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RESUMO

O omeprazol, principal benzimidazol substituido utilizado na inibicdo da secrecao
gastrica, através do bloqueio da ATPase da célula parietal, € um dos 10 farmacos mais
prescritos do mundo. Farmacodinamicamente aliciante, dada a sua extraordinaria
seletividade quimica, o omeprazol foi um sucesso imediato, desde o seu langcamento,
em 1988. Para além da sua eficacia altamente satisfatéria, o omeprazol é, a
semelhang¢a, um fdrmaco farmacocineticamente ideal, uma vez que desfruta de um
tempo de meia-vida curto, e concentra-se e é ativado no seu local de acdo, onde exibe
uma longa duracdo terapéutica. E considerado um farmaco seguro e n3o apresenta
eventos secundarios marcados, nem efeitos a longo prazo, conhecidos, significativos.

A metabolizacdo do omeprazol é da responsabilidade do sistema de Citocromos
P450, mais concretamente dos CYP2C19 e CYP3A4. Ambos os enzimas sao regulados
pelos xenosensores celulares PXR e CAR, os quais estdo envolvidos em processos que
conduzem a variabilidade da metabolizacdo e excrecdo do omeprazol.

O omeprazol é indutor dos CYP1A, através de um mecanismo indutor diferente do
adotado pela maioria dos agonistas do recetor AhR, responsavel pela regulacao destes
enzimas. A inducdo dos CYP1Al1l e CYP1A2, pelo omeprazol, é efetuada por um
processo misto, que consiste na ligacdo direta, do farmaco, a um local secundario do
AhR, que ndo o sitio ativo e, adicionalmente, através da ativacdo indireta do recetor,
por estimulacdo da fosforilagdo do mesmo, mediada por proteinas tirosina cinases.

Os CYP1A estdo envolvidos na ativacdo metabdlica de substratos policiclicos e
aromaticos, presentes no fumo do tabaco e carnes cozinhadas, em metabolitos
eletrofilicos e instaveis, que se ligam covalentemente ao ADN e outras moléculas
enddgenas, com consequente possibilidade de evolugdo para um quadro tumoral.

Dado a capacidade do omeprazol estimular enzimas envolvidos na geracao de
substancias toxicas e reativas, questionou-se a possibilidade de a terapéutica com o
farmaco adicionar risco na suscetibilidade ao cancro. Até a data, estas especulagdes
tém se provado infundadas e apdés mais de 20 anos de uso clinico, o omeprazol

continua a ser um farmaco seguro e prescrito a milhdes doentes, todos os anos.

Termos-chave: omeprazol, AhR, inducdo enzimatica, CYP1A1, CYP1A2, cancro
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ABSTRACT

Omeprazole, a substituted benzimidazole used in the inhibition of gastric secretion,
by blocking the ATPase of the parietal cell, is one of the 10 most prescribed drugs all
over the world. Omeprazole is pharmacodynamically attractive, given its extraordinary
selectivity and was an instant success since its launch in 1988. Apart from its highly
satisfactory efficacy, omeprazole is, similarly, a pharmacokinetically ideal drug since it
has a short half-life and it’s activated and concentrated at its site of action, where it
shows a long duration therapy. It is considered a safe drug and expresses no severe
side effects or marked long term effects.

The metabolism of omeprazole is mediated by the Cytochrome P450 system,
specifically CYP2C19 and CYP3A4. Both enzymes are regulated by PXR and CAR, which
are involved in processes leading to variability in the metabolism and excretion of
omeprazole.

Omeprazole is an inducer of CYP1A, through a different mechanism from those
adopted by most AhR agonists. The induction of CYP1A1 and CYP1A2, by omeprazole,
is performed by a dual process which consists in linking the drug to a secondary
location of AhR other than the active site and phosphorylation of the receptor by
protein tyrosine kinases.

CYP1A are involved in metabolic activation of polycyclic aromatic substrates,
present in tobacco smoke and charcoal-grilled meat, in electrophilic and unstable
metabolites, which bind covalently to DNA and other endogenous molecules, with
consequent possibility of evolution to cancer.

Given the ability of omeprazole to stimulate enzymes involved in the generation of
toxic and reactive substrates, we question the possibility that omeprazol add
susceptibility to the risk of cancer. To date, these speculations have proved unfounded
and after over 20 years of clinical use, omeprazole continues to be a safe drug

prescribed to millions of patients every year.

Keywords: omeprazole, AhR, enzyme induction, CYP1A1, CYP1A2, cancer

Ana Filipa Inacio, 34792
Mestrado Infegraodo em Ciéncias Farmacéuticas



A terapéutica com o omeprazol avaliacdo da potencial relagdio com a suscetibiidode ao cancro

