesdes gastricas, como descrito antes.

FIGURA 9. Esquema do experimento (Ulcera gastrica induzida por indometacina)

12 horas Indometacina

de jejum (30 mg/Kg) vo Eutanasia

Salina 0,9%

/10 mL/Kg) vo

VEiCULO

' R f" Cimetidina
o4 L 7 (100 mg/Kg) vo
A7 - CIMETIDINA
TCR
./01, 3 e 6 mg/Kg) vo
TCR

Oh 30 min 4h 30min

TCR - tacrolimo; n — animais por grupo
Fonte: dados da pesquisa — leiaute: Leonardo Peloso

5.5 Ulcera gastrica induzida por acido acético

A Ulcera gastrica induzida por acido acético ocorreu conforme a descricao de
Okabe e Amagase (2005). Sob anestesia com cetamina (10 mg/Kg, via i.p.) e
xilazina (50 mg/Kg, via i.p), a laporatomia foi feita em todos os casos mediante
incisdo epigastrica na linha média. Apos exposi¢cdo do estdmago, 500 uL (v/v) de
uma solugao de acido acético a 80% foi pipetada em uma area delimitada (por tubo
de plastico de seis milimetros de didametro) na camada serosa na parte glandular da
parede anterior. Apds este procedimento, o estbmago foi banhado com solugao
salina para evitar aderéncia a superficie externa da regido ulcerada. Uma vez que o
abdémen foi suturado, os animais puderam ser alimentados normalmente apds a
recuperagao do procedimento cirdrgico (FIG. 10). Logo apds o periodo de
recuperacao (dois dias), os animais foram divididos em grupos: Sham (evitar o viés
de Ulcera por estresse; ndo teve contato com &acido acético), controle (solugao
salina, 10 mL/kg), cimetidina (100 mg/kg; Sigma-Aldrich, St. Louis) e tacrolimo (3
mg/kg; Libbs, Sao Paulo).
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A partir desse experimento foi utilizada somente a dose 3 mg/kg do tacrolimo,
a menor dose mais efetiva nos experimentos anteriores. Adicionalmente, foi a dose
que melhor se ajustou na leitura do aparelho.

Os tratamentos por gavagem foram realizados por um periodo de catorze dias
consecutivos, exceto o grupo Sham, iniciando dois dias apos a cirurgia. Durante
esse periodo, o peso corporal foi registrado diariamente para avaliar a possivel
toxicidade induzida pelos tratamentos (FIG. 11). Os estdbmagos foram fotografados,
e a extensdo das lesdes foi realizada (mm?) pelo programa AVSoft BioView 4.0

(AVSoft Softwares Laboratoriais, Campinas, SP, Brasil).

FIGURA 10. Metodologia de implantagao para indugao de Ulcera gastrica por acido acético
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(A) aplicagdo de 500 uL de acido acético 80% no interior de um cilindro, (B) retirada do
excesso de acido com o auxilio de um cotonete.
Fonte: adaptado de Konturek et al. (2008)

FIGURA 11. Esquema do experimento (Ulcera gastrica induzida por acido acético)

500 pL de acido Inicio do

acético 80% tratamento oral Eutanasia

[ tratamento

Salina (0,9%, 10 mL/Kg) vo

v 4§ " .
L » 7K Veiculo
u ’ Cimetidina (100 mg/Kg) vo

Jei“:j;_““ Cimetidina

TCR (3 mg/Kg) vo

4 TCR

14 dias de tratamento

Implantagédo

TCR - tacrolimo; n — animais por grupo
Fonte: dados da pesquisa — leiaute: Leonardo Peloso
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5.6 Avaliagao dos parametros do suco gastrico

Os animais foram privados de alimento por 24 horas, com livre acesso a
agua. Nesse protocolo experimental os animais foram divididos em quatro grupos
(veiculo, omeprazol, tacrolimo e tacrolimo mais omeprazol).

Animais dos grupos veiculo e tacrolimo receberam previamente, por via oral,
apenas a base para xarope utilizada para o preparo do omeprazol (A base para
xarope foi utilizada para evitar o viés de alcalinizacdo pelo xarope, pois 0 omeprazol
€ acido-labil, sendo estavel em pH alcalino). Ja os animais dos grupos omeprazol e
omeprazol mais tacrolimo receberam omeprazol (20 mg/kg na forma de xarope)
durante cinco dias. No quinto dia, duas horas apdés o tratamento com omeprazol e/ou
base para xarope, os animais do grupo tacrolimo e tacrolimo mais omeprazol
receberam oralmente o tacrolimo (3 mg/kg; Libbs, S&do Paulo). Duas horas apos a
administracdo do tacrolimo, sob anestesia com cetamina (10 mg/Kg, via i.p.) e
xilazina (560 mg/Kg, via i.p), sofreram uma incisédo longitudinal logo abaixo da apdfise
xifoide para localizagdo e amarradura do piloro (SHAY et al, 1945) com
modificagdes em Batista et al. (2004). Duas horas apds, foram eutanasiados, o
estdbmago foi removido, inspecionado internamente e teve seu conteudo drenado
para um tubo de centrifuga graduado e centrifugado a 500 rpm por 10 min (FIG. 12).
O pH do sobrenadante foi registrado com medidor de pH (PA 200, Marconi AS,
Piracicaba). Logo apds o suco gastrico (200 pL) foi submetido a um processo de
titulacdo utilizando NaOH na concentracdo de 0,00177 mol/L. Os resultados finais

foram expressos como mols de H” por litro de suco gastrico.

FIGURA 12. Esquema do experimento (avaliagdo dos parametros do suco gastrico)

Tratament
r:m::rr;:or:m Tratamento [FLREIE Eutanasia
veiculo TCR piloro
Base p/ XP (10 mL/kg) vo ] Salina 0,9% vo .
/eff..ﬁ ..... (10 LAk gve a0V o] Veiculo
& OMP (20 mg/Kg) vo Salina 0,9% vo
| e e OMP
2\/ 4 h jejum Base p/ XP (10 mL/kg) vo | TCR (3 mg/Kg) vo
n=5 Pl Pl TCR s/ OMP
OMP (20 mg/kg) vo I/RC (3 mg/Kg) vo
o I TCR ¢/ OMP
Durante 5 dias 5° dia 2 horas 2 horas

TCR - tacrolimo; OMP — omeprazol; XP — xarope; n — animais por grupo
Fonte: dados da pesquisa — leiaute: Leonardo Peloso
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5.7 Biodisponibilidade do tacrolimo plasmatico de ratos pré-tratados com
omeprazol

Neste ensaio, os animais foram pré-tratados com omeprazol (20 mg/kg na
forma de xarope) (QUERCIA et al., 1997) ou base para xarope por cinco dias. No
quinto dia, duas horas apos o tratamento, os animais receberam oralmente o
tacrolimo (3mg/kg; Libbs, Sdo Paulo). Foi fornecido o tacrolimo duas horas apds o
omeprazol para seguir o protocolo de horario usado pelos pacientes transplantados.
Duas horas apdés a administragdo deste, os animais foram anestesiados com
cetamina (10 mg/kg, via i.p.) e xilazina (50 mg/Kg, via i.p) e tiveram seu sangue
coletado da veia porta, com auxilio de uma seringa, para analise da concentragéo de
tacrolimo. Apds a coleta do sangue, os animais foram eutanasiados (FIG. 13). Os
testes de tacrolimo sérico foram realizados no laboratério de analises clinicas do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia pelo método de
eletroquimioluminescéncia, utilizando o sistema de automacéo Elecsys Cobas E601

(Roche Diagnostics).

FIGURA 13. Esquema do experimento (biodisponibilidade do tacrolimo plasmatico de ratos
pré-tratados com omeprazol)

Tratamento com
omeprazol e tratamento TCR Eutanasia
veiculo
i 0,
S At R vt w20k . Veiculo
v X - . OMP (20 mg/Kg) vo Salina 0,9% vo
R0/ " T et OMP
T2 hjejum Base p/ XP (10 mL/kg) vo TCR (3 mg/Kg) vo
n=5 o Va TCR s/ OMP
/OMP (20 mg/kg) vo yRC (3 mg/Kg) vo
| | TCR c/ OMP
Durante 5 dias 5° dia 2 horas apés TCR

TCR - tacrolimo; OMP — omeprazol; XP — xarope; n — animais por grupo
Fonte: dados da pesquisa — leiaute: Leonardo Peloso

5.7.1 Analise laboratorial do tacrolimo

O material foi coletado em tubo contendo anticoagulante acido etilenodiamino
tetra-acético e encaminhado ao setor de hormdnio do Laboratério de Analises

Clinicas do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia. Em um
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primeiro momento, as amostras foram pré-tratadas antes de serem dosadas. Nesse
pré-tratamento, elas foram homogeneizadas manualmente ou num agitador de tubos
antes da utilizacdo. Com auxilio de uma pipeta de preciséo, foram transferidos 300
ML da amostra para um tubo de microcentrifuga devidamente etiquetado. Depois
foram adicionados 300 uL de reagente ISD Sample Pretreatment a cada tubo de
microcentrifuga. Dada a volatilidade do ISD Sample Pretreatment, os tubos foram
tampados imediatamente apds a adicao desse composto. Entdo as amostras foram
agitadas em vortex durante dez segundos e centrifugadas por dez minutos a 15.000
rom. O sobrenadante foi transferido para um frasco apropriado e identificado, sendo
a analise realizada trinta minutos apds a abertura do tubo centrifugado.

A dosagem do tacrolimo foi verificada por eletroquimioluminescéncia
utilizando um kit comercializado pela fabricante Roche Diagnostics e lido no sistema
de automacao Elecsys Cobas E601 (Roche Diagndstica Brasil). O principio desse
teste € por competicdo. Em primeiro lugar, a amostra pré-tratada é incubada com um
anticorpo biotinilado especifico anti-tacrolimo e um derivado do tacrolimo marcado
com complexo de ruténio. Apds a adicdo de microparticulas de estreptavidina,
ocorre uma segunda incubagédo, formando um complexo que se liga a fase solida em
razao da interagdo da biotina e da estreptavidina. Apdés um periodo, a mistura é
aspirada pela célula de leitura do equipamento, em que as microparticulas sao
fixadas magneticamente a superficie do eletrodo e os elementos que nao se ligaram
sao, entao, removidos por uma solugao de limpeza.

A aplicagdo de uma corrente elétrica ao eletrodo induz uma emisséo
quimioluminescente que é medida por um fotomultiplicador.

Os resultados sado determinados com base em uma curva de calibragao
gerada especificamente pelo analisador, através de uma calibragdo de dois pontos,
e em uma curva principal incluida no cédigo de barras dos reagentes. A duragao
total do ensaio € dezoito minutos.

Os intervalos normais para os niveis de tacrolimo em humanos sdo de 5 a 15
ng/mL. As amostras que tiveram resultados superiores a 40 ng/mL foram diluidas
manualmente antes do pré-tratamento em uma proporcdo 1:3 com um diluente
universal fornecido pela fabricante e o resultado foi multiplicado pelo fator de

diluicao.
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5.8 Analises estatisticas

Para analises estatisticas foi utilizado o programa GraphPad Prism® 8. A
avaliacdo estatistica dos resultados foi realizada empregando-se analise de
variancia (ANOVA) paramétrica ou ndo paramétrica, com nivel critico igual ou menor
a 0,05 para rejeicdo da hipétese de nulidade. Na presenca de significancia na
ANOVA, foram procedidas a analise de contraste entre as médias aplicando-se os

testes a posteriori adequados para cada parametro.