INDICE
RESUMIO ..ttt e s st e e e s s e r e e e e e e s s nnnres 8
ADSEFACT Lo e e s 9
INAICE 08 FIGUIAS ...ttt sttt ettt ea et sttt e s s e seans 12
INAICE A TADEIAS ....v.veeeevrericetcte ettt ettt a bbb sas 13
Lista de Siglas @ ADreVIatUuras ......ceiciiie i e e e e e e ren e e e e e e e eeaes 14
IO 1o 4 o Yo [Tt o XU URPRR 19
B O @] 50 =T o] - 2o Y SRR 21
2.0, NOtA HISTOIICA. ..eueeeiieeieeeee et e 21
2.2. Estrutura @ ClassifiCagado ......ueeeieiiiiei e 22
2.3. Propriedades FarmacodinAmiCas.......cccuueeeeeiiieeeeiiieeeeeieee e eeiee e e e esinre e e s e e e e 23
2.3.1. Fisiologia da Secregao SASTriCa ..uueeeiuieeeeiiiiee ettt eeae e 23
|V [ Tor- Yo T g To o LT Yok Lo TS 26
2.4. Propriedades FarmacoCiN@tiCaS .......ccccuiieeiiiiiieeeecieeeeeeiee e e e e e e 28
0 1 AN o 1Yo f o To SR 28
B R B 11 4 | VT Lot [ J U 29
2.4.3. MetaboliSMO ....cooiiiiiiie e 29
g T ol = Tox- o TS 31
T U L 4|17 ok Lo 1 @[ g1 or SR 31
2.6. REACOES AQVEISAS..uiiieieeiieiiiiiiieiee e e e seccttree e e e e e e e s s atreeeeeeeesesansseseeeeaeseesanssraneaaeens 32
2.7. Interag0es MediCameENtOSAS .. .uuieeiieiecciiteiee e e e et e e e e e e esrrrrr e e e e e e e e eanarereeaeeas 33
3. O sistema enzimatico dos Citocromos PA50.........cceeeviieiiieeiiiieiniie et 36
3.1 CYPLAL € CYPLAZ ..ttt ettt sttt et sae e e b e sat e e b e naeas 37
3.1.1. Efeitos da metabolizacdo dos PAHs pelos CYPIA .......ccccovvvveeveeeeeiiccirreeeenen. 40
3.1.2. Efeitos da metabolizacdo das Aminas Heterociclicas e Aromaticas pelos
CYP LA et et e e e n e nare e 43
3.2 CYP2CLO et e e et nnees 46
3.2.1. Variantes Polimérficas com significado clinico na terapéutica com o
(0307=T 0] = V40 ] ISP PPPPURURN 48
3.3LCYPBAL e e n e s e e neennees 49
4. Indugao enzimatica dos CitoCcromos PA50.........oocuieiiiiiiieiiiiiiiee e siree e siieee e 53
4.1. Indugao mediada Pelo ARR ......oiiiiiee e 57
10

Ana Filipa Inacio, 34792
Mestrado Infegraodo em Ciéncias Farmacéuticas



A terapéutica com o omeprazol avaliacdo da potencial relagdio com a suscetibiidode ao cancro

4.1.1. Papel do AhR no risco a Toxicidade Ambiental e Cancro........cccccccvveeeennnen. 61
4.2. Indugdao mediada pelo PXR € CAR ....oeiiii it eennee e e e e 64
B2 1 PXR ettt ettt e n e e bt e s an e s anreeeaneas 68
B.2.2 CAR ettt et e et hb e s aan e s enreeeaneas 71

5. Indugdo enzimatica pelo OMEPrazol.......cccevviviiieeiiiiiiie e 75

5.1 O Omeprazol como indutor dos CYP1A — A histdria do mecanismo de ativagdo

INAIreta dO ANR.. ..ot s s 75
5.2 Mecanismo indutor do OmMepPrazol..........eeeveieeeiiiiieee s 81
5.3 Papel do CYP3A4 na regulacao do AhR, pelo sulfureto de omeprazol .................. 83
5.4 Vantagens da utilizacdo do Omeprazol como indutor dos CYP1A...........cccveeeeee... 85
6. Risco da utilizagdo do Omeprazol @ loNgO Prazo.......ccceeeevcvveeeececieee e 86
6.1. A terapéutica com o omeprazol e a variabilidade interindividual........................ 87
6.2. A terapéutica com o omeprazol versus estilos de vida........cccovveeeeeeeeeicccnineeenenn. 88
6.3. A terapéutica com o omeprazol — Perspetivas de estudos futuros...................... 90
/8 Oo T4 Lol [V Y- [o T PSR PP T RUPPSPPPTO 92
8. Referéncias BibliOgrafiCas.......cccoiveiieiiii ittt e e rereee e 95
n

Ana Filipa Inacio, 34792
Mestrado Infegrado em Ciéncias Farmacéuticas



A terapéutica com o omeprazol avaliacdo da potencial relagdio com a suscetibiidode ao cancro

INDICE DE FIGURAS

Figura 2.1 — Estrutura quimica do 0mMepPrazol........cuccieeieiiecesece e 22
Figura 2.2 - IsSOmMeros S € R dO OMEPrazol.......cccecevecieieieiiiieiintisecstcse e se e e e 22
Figura 2.3 — Modelo esquematico da fisiologia da secrecao gastrica.........ccoceeveeeerevennnns 23
Figura 2.4 — Processo de indugdo da producgao de acido, pela célula parietal................. 25
Figura 2.5 — Mecanismo de agdo dO OMEPIrazol........cueirerereireineenesieeeee e se e 27
Figura 2.6 — Modelo esquematico da biotransformacdo, hepatica, do omeprazol........ 29
Figura 3.1 — Representac¢do da conversao enzimatica do benzo(a)pireno........cccceeuunueee 41
Figura 3.2 — Mecanismo mutagénico do metabolito toxico do BaP.........ccccccevverrrrrnreneee. 42
Figura 3.3 — Estrutura quimica da PhIP.........c.cceiiceecee e e st 44
Figura 3.4 — Mecanismo de ativacdo das aminas aromaticas/heterociclicas................... 45
Figura 3.5 — Estrutura quimica do 2-aminonaftaleno.........c.cceeeimeniennienince e, 46
Figura 4.1 — Esquema de indugao dos CYPLA..........ccinece e st err et e e 58
Figura 4.2 — Mecanismo de indugdo pelos xenosensores CAR € PXR......cccccoevevrvrrnnrnnne. 64
Figura 5.1 — Indugdao do mARN CYP1A1, em linhas celulares humanas........cccccoevveuenne. 76
Figura 5.2 -Modelo proposto como mecanismo geral de indugdo dos CYP1A............... 81