6 RESULTADOS
6.1 Ulcera gastrica induzida por etanol

No modelo de indug&o de ulcera gastrica com etanol absoluto, foram testadas
trés doses de TCR: 1, 3 e 6 mg/kg. O TCR mostrou gastroprotecéo significativa em
todas as doses testadas (69, 93, 95%, respectivamente). Sendo p<0,001 nas doses
de 3 e 6 mg/kg e p<0,01 na dose de 1 mg/kg. Estes resultados se encontram

demonstrados no grafico 6 e na figura 14.

' p<0.001
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GRAFICO 6. Efeito do tacrolimo no modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol.
Resultados sdo meédias + e.p.m. ANOVA seguida do teste de Tukey. p <0,01, p<0,001
representa diferenga significante do grupo controle

Fonte: dados da pesquisa — leiaute: Leonardo Peloso

FIGURA 14. Aspectos de estdbmagos no modelo de ulcera gastrica induzida por
etanol

VEIiCULO CARBENOXOLONA TCR 1mg TCR3mg TCR6 mg
100 mg

Estdbmagos dos grupos veiculo, carbenoxolona 100 mg/kg, tacrolimo 1 mg, tacrolimo

3 mg e tacrolimo 6 mg/kg, respectivamente, no modelo de Ulcera gastrica induzida
por etanol.

Fonte: dados da pesquisa — leiaute: Leonardo Peloso

6.2 Ulcera gastrica induzida por indometacina

Como demonstrado no grafico 7 e na figura 15, no modelo de ulcera gastrica

induzida por DAINE, o tacrolimo também foi capaz de proteger a mucosa gastrica
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em todas as doses testadas (1,3 e 6 mg/kg). A redugao na area da lesao ulcerativa
foi de 92% para a dose de 3 mg/kg quando comparada ao grupo controle. A agao
antiulcerogénica foi significativa com p<0,01 para a cimetidina na dose 100 mg/kg e

para o tacrolimo nas doses de 1, 3 e 6 mg/kg em se comparando com o controle.

p<0.01
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Y T 1 TCR1mg
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GRAFICO 7. Efeito do tacrolimo (TCR) em modelos de lesbes gastricas induzidas por
DAINE. Resultados sdo médias + e.p.m. ANOVA seguida do teste de Tukey. p <0,01
representa diferenga estatisticamente significativa do grupo Controle.

Fonte: dados da pesquisa — leiaute: Leonardo Peloso

FIGURA 15. Aspectos dos estdbmagos no modelo de ulcera gastrica induzida por
indometacina

VEiCULO CIMETIDINA TCR 1mg TCR 3 mg TCR 6 mg
100 mg

Estdbmagos nos grupos veiculo, cimetidina 100 mg/kg, tacrolimo 1 mg, tacrolimo 3 mg e
tacroimo 6 mg/kg, respectivamente, no modelo de ulcera gastrica induzida por
indometacina.

Fonte: dados da pesquisa — leiaute: Leonardo Peloso

6.3 Ulcera gastrica induzida por acido acético

Nesse modelo, o tratamento com tacrolimo por catorze dias consecutivos na
dose de 3 mg/kg, demonstrou que esse farmaco ndo modifica a cicatrizagdo da
Ulcera gastrica em ratos (GRAF. 8 e FIG. 16).
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GRAFICO 8. Efeito da administracdo oral durante catorze dias consecutivos do tacrolimo
(TCR) (3 mg/Kg) na cicatrizagdo de ulcera gastrica induzida por acido acético a 80% em
ratos. Dados sdo expressos como média + e.p.m. ANOVA seguida de teste de Dunnet.
Fonte: dados da pesquisa — leiaute: Leonardo Peloso

FIGURA 16. Aspectos dos estdmagos no modelo de Ulcera gastrica induzida por acido
acético

il

VEicULO CIMETIDINA 100 MG TCR 3 MG

Estdbmagos nos grupos sham, veiculo, cimetidina 100 mg e TCR 3 mg/kg, respectivamente,
no modelo de ulcera gastrica induzida por acido acético.
Fonte: dados da pesquisa — leiaute: Leonardo Peloso

6.4 Avaliagcao dos parametros do suco gastrico

Os resultados da avaliagado dos parametros bioquimicos do conteudo gastrico
dos animais submetidos ao tratamento oral com tacrolimo s&do mostrados na Tabela
1. Verificou-se que em animais submetidos a ligacao pildrica tratada com tacrolimo
(3 mg/kg), o pH do suco gastrico foi aumentado quando comparado ao do grupo
controle, porém sem resultados significativos. Esse aumento também foi observado
no grupo tratado com omeprazol (p<0,0001). Nao foram observadas alteragdes
estatisticamente significativas na comparagao com os grupos tacrolimo e omeprazol,

demonstrando que este teve resultado semelhante ao daquele.



78

TABELA 1. Efeito do tacrolimo (TCR) administrado por via oral nos parametros bioquimicos
do conteudo gastrico em ratos submetidos a ligadura do piloro

Dose H+
Tratamentos pH (und)
(mg/kg) maols/L
Veiculo - 2.12+0.18 0.68 £0.05
omMp 20 5.41+0.21%**= 0.32 £ 0.05%**
TCR 3 3.34+0.45 0.46 £ 0.08
TCR + OMP 3+20 5.42 + 0. 34%**= 0.15 £ 0.01***=

TCR - tacrolimo; OMP — omeprazol; *** p<0,01 e **** p<0,0001 comparado ao grupo
controle

Dados expressos como média + e.p.m. ANOVA seguida do teste de Tukey. O grupo OMP

p<0,0001, representa diferenga estatisticamente significativa quando comparado ao grupo
Controle.

Fonte: dados da pesquisa — leiaute: Leonardo Peloso

6.5 Biodisponibilidade do tacrolimo plasmatico de ratos pré-tratados com
omeprazol

Neste ensaio podemos observar que o pré-tratamento de cinco dias com
omeprazol foi capaz de aumentar os niveis séricos de tacrolimo em 111% em duas

horas (curto prazo), resultado significativo com p<0,01 (GRAF. 9).
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GRAFICO 9. Concentracgdo sérica do tacrolimo (TCR) administrado apés o omeprazol
(OMP). Resultados sao médias + e.p.m. ANOVA seguida do teste de Tukey. p<0,01
representa diferenga estatisticamente significativa do TCR tratado com OMP comparado ao
grupo TCR sem OMP.

Fonte: dados da pesquisa — leiaute: Leonardo Peloso



7 DISCUSSAO

A Ulcera péptica € um dos disturbios gastrintestinais mais comuns no
estdbmago e no duodeno (XIE et al.,, 2017; YOO et al., 2020). Acredita-se que o
desequilibrio entre fatores agressores e protetores da mucosa esta envolvido com a
fisiopatologia dessa doenca (DE LIRA MOTA et al., 2009; LUIZ-FERREIRA et al.,
2011; YOO et al., 2020).

A secrecao acida gastrica estd entre os principais fatores agressores da
mucosa gastrica (KANGWAN et al., 2019; YUCEL, 2019). Por outro lado, a mucosa
gastrica possui fatores funcionais como a secregdo de muco, microcirculagado e
mobilidade gastrintestinal e fatores humorais como prostaglandinas e 6xido nitrico
que a protegem desta agressao (YANDRAPU; SAROSIEK, 2015; LUCETTI et al.,
2017; TAKEUCHI; AMAGASE, 2018).

O consumo de alcool é um poderoso fator de risco para a mucosa gastrica.
Lesbes gastricas induzidas por ingesta de etanol tém origem multifatorial que
incluem estresse oxidativo, necrose, hemorragia e edema (DE-FARIA et al., 2012;
YOO et al., 2018; FAHMI et al., 2019; YOO et al., 2020). Por estar envolvido com
varios fatores etiolégicos, é o primeiro modelo utilizado para estudar a capacidade
antiulcerogénica de novas substancias de proteger a mucosa gastrica (SIMOES et
al., 2019).

A exposicdo da mucosa gastrica a agentes necrotizantes, como o etanol,
induz resposta inflamatéria com produgao de grandes quantidades de citocinas pré-
inflamatadrias, como IL-13, IL-6 e TNF-qa, levando a destrui¢do da barreira da mucosa
(EL-MARAGHY; RIZK; SHAHIN, 2015; FAHMY et al., 2020; ZHOU et al., 2020).

Devido a sua facilidade de penetracdo, a administracdo do etanol leva a
danos graves na mucosa gastrica (LUIZ-FERREIRA et al., 2012), danos estes
confirmados no presente estudo. No entanto, administragao de tacrolimo por via oral
diminuiu acentuadamente o dano gastrico induzido pelo etanol. Albaayit et al. (2016)
demonstraram que a exposi¢do da mucosa ao etanol exibiu niveis aumentados de
IL-18, IL-6 e TNF-a em comparagao com ratos do grupo controle. O tacrolimo tem
sua acado imunomoduladora reduzindo a expressido de citocinas pro-inflamatorias
como TNF-a IL-6 (YU et al, 2017; LIU et al., 2017). Dada a funcdo dessas

interleucinas na fisiopatologia da ulcera gastrica induzida por etanol, pode ser este o
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mecanismo pelo qual o tacrolimo protegeu a mucosa gastrica contra esse agente
necrotizante.

Como supracitado, o estresse oxidativo contribui para a formacgao de ulceras
pépticas e carcinoma gastrico (DE-FARIA et al., 2012; ABD EL-GHFFAR et al.,
2018). O metabolismo do etanol no estdmago libera radicais hidroxila e superoxido
que culminam na peroxidagao lipidica e na producgao e liberacao de substancias que
recrutam e ativam leucdcitos polimorfonucleares e, consequentemente, danos
gastricos agudos (ZIMMERMAN; GRANGER, 1994; HAJREZAIE et al., 2015;
TAYEBY et al., 2017). Estudos anteriores demonstraram que o tacrolimo inibe a
migragédo leucocitaria em ratos, podendo este ser outro mecanismo na prote¢cao
contra a formagdo de ulcera gastrica induzida pelo etanol (PEREIRA; SANTOS
MEDEIROS; FRODE, 2006; HU et al., 2017; DUTTA et al., 2017).

Nas doses (1, 3 e 6 mg/kg), o tacrolimo inibiu a formagao de lesdes gastricas
causadas por etanol absoluto e pelas DAINE. Vale ressaltar que as doses de 3 € 6
mg/kg de tacrolimo foi tdo eficaz em proteger a mucosa gastrica dos estbmagos dos
animais quanto a cimetidina 100 mg/kg, no modelo de ulcera induzida com
indometacina, mesmo sendo uma dose maior a dose usual em pacientes
transplantados e com agdo aguda (uma unica dose), este resultado do tacrolimo é
muito importante, pois pode-se sugerir novas pesquisas em humanos para confirmar
sua acgao antiulcerogénica.