Figura 5.3 — Recrutamento das proteinas AhR e ARNT para inducdo dos CYP1A1l,
Mediada PEIO OMEPIAZOL... .. ettt st et e s e e e e 82
Figura 5.4 — Mecanismo interativo entre 0 PXR/CYP3A4 € 0 AhR......ccocveveevvevveeeecrecennns 84
Figura 6.1 — Inibicao dos Citocromos P450 1A1, 1A2 e 3A4 humanos, pelo omeprazol,

em iNdiVIdUOS eXPOSTOS @0 BAP.......cceeee ettt eere et sreere e eer s aeb e nesae e 89

Ana Filipa Inacio, 34792
Mestrado Infegraodo em Ciéncias Farmacéuticas



A terapéutica com o omeprazol avaliacdo da potencial relagdio com a suscetibiidode ao cancro

INDICE DE TABELAS

Tabela 2.1 — Marcadores farmacocinéticos dos diferentes inibidores da bomba de
PrOTBES. ..ttt eee ettt et st sttt ea et st steste et et ees et e sheeue et et ees e s et e sae et e et benbanaente e s 28
Tabela 3.1 — Substratos, indutores e inibidores do CYP1A.........ccooveivieiccien i 38
Tabela 3.2 — Principais farmacos, indutores e inibidores do Citocromo P450 2C19........ 47
Tabela 3.3 — Principais farmacos, indutores e inibidores do Citocromo P450 3A4.......... 51

Tabela 4.1 — Principais caracteristicas dos recetores mediadores de indu¢do AhR, CAR e

Ana Filipa Inacio, 34792
Mestrado Infegraodo em Ciéncias Farmacéuticas



A terapéutica com o omeprazol avaliacdo da potencial relagdio com a suscetibiidode ao cancro

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

3MC - 3-metilcolantreno

3-OH OME - 3-hidroxiomeprazol

5’-desmetil OME — 5’0O-desmetilomeprazol

5-OH OME - 5-hidroxiomeprazol

ABCB1 - Transportador de Efluxo Dependente de ATP, membro 1 da sub-familia B
(“ATP-binding cassette, sub-family B member 1”); P-gp; MDR-1

AC — Adenilciclase ( “Adenyl Cyclase”)

ACh — Acetilcolina (“Acetylcholine”)

ACh-R - Recetor da Acetilcolina (“Acetylcholine Receptor”)

ADN - Acido Desoxirribonucleico; DNA

ADPF — Fator Promotor da Degradacdo do AhR (“AhR Degradation Promoting Factor”)
AhR — Recetor dos Hidrocarbonetos Aromaticos (“Aryl Hydrocarbon Receptor”),

AINEs — Anti-inflamatdrios Nao Esterdides

AIP — Proteina de Interacdo com o AhR (“AhR Interacting Protein”)

AKR - Aldo-Ceto Redutase (“Aldo-Keto Reductase”)

ALAS — 6-Aminolevulinato Sintetase (“6-Aminolevulinate Synthase”)

ALDH — Aldeido Desidrogenase (“ Aldehyde Dehydrogenase”)

AMP - Monofosfato de Adenosina (“Adenosine Monophospate”)

AMPK - Proteina Cinase Ativada pela Adenosina Monofosfato (“Adenosine
Monophospate-Activated Protein Kinase”)

ARN - Acido Ribonucleico; RNA

ARNT - Translocador Nuclear do Recetor dos Hidrocarbonetos Aromaticos (“Aryl
Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator”)

ASC-2 - Co-integrador de Sinal Activador (“Activating Signal Cointegrator-2")

ATP — Trifosfato de Adenosina (“Adenosine Triphosphate”)

AUC - Area Sob a Curva (“Area Under Curve”), exposicdo total de um organismo a um
farmaco

BaP — Benzo(a)pireno

BNF — B-naftoflavona

Ca** - Calcio

Ana Filipa Inacio, 34792
Mestrado Infegraodo em Ciéncias Farmacéuticas



A terapéutica com o omeprazol avaliacdo da potencial relagdio com a suscetibiidode ao cancro

cAMP - Monofasto Ciclico de Adenosina (“Cyclic Adenosine Monophosphate”)

CAR - Recetor Constitutivo dos Androstanos (“Constitutive Androstane Receptor”),
NR1I3

CES - Carboxilesterase

CCK — Colecistonicina, ou colecistoquinina (“Cholecystokinin”)

CCRP - Proteina Citoplasmatica de Retencdo do CAR (“Cytoplasmic CAR-Retention
Protein”)

CH-223191 — Acido 2-metil-2H-pirazol-3-carboxilico (2-metil-4-o-tolilazo-fenil)-amida
CITCO - 6- (4-clorofenil)imidazo[2,1-b][1,3]tiazol-5-carbaldeideO-(3,4-
diclorobenzil)oximo

CYP — Citocromo P450

DAG — Dialcilglicerol (“Diacylglycerol”)

DBD - Dominio de Liga¢do ao DNA (“DNA-Binding Domain”)

DNA - Acido Desoxirribonucleico (“Deoxyribonucleic Acid”); ADN

DR - Repeticdo Direta (“Direct Repeat”)