Agentes farmacoldgicos com atividade antissecretéria como os inibidores de
bomba de prétons e os antagonistas histaminérgicos possuem, em virtude da
reducdo de secregdo acida no estdbmago, efeitos antiulcerogénicos
(RAMAKRISHNAN; SALINA, 2007; YANG; LU; LIN, 2014; DUNLAP; PATTERSON,
2019). E sugerido que a calcineurina regula a transducéo de sinal em varias células
secretoras, incluindo as células parietais gastricas (ODASHIMA et al., 2000; ITOH et
al., 2002). Considerando que o agente imunossupressor tacrolimo € um inibidor
especifico da calcineurina (MADSEN et al., 2017), avaliou-se a atividade
antissecretoria do mesmo por via oral através do modelo de ligadura do piloro em
ratos. Nao foi verificada atividade antissecretéria estatisticamente significante do
tacrolimo. Provavelmente a baixa dose testada no presente trabalho e o numero
pequeno de animais utilizados podem contribuir para este resultado uma vez que o
trabalho publicado testou doses maiores (ODASHIMA et al., 2000).
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O modelo animal experimental de ulcera gastrica cronica induzida pelo acido
acético é semelhante ao das ulceras gastricas crénicas humanas (OKABE;
AMAGASE, 2005; TARNAWSKI, 2005). A cicatrizagcdo da ulcera é um processo
orquestrado de preenchimento do defeito da mucosa com células epiteliais e do
tecido conjuntivo. Este evento envolve proliferagcdo celular, migragao, diferenciagéao,
regeneragao, angiogénese ativa e deposicdo de matriz extracelular levando a
formacao de cicatrizes (RISAU, 1997; TARNAWSKI, 2000).

A capacidade de aceleragao do processo de cicatrizagdo depende de fatores
como o fator de crescimento epidermal, o fator de crescimento fibroblastico basico, o
fator de crescimento epitelial vascular, peptideos e COX-2. Essa dependéncia é
sincronizada espacial e temporalmente (TARNAWSKI, 2005; TARNAWSKI;
AHLUWALIA, 2012).

A COX-2 desempenha fungdo de extrema importdncia na cicatrizacédo da
ulcera gastrica, enquanto sua inibigao prejudica esse processo (PESKAR, 2005; DE-
FARIA et al., 2012b; TARNAWSKI; AHLUWALIA, 2012). No sitio da ulcera gastrica,
COX-2 contribui para sintese de prostaglandinas e sua expressao é estimulada por
varios fatores de crescimento e citocinas (HALTER, 2001). O tratamento oral com
tacrolimo durante 14 dias ndo estimulou o processo de cicatrizagdo, provavelmente
em razdo das suas agdes inibitorias da atividade da COX-2 e das citocinas
envolvidas no processo de cicatrizagdo e angiogénese (TARNAWSKI et al., 2001;
HOCHERL et al., 2002; YAO et al., 2005).

A falha do regime de tratamento de pacientes transplantados, oncolégicos e
outros pode resultar da inducdo e/ou inibicdo de certas biotransformacoes
enzimaticas, em particular da superfamilia das proteinas conhecidas como enzimas
do citocromo P450 (CYP). Em geral, a indugdo e/ou inibicdo ocorre por meio de
fatores de transcrigdo ativados por ligantes nos receptores que controlam a
expressao de CYPs. Esses receptores sao ativados nao somente por farmacos, mas
também por poluentes ambientais e constituintes de alimentos. Portanto, monitorar a
atividade desses receptores [através de testes genéticos (HAN et al., 2013)] na
presenca de farmacos e, por consequéncia, verificar sua capacidade de induzir e/ou
inibir CYPs pode ajudar a antever e prevenir o prejuizo do tratamento de doencgas
(VRZAL et al., 2015).

A glicoproteina-P (P-gp) € uma bomba de efluxo dependente de adenosina

trifosfato que atua na membrana como barreira celular contra toxinas e xenobidticos
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(CZUBA; HILLGREN; SWAAN, 2018). E amplamente expressada no figado,
intestino, rim, cérebro e na placenta (SILVA R. et al.,, 2015; CZUBA; HILLGREN;
SWAAN, 2018). Diversos farmacos foram identificados como substratos da P-gp,
incluindo  anticancerigenos, imunossupressores, hormoénios esteroides e
bloqueadores dos canais de calcio. Em geral, estes farmacos tém uma
biodisponibilidade reduzida em raz&o do resultado de sua extrusdo aumentada na
parede do intestino para o lumen intestinal. Além disso, a inibicdo da P-gp por um
farmaco pode aumentar a concentragao plasmatica de outro farmaco substrato da P-
gp, levando a atividades farmacoldgicas aumentadas, inclusive a toxicidade (WANG
et al., 2015; CZUBA; HILLGREN; SWAAN, 2018).

A contribuicdo do tacrolimo para a imunossupressao eficaz no campo do
transplante renal ja esta bem estabelecida (SCHUTTE-NUTGEN, et al., 2018;
BENTATA, 2019). Trata-se de um inibidor da calcineurina metabolizado pela
citocromo P450 3A4 (CYP3A4) (MADSEN et al., 2017). Por possuir uma estreita
janela terapéutica, fatores que afetam a absorgao ou distribuicdo de tacrolimo sao de
extrema importancia clinica (PATEL et al., 2012).

Com frequéncia, os inibidores da bomba de protons (IBPs) s&o administrados
a pacientes transplantados como tratamento ou profilaxia para ulceras (TAKAHASHI
et al., 2007; PELOSO et al., 2014). Esta classe de farmacos é metabolizada pelas
CYP em seres humanos, sobretudo CYP2C19 e CYP3A4. E sabido que o tacrolimo
e os IBPs compartilham o sistema CYP3A4 para metabolismo e, consequentemente,
interacbes medicamentosas podem ocorrer quando administrados simultaneamente.
Além disso, ja estd documentado que o omeprazol, um IBP, tem influéncias
adversas reais na farmacocinética de outros medicamentos como diazepam,
carbamazepina, clozapina e indinavir (LI et al., 2013).

No entanto, as interagbes farmacoldgicas do tacrolimo com omeprazol sao
descritas, sobretudo, apenas em relagéo as vias metabdlicas comuns (CYP3A4 e P-
gp) (YIGITASLAN; EROL; CENGELLI, 2016).