DR-3 - Repeticdo Direta Separada por 3 Nucledtidos (“Direct Repeat Separated by 3
Nucleotides”),

DR-4 - Repeticdo Direta Separada por 4 Nucleétidos (“Direct Repeat Separated by 4
Nucleotides”)

DRE - Elementos de Reposta a Dioxina (“Dioxin-responsive Element”); XRE

ECL (Cells) - Células enterocromafins (“Enterochromaffin-like Cells”)

EM — Metabolizadores Rapidos (“Extensive Metabolizers”)

ER - Repeticdo “Evertida” (“Everted Repeat”)

ER-6 - Sequéncia “Evertida” Separada por 6 Nucleétidos (“Everted Repeat Separated by
6 Nucleotides”)

ER-8 - Sequéncia “Evertida” Separada por 8 Nucleétidos (“Everted Repeat Separated by
8 Nucleotides”)

ET-743 - Trabectedina

FDA - “Food and Drug Administration”

FoxO1 - Proteina Forkhead Box O1

FXR - Recetor X de Farnesdides (“Farnesoid X Receptor”)
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G/CCK-B-R - Recetor B da Gastrina e da Colecistocinina (“Gastrin/Cholecystokinin B
Receptor”)

GERD - Doenca do refluxo gastroesofagico (“Gastroesophageal Reflux Disease”)

GR - Recetor dos Glucocorticdides (“Glucocorticoid Receptor”)

GRP-R — Recetor peptidico libertador de gastrina (“Gastrin-releasing Peptide
Receptor”)

GST — Glutationa-S-Transferase

H*/K'-ATPase — Bomba de Protdes; Trifosfatase de Adenosina Sdédio/Potéssio
(“Sodium-potassium adenosine triphosphatase”)

H, - Histamina

H,-R — Recetor 2 da Histamina

HCAs — Aminas Heterociclicas (HCAs — “Heterocyclic Amines”)

HIF-1a - Fator Induzido por Hipoxia 1, subunidade a - “Hypoxia-inducible factor 1,
alpha subunit”)

hsp90 - Proteina de Choque Térmico 90 (“Heat-shock Protein 90”)

IP; — Trifosfato de inositol (“Inositol Triphosphate”)

IQ - 2-amino-3- metilimidazol[4,5-f]quinolina

IR - Repeticdo Invertida (“Inverted Repeated”)

IRS — Sequéncia de Resposta a Insulina (“Insulin-Response Sequence”),

LBD - Dominio de Ligagao ao Ligando (“Ligand-Binding Domain”)

M3s-R - Recetor Muscarinico 3 (“Muscarinic Receptor 3”)

mMARN - ARN Mensageiro; mRNA

MDR - Proteina Responsavel pela Resisténcia Mdultipla a Farmacos (“Multidrug
Resistance Protein "), ou ABCB

MDR1 - Proteina Responsavel pela Resisténcia Multipla a Farmacos 1 (“Multidrug
Resistance Protein 1”); P-gp; ABCB1

mEH - Epdxido Hidrolase Microssomal (“Microsomal Epoxide Hydrolase”)

MelQ - 2-amino-3,4-dimetilimidazol[4,5-f]lquinolina

MelQx - 2-amino-3,8- dimetilimidazol[4,5-f]quinolina

mMRNA — ARN Mensageiro (“Messenger RNA”), mARN

MRP — Proteinas Associadas a Resisténcia Multipla (“Multidrug resistance-associated

protein”) ou ABCC
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NAT — N-Acetiltransferase

NCOR2 - Co-repressor do Recetor Nuclear 2 (“Nuclear Receptor Co-repressor 2”), SMRT
NF-kB - Fator Nuclear kappa-B (“Nuclear Factor kappa-B”)

NR1I2 - Membro 2, do Grupo |, da Subfamilia 1, dos Recetores Nucleares (“Nuclear
Receptor Subfamily 1, Group I, Member 2”), PXR

NR1I3 - Membro 3, do Grupo |, da Subfamilia 1, dos Recetores Nucleares (“Nuclear
Receptor Subfamily 1, Group I, Member 3”), CAR

OATP - Polipéptidos de Transporte de AniGes Organicos (“Organic Anion Transporting
Polypeptides”)

OME — Omeprazol

OMS — Sulfureto de Omeprazol

P-gp - Glicoproteina-p (“P-glycoprotein 1”); ABCB1; MDR-1

PAHs — Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (“Polycyclic aromatic hydrocarbons”)
PAPSS — 3'-Fosfoadenosina 5'-fosfosulfato Sintase (“3'-Phosphoadenosine 5'-
phosphosulfate Synthase”)

PBP - Proteina de Ligacdo ao Recetor Activado pela Proliferacdo de Peroxissoma
(“Peroxisome Proliferator-activated Receptor Binding Protein”)

PBREM - Elementos de Resposta ao Fenobarbital (”Phenobarbital Responsive Enhancer
Module”)

PHAHs - Hidrocarbonetos Aromaticos Polihalogenados (“Polyhalogenated Aromatic
Hydrocarbons”)

PhIP - 2-amino-1-metil-6-fenilimidazol[4,5-b]piridina

PHS - Prostaglandina H Sintase (“Prostaglandin H Syntase”)

PIP, - 4,5-bifosfato de fosfatidilinositol (“Phosphatidylinositol 4,5-biphosphate”)
PK11195 - 1-(2-clorofenilmetilpropil)-3-isoquinolina-carboxamida