Segundo Maguire, Franz e Hains (2012), muitos autores como Moreau et al.
(2006) e Katsakiori et al. (2010) tém descrito o potencial farmacolégico da correlagéo
entre tacrolimo e omeprazol e a variabilidade farmacogenética dos genes da CYP.
No entanto, os dados sdo conflitantes indicando que um uUnico mecanismo nao
resultaria em todas as interacbes observadas na clinica estimulando, desta forma,

pesquisas com outras possiveis vias de interagdo. Estudos de Wong (2001) e
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Katsakiori et al. (2010) demonstraram que nao esta bem estabelecida a interferéncia
do omeprazol no metabolismo do tacrolimo. Talvez um desses mecanismos possa
ser a possivel alcalinizagao mais rapida do intestino pelo omeprazol.

Hutchinson et al. (2007) e Mullin et al. (2009) relataram em seus trabalhos
que a administragdo de baixas doses de omeprazol pode aumentar o pH gastrico
para quase 4, estabilizando-se, assim, por um periodo de até oito horas. Assim, ha
elevagao do pH, o que faz o suco gastrico chegar ao duodeno com menos acidez
(ROHSS; HASSELGREN; HEDENSTROM, 2002).

Segundo Venkataramanan et al. (1995), a absor¢do do tacrolimo é mais
eficiente em meio alcalino. Desta forma, ao se administrar o omeprazol antes deste,
0 aumento do pH estomacal reduz a acidez gastrica liberando para o duodeno um
conteudo mais alcalino podendo aumentar a absor¢cdo do tacrolimo
(VENKATARAMANAN et al., 1991; LACY et al., 2011). Podemos inferir que os
resultados do presente trabalho comprovam isso.

Zhao et al. (2012) relataram a interagdo entre omeprazol e tacrolimo em um
paciente transplantado renal que tomava tacrolimo regularmente. Os autores
introduziram o omeprazol na terapia e, 24 horas apos, observaram elevagdes na
concentragéo sérica de tacrolimo. A tentativa de reduzir a dose deste foi infrutifera,
pois a concentracdo do imunossupressor continuou a aumentar e surgiram alguns
efeitos nefrotdxicos como a proteinuria. Neste trabalho, os autores relataram que
essa interacdo pode ser atribuida a via comum metabdlica e ao perfil
farmacogenético do sujeito.

Contudo, é importante observar que outros fatores como a alcalinizagao, o
peristaltismo e o aumento da permeabilidade podem favorecer a absor¢dao de
diferentes classes de medicamentos.

Mertz-Nielsen et al. (1996), comparando omeprazol e ranitidina em voluntarios
saudaveis, verificaram que o inibidor da bomba de prétons promove mais secrecao
de bicarbonato na mucosa proximal duodenal apdés duas horas de uso em
comparagao com o antagonista dos receptores H2. Esse fato pode estar relacionado
com a alcalinizagdo mais rapida do duodeno. Nakamura et al. (1995), estudando
sujeitos com pancreatite crénica, constataram que apo6s quatro horas do uso de
omeprazol houve incremento de 0,7 a 1,0 nos valores de pH no intestino delgado

superior.
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Além da promogéao da alcalinizagao, Mullin et al. (2008) demonstraram que o
esomeprazol pode aumentar a permeabilidade intestinal a sacarose, sugerindo que
a fungao de barreira das juncgdes estreitas que controla o transporte paracelular pode
ser afetado pelos IBPs. Esse aumento da permeabilidade pode ter relagcdo com a
possivel alcalinizagao exercida por esses farmacos.

De Sommers et al. (1992), estudando voluntarios saudaveis, relataram
amplificagdo do peristaltismo do intestino delgado em decorréncia da hipocloridria,
podendo este fato ter influenciado no aumento da absorgéo de teofilina.

Diante do acima exposto, foi também objetivo deste trabalho verificar se
possiveis alteragdes na acidez gastrica induzidas pelo omeprazol aumentariam a
concentracdo sérica de tacrolimo no curto prazo. Mostramos in vivo que a
alcalinizacdo promovida pelo pré-tratamento durante cinco dias com omeprazol foi
capaz de aumentar os niveis séricos de tacrolimo em 111%. Peloso et al. (2014)
verificaram que o omeprazol ampliou a concentracdo sérica de tacrolimo de
pacientes transplantados renais quando ingerido duas horas antes da ingestao de
tacrolimo, provavelmente através da alcalinizagdo do conteudo intestinal. Os dados
deste estudo estdo de acordo com os resultados obtidos pelos autores.

Apo6s a coleta do conteudo estomacal constatamos que o tratamento de
animais submetidos ao procedimento de ligadura do piloro com omeprazol interfere
na alcalinizac&o e na absorgao do tacrolimo.

Klotz, Schwab e Treiber (2004) relataram a existéncia de oito alelos da
enzima citocromo P450 isoforma CYP2C19 que resultam em trés fendtipos:
metabolizadores  lentos, metabolizadores  extensivos  heterozigbticos e
metabolizadores extensivos. Em caucasianos-europeus, os metabolizadores lentos
podem chegar até 3,8%, enquanto na Asia/Oceania até 23%. Neste sentido, a
administracdo de uma mesma dose do IBPs levara a uma exposicdo maior ao
farmaco em individuos com metabolizadores lentos do que nos extensivos, enquanto
em metabolizadores extensivos heterozigéticos havera exposi¢ao intermediaria.
Assim, apdés a administracdo do omeprazol, o pH gastrico dos individuos com
metabolizadores lentos apresenta-se em torno de 4,5, o dos metabolizadores
extensivos heterozigéticos 3,3 e o dos metabolizadores extensivos, 2,1. Um
individuo que seja, por exemplo, metabolizador extensivo podera nao apresentar
resposta ao tratamento. Desta forma, a dosagem devera ser aumentada ou o IBP

devera ser trocado por algum farmaco que nao sofra tal influéncia.
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O presente estudo confirmou que a alcalinizagdo do estémago pode favorecer
a absorgéo do tacrolimo pela entrega do conteudo mais alcalino no intestino. Este
resultado € extremamente importante, pois a populagao asiatica, que possui mais
metabolizadores lentos, teria maior absor¢ao de tacrolimo, uma vez que manteriam
o pH elevado por mais tempo. Venkataramanan et al. (1991; 1995), relataram em
seus estudos que a absorcao do tacrolimo pode ser influenciada pela alcalinizagao
mais rapida do duodeno em razdo do uso de omeprazol. Nossos achados
corroboram resultados destes estudos, ou seja, reforga nossa tese.