PLC — Fosfolipase C (“Phospholipase C”),

PM — Metabolizador Lento (“Poor Metabolizer”)

PPARa - Recetor a Activado por Proliferadores do Peroxissoma (“Peroxisome
Proliferator Activated Receptor-Alpha”)

PPi - Pirofosfato Inorganico (“Inorganic Pyrophosphate”)

PPI - Inibidores da Bomba de Protdes (“Proton Pump Inhibitors”)

PPP1R16A — Subunidade da Proteina Fosfatase 1 Associada a Membrana; R16A
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PTK - Proteina Tirosina Cinase (“Protein Tyrosine Kinase”)

PXR - Recetor X de Pregnanos (“Pregnane X Receptor”), NR1I2

PXRE - Elemento de Resposta do PXR (“PXR Response Element”)

R-ome — Isémero R do Omeprazol

RAC3 - Co-ativador Associado ao Recetor 3 (“Receptor-Associated Coactivator 3”)
RE — Reticulo Endoplasmatico

RIF - Rifampicina

RNA - Acido Ribonucleico (“Ribonucleic Acid”)

RXR - Recetor X Retindide (“Retinoid X Receptor”)

S-ome — Isémero S do Omeprazol

S20 - C-ciclopropilalquilamida

sEH - Epdxido Hidrdlase Soluvel (“Soluble Epoxide Hydrolase”)

SHP - Pequeno Parceiro Heterodimérico 1 (“Small Heterodimer Partner-1")

SMRT - Mediador Silenciador dos Recetores dos Retindides e Hormonas Tiroideas
(“Silencing Mediator for Retinoid or Thyroid-hormone Receptors”), NCOR2

SNP — Polimorfismo de um sé nucledtido (“Single-nucleotide Polymorphism”)
Somatostatin-R — Recetor da Somatostatina (“Somatostatin receptor”)

Sp1 - Proteina Especificante 1 (“Specificity Protein 1”),

SRC-1 - Co-ativador 1 do Recetor Esterdide (“Steroid Receptor Coactivator-1")
SULT - Sulfotransferase

SXR - Recetor X de Esterdides (“Steroid X Receptor”)

t1/,— Tempo de Meia Vida

TCDD - 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (“2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin”)
TCPOBOP - 1,4-bis[2(3,5-dicloropiridiloxi)]benzeno

UGT — UDP-Glucuronosiltransferase (“UDP-Glucuronosyltransferase”)

VDR - Recetor da Vitamina D (“Vitamin D Receptor”)

WT — Wild-type, gendtipo de individuos portadores de 2 alelos ndo mutados de um
determinado local polimérfico

XRE — Elementos de Resposta a Xenebidticos (XRE - “Xenobiotic Response Element”);
DRE

XREM — Mddulo Potenciador de Resposta a Xenobidticos (“Xenobiotic Responsive

Enhancer Module”)
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1. INTRODUCAO

O omeprazol (OME) consiste num bloqueador da bomba de protdes altamente
utilizado no tratamento das patologias gastrointestinais, associadas a fenémenos
hipersecretdrios, como a dispepsia, Ulcera péptica, esofagite de refluxo ou, mesmo, o
sindrome de Zollinger-Ellison, dado o seu eficiente efeito terapéutico no bloqueio da
secrecdo gastrica, pela célula parietal da mucosa gastrica (Ma & Lu, 2007).

O sistema dos Citocromos P450 envolve um grupo de enzimas altamente
especializadas na biotransformacdo, ativacdo e destoxificacdo de substancias
estranhas, como é o caso dos fdrmacos e poluentes ambientais. Neste sistema
inserem-se os CYP1A, constituidos pelos enzimas CYP1A1l e CYP1A2. Ambos estdo
envolvidos na metabolizacdo de algumas moléculas de caracter farmacoldgico, mas
também na bioativacdo de determinadas substancias, cujos metabolitos resultantes
apresentam um perfil toxicolégico muitissimo mais marcado e, por isso, uma maior
capacidade em contribuir para o dano bioldgico, que pode ir desde a destabilizacdo de
proteinas enddgenas até a formacdo de adutos e mutacdes no material genético
celular (Lemaire, et al., 2004). Um dos exemplos mais conhecidos deste fenémeno
consiste na transformacdo de compostos presentes no fumo do tabaco, como o
benzo(a)pireno, em epdxidos eletrofilicos, altamente instaveis e mutagénicos (Gelboin,
1980). Com isto, pretende-se apresentar os CYP1A como os enzimas que, em parte,
determinam a toxicidade, mutagénese e carcinogénese de quimicos ambientais
nocivos e cuja variabilidade genética parece estar associada a diferentes
comportamentos individuais humanos no que concerne ao resultado da exposicdo a
estes compostos. Os CYP1A sdo altamente indutiveis no figado, pulmao, pele e rim,
num processo mediado pelo Recetor dos Hidrocarbonetos Aromaticos (AhR — “Aryl
Hydrocarbon Receptor”). Ironicamente, os indutores mais potentes deste recetor sdo
0s proprios substratos dos CYP1A, como é o caso dos Hidrocarbonetos Aromaticos e
das Aminas Policiclicas, o que contribui, inevitavelmente para o chamado “efeito
domind” — quanto mais tentar destoxificar estas moléculas, mais espécies mutagénicas
vou produzir, uma vez que, na exposicdo ao poluente, estarei, adicionalmente, a

estimular esta enzima bioativadora (Ma & Lu, 2003).
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O omeprazol, apesar de nao ser estruturalmente homodlogo, ou mesmo semelhante,
aos agonistas do AhR, detém capacidade para induzir este recetor, embora nao através
do mecanismo padrdo de inducdo dos CYP1A (Diaz, et al., 1990; Kikuchi, et al., 1998).
Dada a sua interferéncia nos processos enzimdticos envolvidos na tematica da
toxicidade genética, coloca-se a possibilidade do omeprazol poder intervir na
suscetibilidade ao cancro humano (Ma & Lu, 2007) e, se sim, quais sdo as repercussoes
futuras que um procedimento destes pode ter em termos de saude publica, dada a
larga extensdo de populagdo que desfruta do tratamento com inibidores da bomba de
protées, em especial do omeprazol, aliada a exposicdo a moléculas bioativadas pelos
CYP1A. Este texto pretende avaliar, em termos de literatura cientifica, os contributos ja

lancados na percecdo e avaliacdo desta possibilidade.
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2. 0O OMEPRAZOL

2.1. NOTA HISTORICA

Ha quase 40 anos atras, doencas do foro gastrointestinal, como a gastrite, a azia
e as Ulceras duodenais, associadas a niveis elevados e inapropriados de acido gastrico,
eram o dia-a-dia de milhdes de pessoas, para as quais existia pouca, ou em certos
casos nenhuma, opg¢ao terapéutica.

O tratamento de doencas relacionadas com a acidez gastrica teve o seu boost no
final de 1970, com o aparecimento dos compostos antagonistas do recetor 2 da
histamina (H,-R), tais como a cimetidina e a ranitidina. Através do seu efeito inibitério
gastrico, esta classe de fdrmacos proporcionou alivio dos sintomas e melhorou o
progndstico das doencas gastricas, reduzindo a necessidade de cirurgia (Olbe, Carlsson,
& Lindberg, 2003). No entanto, os bloqueadores H, detinham uma curta duracado de
acdo, assim como flutuagdes indesejaveis dos niveis de acido gdstrico. Além disso,
falharam na resposta a doenca do refluxo gastroesofagico (GERD — Gastroesophageal
reflux disease) e ao Sindrome de Zollinger-Ellison (Katzung, et al., 2009).

Desde 1960 que a empresa farmacéutica Astra® procurava um farmaco capaz de
inibir a secrecdo gastrica e com o lancamento dos antagonistas H,, a industria
encontrou a sua inspiracao e comecou na busca de uma molécula capaz de inibir a fase
final da producdo gastrica: a bomba de protdes das células parietais do estdbmago. A
empresa focou-se em imidazdis, mais especificamente em benzimidazdis, em parte
devido ao facto de a cimetidina e derivados serem desta classe e apds anos de
investigacdo e dedicacdo surgiu, enfim, em 1979, o omeprazol (OME). Em 1982,
comecaram os testes em humanos, os quais exibiram resultados altamente
satisfatorios e em 1988 o omeprazol foi finalmente aprovado pela FDA (Olbe, et al.,
2003; Katzung et al., 2009).

Apds o seu lancamento, o omeprazol tornou-se um sucesso, sendo, mesmo,
considerado o farmaco mais vendido, em todo o mundo, nos anos 90. Em 1999,
contava ja com vendas mundiais correspondentes a 5,9 mil milhdes de ddlares e na
primeira metade de 2001 as vendas ascendiam aos 14 mil milhdes. Neste mesmo ano,
o omeprazol perdeu a sua patente e ndo demorou até que multiplas empresas de

genéricos o produzissem. Existem, hoje, 4 derivados do omeprazol: Esomeprazol,

21
Ana Filipa Inacio, 34792
Mestrado Infegraodo em Ciéncias Farmacéuticas



A terapéutica com o omeprazol avaliacdo da potencial relagdio com a suscetibiidode ao cancro

Lansoprazol, Pantoprazol e Rabeprazol, disponiveis, fruto de varias industrias

farmacéuticas (Katzung et al., 2009).

2.2. ESTRUTURA E CLASSIFICAGAO

Pertencente a familia dos benzimidazdis, o OCH,

omeprazol é um 5-metoxi-2-[[(4-metoxi-3,5-dimetil-2- CH; CH;

piridinil)metillsulfinil]-1H-benzimidazol, cuja  formula

empirica é C;7H19N305S e apresenta um peso molecular de
O

N

N\\ Sq_\
345,42 (AstraZeneca, 2012). Este fdrmaco apresenta certas \]/
NH

caracteristicas importantes, préprias do seu mecanismo de
acdo: € uma base fraca, o que significa que se dirige e CH,0

acumula em compartimentos acidicos; € lipofilico, o que Fjgyra 2.1 - Estrutura

Hsgg{_ lhe permite penetrar, duimica do omeprazol
4 /'Nk (Brunton, et al., 2006)
H :S,,o CH, facilmente, as membranas
N '« -OCH;
S-Omeprazol | celulares; e, apesar de
N._ = “CH
3 . , , N
guimicamente estavel a pH neutro, é altamente instavel a
NS -CHs
A ocH pH acido, pelo que é revestido por uma capsula gastro-
3

Sy CHs resistente, que s6 o liberta apds abandonar o estémago

N
e
HaCO f}"“
3 J\__ R-Omeprazol (Brunton, et al., 2006).