Pelo fato de quase 70% das enzimas CYP3A estarem presentes no intestino,
o metabolismo do tacrolimo € maior no duodeno e no jejuno, sendo esta a parte do
sistema gastrintestinal que o tacrolimo é mais absorvido (KAGAYAMA et al. 1993;
LAMPEN et al. 1996; PAINE et al. 1997; HASEGAWA et al. 2001). Porém, estas
enzimas afetam apenas a absor¢dao, mas ndo a eliminagao sistémica do tacrolimo
(TSUCHIYA et al. 2004). Assim, o polimorfismo da CYP3A5 presente no intestino
apresenta papel-chave nos mecanismos responsaveis pela variagao sanguinea de
tacrolimo em razdo da interferéncia do metabolismo de primeira passagem do
tacrolimo no duodeno, jejuno e ileo, na qual apresentam pH alcalino, favoravel a
absorcdo do tacrolimo. A absorcdo nestes casos pode ser facilitada tanto pela
possivel inibicdo da CYP3A e P-gp quanto pela alcalinizagdo derivada do omeprazol.

Hu et al. (2018), em estudo com 165 receptores de transplante renal
acompanhado por trés meses pos-transplante, investigaram a interferéncia na
farmacocinética do tacrolimo em relagédo ao polimorfismo de genes que codificam
enzimas metabolizadoras (CYP3A) e transportador de efluxo (P-gp) do tacrolimo. A
conclusao dos autores foi de que é grande a variabilidade interindividual em sua
farmacocinética, demonstrando a importancia de pesquisar mais sobre o tema, pois
uma compreensdo mecanicista dos fatores subjacentes que afetam a
farmacocinética de inibidores da calcineurina pode ser util para personalizar ainda
mais essas terapias.

Estudos realizados por Matsuda et al. (1996) e Hosohata et al. (2009)
mostraram que a administragdo de IBPs reduziu o metabolismo e afetou a
farmacocinética do tacrolimo. Robinson e Horn (2003) relataram que a supressao
acida em decorréncia do uso de IBPs tem magnitude maior de risco do que apenas
as interagcdes droga—droga. Assim, estes trabalhos endossam a importancia deste

estudo, pois o que foi pesquisado é exatamente a facilitagdo possivel da absor¢cao
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de tacrolimo em raz&o da alcalinizagao rapida (duas horas) do duodeno pelo uso de
omeprazol.

Em um relato de caso, Takahashi et al. (2004) apresentaram o caso de um
paciente submetido ao transplante renal que recebeu tacrolimo para
imunossupressdo. O lansoprazol foi administrado no quarto dia pds-operatério para
profilaxia de Ulceras. A concentracdo minima de tacrolimo aumentou
significativamente apds a introdugdo do lansoprazol, enquanto os resultados de
testes de funcdo hepatica estavam nos limites normais. O lansoprazol foi
interrompido no dia 15 e substituido por famotidina, no dia 17. A concentracao
minima de tacrolimo voltou ao intervalo terapéutico apdés a administracdo do
lansoprazol ter cessado (GRAF. 10). Neste caso, a interacdo do IBP com o tacrolimo
pode estar relacionada com a alcalinizagdo mais rapida do duodeno promovida pelo

lansoprazol, reforcando o observado no presente estudo.
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Spriet et al. (2013) relataram o caso de um homem submetido a transplante
de figado em razdo de uma insuficiéncia hepatica fulminante provocada por

intoxicagao acidental com paracetamol (ingestdo de 8 g durante seis horas). No
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décimo primeiro dia apds o transplante, foi detectado Aspergillus no lavado bronco-
alveolar. Iniciou-se a administragdo intravenosa de voriconazol, e os niveis de
tacrolimo, medidos diariamente, foram estaveis em torno de 6-7 ng/mL durante tal
tratamento. Apds dez dias de tratamento intravenoso, mudou-se a terapia para via
oral do antifungico. Os niveis minimos de tacrolimo aumentaram imediatamente para
10-11 ng/mL, sem modificagbes na dose. Os niveis minimos de voriconazol foram
monitorados e estavam dentro do intervalo terapéutico. Esse aumento de 66% do
tacrolimo derivou da inibicaio da CYP3A4 no intestino. Essas informacdes
demonstram a importancia de dar atencao a interagdes medicamentosas como entre
tacrolimo e omeprazol.

Sy et al. (2013) relataram que polimorfismo da P-gp do trato gastrintestinal
pode afetar a farmacocinética e aumentar a absor¢ao do tacrolimo. Pode-se inferir
que no presente trabalho, considerando o curto tempo de pesquisa, a influéncia da
P-gp foi maior que o da CYP3A onde provavelmente a acdo da P-pg na absorgao
teria uma relevancia maior que o da CYP3A na metabolizacao.

Niioka et al. (2013) concluiram que a maior variabilidade interindividual da
biodisponibilidade do tacrolimo para formulag¢des orais parece ser relativa aos efeitos
do polimorfismo CYP3AS. Este estudo nado investigou os efeitos da agcéo da P-gp na
absorcao do tacrolimo. Assim, pode ser que essa glicoproteina tenha influenciado
nos resultados.