Figura 2.2 - Isdmeros S A sua estrutura quimica, representada na figura
e R do omeprazol

(Olbe, et al., 2003) 2.1, contém um grupo sulféxido, o que lhe confere o

estatuto de mistura racémica, constituida por 2 isémeros,

R e S (moléculas de forma idéntica, mas invertida, sobreponiveis em frente ao
espelho), numa propor¢cdo de um para um (figura 2.2). Comparativamente ao
racemato e ao isdmero R, o isémero S do omeprazol estd associado, no humano, a
uma biodisponibilidade e potencialidade para inibir a secrecdo gdstrica bastante
superior. Por esta razdo, o isdbmero S do omeprazol comegou, em 2000, a ser
comercializado individualmente, com o nome de esomeprazol (Olbe, et al., 2003).
Cinco anos antes, em 1995, foi aprovado o lansoprazol e em 2002 sairam para o
mercado o pantoprazol e o rabeprazol (CenterWatch, 2012). A diferenga entre os
diversos derivados do omeprazol reside nas distintas substituicGes nos seus grupos
22
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funcionais, que afetam, maioritariamente, a biodisponibilidade, tempo de meia-vida

no plasma e dose terapéutica dos compostos (Katzung, et al, 2009).

2.3. PROPRIEDADES FARMACODINAMICAS

O omeprazol, a semelhanca de outros inibidores da bomba de protdes (PPl —
“Proton Pump Inhibitors”), atua na etapa final da secre¢ao gastrica. O seu mecanismo
de acdo estd bem estudado e esclarecido e é centrado na bomba de protdes da célula
parietal (ou oxintica). O modo de atuacdo dos inibidores da bomba de protdes é mais
bem compreendido quando se conhece o modo como a regulacdo fisioldgica da
secrecao gastrica (Figura 2.3) é conseguida, o que sera explicado a seguir (Junqueira &

Carneiro, 2004; Brunton, et al., 2006; Katzung, et al., 2009).

2.3.1. FISIOLOGIA DA SECRECAO GASTRICA

O arranque da producdo géstrica acontece por consequéncia de um estimulo,
no bulbo raquidiano, derivado do cheiro e sabor dos alimentos, da sensac¢ao tactil, na

boca, ou, até, do simples pensamento em comer. Estes estimulos desencadeiam um

potencial de acao, Antro do Estdmago ,] Fundo do Estdmago
que percorre  0s [
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3 Figura 2.3 - Modelo esquemético da fisiologia da

qual se ird ligar a secregdo gastrica (Katzung, et al., 2009)

guatro locais distintos: ao recetor peptidico libertador de gastrina (GRP-R — “Gastrin-

realising Peptide Receptor”) das células enteroenddcrinas G, ao recetor da acetilcolina
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(ACh-R — “Acetylcholine Receptor”) das células enteroenddcrinas D, ao recetor
muscarinico 3 (Ms3-R — “Muscarinic Receptor 3”) das células parietais e ao recetor Ms-R
das células enterocromafins (ECL Cells — “Enterochromaffin-like Cells”). Consoante a
célula a que se liga, a acetilcolina provoca diferentes rea¢bes (Junqueira & Carneiro,
2004; Brunton, et al., 2006; Katzung, et al., 2009).

A ligagdo da ACh ao Mzs-R, da célula parietal, induz a libertagdo de acido
através de uma via dependente de célcio (Ca**) (Brunton, Lazo, & Parker, 2006). Esta
via inicia-se com a ligacdo do neurotransmissor ao recetor que, através da proteina G
(proteina envolvida na transducdo de sinais celulares), estimula a fosfolipase C (PLC —
“phospholipase C”), responsavel pela clivagem dos fosfolipidos, da membrana,
imediatamente antes do seu grupo fosfato. A fosfolipase C hidrolisa o 4,5-bifosfato de
fosfatidilinositol (PIP, — “Phosphatidylinositol 4,5-biphosphate”) conduzindo a
formacao de trifosfato de inositol (IPs — “Inositol Triphosphate”) e dialcilglicerol (DAG —
“Diacylglycerol”’). O IP3, por sua vez, promove o aumento do cdlcio, a partir da
mobilizacdo das reservas de calcio intracelulares, activando proteinas cinases,
responsdveis pela ativacdo da bomba de protdes, H'/K'-ATPase (“Sodium-potassium
adenosine triphosphatase”) (Damiani, 2005; Misodor, 2009). A H'/K'-ATPase é
constituida por 2 unidades: uma subunidade a, onde se situa o sitio ativo do enzima,
responsdavel pela troca do Hidrogénio (H"), intracelular, pelo Potassio (K*), extracelular
e uma subunidade B, encarregue da estabilidade e funcionalidade da bomba. O ido
hidrogénio, constituinte do acido gastrico (Acido Cloridrico — HCI), é conseguido, no
interior da célula parietal, através da reacdo entre diéxido de carbono (CO,) e agua
(H,0), catalisada pela anidrase carbodnica, com consequente formacdo de acido
carbdnico (H,COs). Posteriormente, a dissociacdo do H,CO; resulta em ides H' e
bicarbonato (HCO3') (Seeley, et al., 2003). Quando activada, a bomba de protdes
promove a troca de ides H*, intracelulares, por K', extracelulares. Esta troca é
acompanhada pela expulsdo de iGes cloreto (ClI), via canais de cloro, localizados na
membrana apical da célula. No exterior da célula parietal, o H" e o CI" associam-se,
formando acido cloridrico (Potrich, 2009). Apesar da saida de ides CI, da célula, a
expulsdo de ides H" acarreta um gasto energético, uma vez que o transporte é contra
um gradiente de concentragdo acentuado (em mais um milhdo de vezes), meramente
reduzido, mas ndo anulado, pela saida do cloro. Devido a esta necessidade energética,
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a célula parietal apresenta o maior conteddo em mitocdndrias do que qualquer outra
célula do organismo, representado por 34% do seu volume celular.