Diferencas genéticas mediadas no metabolismo hepatico e transporte
intestinal pela P-gp podem ser um fator contribuinte importante para ampliar a
variabilidade interpessoal na toxicidade do tacrolimo. Pelo menos em parte, a
afinidade elevada do tacrolimo com a bomba de efluxo ajuda a explicar o aumento
da concentragdo sérica deste quando esta associado ao uso de um inibidor da P-gp,
como o omeprazol. Por ser o tacrolimo excretado quase apds o metabolismo e com
meia-vida de trinta horas em média em voluntarios saudaveis, podemos concluir que
0 aumento da concentragao plasmatica do tacrolimo associado com o omeprazol
derivou, principalmente, da inibicdo da P-gp e alcalinizagdo do trato gastrintestinal.
Afinal, o tempo de ingestéo e coleta do sangue foi de apenas duas horas.

Ao selecionar a dosagem ideal de um medicamento para um paciente
individual, os ajustes de dose sao feitos mediante monitoramento da concentragéao
do farmaco no sangue. No entanto, esse tipo de ajuste de dose requer um tempo

consideravel porque um nivel de estado estacionario deve ser alcangado
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primeiramente. Para o tacrolimo, portanto, é dificil determinar a dosagem ideal nos
primeiros dias apos o transplante de 6rgéos. Isso pode levar a rejeicdo aguda de um
orgao transplantado se a concentragao de tacrolimo estiver baixa ou a toxicidade do
medicamento se a concentragéo de tacrolimo for muito alta (JUN et al., 2009).

Este estudo permitiu observar que o tacrolimo protegeu a mucosa gastrica
nos modelos de ulcera induzidos por etanol e DAINE, provavelmente pela
diminuicdo da inflamagao e pela modulagdo do pH. Porém, sua atividade nao foi
verificada na cicatrizagdo das ulceras induzidas pelo acido acético.

Muito embora modelos experimentais usados estarem longe de representar
um paciente transplantado, a utilizagdo de animais na pesquisa com a finalidade de
se compreender os fendmenos biolégicos, sempre esteve presente na vida do ser
humano. E um importante recurso que possibilitou inimeras contribuicdes para o
cuidado a saude com tratamentos para diversas doencas. Os resultados aqui
observados mostram como a interacdo entre omeprazol e tacrolimo pode ser
perigosa para usuarios do referido imunossupressor. Isso porque o aumento de
111% da concentragdo sérica do grupo tacrolimo com omeprazol em relagédo ao
grupo tacrolimo sem omeprazol ocorreu em um periodo de apenas duas horas,
enquanto o monitoramento de concentracdo do tacrolimo, depende do tempo do
transplante, pode ocorrer a cada trés meses.

O aumento elevado na concentracao sérica do tacrolimo pode provocar danos
irreversiveis ao individuo até a préxima dosagem, quando o prescritor tera condigdes
de tomar as devidas providéncias para ajustar a dose. Este estudo reforga a
necessidade de uma interacdo maior entre a equipe multidisciplinar, onde cada
profissional ira contribuir para uma anamnese criteriosa do paciente, verificando a
necessidade real da prescricdo do omeprazol (um item a mais de interferéncia no ja
complicado medicamento tacrolimo quanto a atingir sua concentragao sérica ideal),

a fim de possibilitar um tratamento mais seguro e com menos custo.
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8 CONCLUSOES

O tacrolimo protegeu a mucosa gastrica de animais contra lesdes induzidas
pelo etanol e pela droga anti-inflamatéria ndo esteroidal. Suas agdes anti-
inflamatoria e moduladora da secregdo acida gastrica estdo entre os provaveis
mecanismos de protecdo. Contudo, por diminuir a producdo de citocinas que
participam da cicatrizacdo, o tacrolimo nao foi capaz de promover a cicatrizagdo da
ulcera gastrica no modelo crénico induzido pelo acido acético.

Este estudo permitiu observar que pré-tratamento com o omeprazol aumentou
as concentracdes seéricas de tacrolimo no curto prazo. Esses dados levam a inferir

que a provavel alcalinizagao do conteudo intestinal, interferiu em tal resultado.
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9 CONSIDERAGCOES FINAIS

No que se refere ao tacrolimo, é dificil determinar a dosagem ideal nos
primeiros dias apds o transplante de 6rgaos. Nesse caso, pode haver rejeigao aguda
de um 6rgéo caso a concentragao de tacrolimo esteja muito baixa ou pode haver
toxicidade pelo medicamento se a concentragao de tacrolimo for muito alta.

Considerando que ajustar a administracao de tacrolimo € complicada devido
sua estreita faixa terapéutica e variabilidade farmacocinética interpaciente e
intrapaciente, sugerimos além do monitoramento para o ajuste da dose, verificar a
presenca ou auséncia de ulceras.

Por possuir atividade antiulcerogénica em modelo agudo, provavelmente nao
seria necessario a prescricao do omeprazol em pacientes sem histérico de gastrite
e/ou ulcera gastrica. No entanto, para aqueles ja acometidos por ulcera péptica,
essa restricdo ndo deve ser adotada em virtude dos danos derivados do tacrolimo na
cicatrizagao da ulcera e da atividade curativa da ulcera pelo omeprazol.

Assim a prescricdo do omeprazol (para prevenir desconfortos
grastrintestinais) concomitante com o tacrolimo deve ser discutida com a equipe
multiprofissional para evitar complicacées no tratamento dos transplantados.

Por fim, sugerimos com o presente trabalho um controle laboratorial de
tacrolimo com menor espago de tempo do que o preconizado, quando iniciar ou
interromper o tratamento com omeprazol.

As limitagbes deste estudo incluem: o pequeno numero de animais por grupo;
avaliacdo aguda ou por curto espago de tempo, pois 0 paciente fara uso cronico da
medicagao; o uso de dosagem do tacrolimo por kg nos experimentos, superior a
dosagem usual em humanos; o fato do trabalho ter sido realizado em ratos € ndo em
seres humanos. Assim sugerimos estudos observacionais e estudos clinicos sobre
outras interagdes medicamentosas, em especial relacionando a interferéncia do

omeprazol sobre o tacrolimo no curto prazo, com amostras maiores e em humanos.
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