Ao mesmo tempo que o processo anterior se processa, a ACh liga-se,
igualmente, ao recetor GRP-R das células enteroenddcrinas G e estimula, de forma
direta, a producdo de gastrina, hormona esta que deriva do processamento (clivagem)
pos-tradu¢do da pré-pré-gastrina (Misodor, 2009). Além do estimulo da ACh, os
péptidos da dieta, presentes no estdbmago, podem também induzir a célula a produzir
esta hormona. Assim que é libertada, a gastrina entra na circulacdo e ao atingir a

t!is‘tamjna Adggilg_ic!’a_se Son]atogtagipa mucosa da parte
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O .
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Figura 2.4 - Processo de inducdo da producgao de acido, pela notar que o
célula parietal (Misodor, 2009). recetor a0 qual a
gastrina se liga, é também o local de ligacdo da hormona colecistocinina, ou
colecistoquinina (CCK), referida mais adiante). Da ligacdo, a célula parietal, deriva a
producdo de acido, igualmente pela via dependente de calcio, descrita anteriormente.
Por outro lado, a presenca de gastrina na célula ECL conduz a libertacdao de histamina,
armazenada em granulos acidos, nestas células. Apos libertada, a histamina migra até
as células parietais, onde se une ao H,-R, exercendo, através da proteina G, um efeito
estimulante na adenilciclase (AC — “adenyl! cyclase”). Como consequéncia, a AC catalisa
a conversdo de trifosfato de adenosina (ATP - “Adenosine Triphosphate”) em
monofosfato ciclico de adenosina (cAMP — “Cyclic Adenosine Monophosphate”) e
pirofosfato inorganico (PPi — “Inorganic Pyrophosphate”). O aumento do cAMP
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intracelular ativa proteinas cinases, que ativam a bomba de protdes a secretar acido,
da forma ja descrita (Katzung, et al., 2009; Misodor, 2009).

Outra das ligacdes da Ach é, a semelhanca da gastrina, a célula ECL,
estimulando, da mesma forma, a libertagao de histamina, com consequente ligagdo ao
H,-R da célula parietal e producdo de acido, pela H/K*-ATPase (Misodor, 2009).

Por ultimo, a ACh é, também, capaz de se ligar ao ACh-R situado na célula
enteroenddcrina D, inibindo a libertagdo de somatostatina. A somatostatina, quando
secretada, é responsdvel pela inibicdo da produgdo gastrica, de modo direto, na célula
parietal, inibindo a adenilciclase, ou indiretamente, através da inibicdo da libertacdo
de gastrina, pela célula enteroendécrina G e através da regulacdo da secrecdo de
histamina, pelas células ECL, que é diminuida. A producdo de somatostatina presencia-
se na célula enteroenddcrina D e verifica-se quando a célula é estimulada pelo
aumento da concentracdo de H" intraluminal e pela libertagdo de CCK, pelas células
duodenais (localizadas na parte inicial do intestino delgado), em resposta a presenca
de proteinas e lipidos, no local. Assim, a inibicdo da célula enteroenddcrina D, pela
ACh, cessa a libertacdo de somatostatina, levando, indiretamente, ao aumento da
libertagdo de gastrina, com consequente acidificacdo do liquido gastrico, pelo processo
ja descrito (Katzung, et al., 2009; Misodor, 2009). Todos os processos descritos

anteriormente, na célula parietal, encontram-se demonstrados na figura 2.4.

2.3.2. MECANISMO DE ACAO

O mecanismo de acdo do omeprazol inicia-se com a sua conversao na forma
ativa. Sendo este pro-farmaco uma base fraca, tem uma elevada afinidade para
ambientes de baixo pH, como é o caso dos canaliculos intracelulares da célula parietal.
Assim, uma vez absorvido e lancado na corrente sanguinea, o omeprazol atravessa
facilmente a membrana celular e concentra-se no lUmen, acidico, da célula parietal,
onde é ativado. Esta sua particularidade, torna-o um farmaco altamente seletivo e
direcionado, sendo esta uma das grandes razdes pelas quais o omeprazol tem uma
taxa de sucesso tdo elevada (Furuta, et al., 2005; Silva, 2011). A ativacdo inicia-se com
a protonagdo do composto que, apds rearranjo, se transforma numa sulfenamida. Este

ultimo metabolito interage covalentemente e irreversivelmente com os grupos
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sulfidrilo (SH) dos residuos de cisteina (em particular da Cys 813) existentes no

dominio extracelular da H"/K*-ATPase (figura 2.5), enzima responsavel pelo passo final
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Figura 2.5- Mecanismo de acao do omeprazol (Olbe, et al., 2003)

na secrecao de acido (Olbe, et al., 2003; Brunton, et al., 2006). Apesar de existirem
outras bombas de protdes no organismo, a H'/K'-ATPase s6 parece existir na célula
parietal e é estrutural e funcionalmente distinta de outras enzimas transportadoras de
H*, o que também contribui para a afincada seletividade dos inibidores da bomba de
protées (Katzung, et al., 2009).

A inibicdo da bomba de protdes, na célula parietal, é dose-dependente e
providencia uma rdpida (em 1 a 2 horas) e eficaz reducdo da secrecdo gastrica, tanto
basal quanto estimulada, em cerca de 90%. A producdo de acido sé é retornada apds a
producdo de novas moléculas de H'K'-ATPase, aproximadamente 18 horas depois,
apesar de também poder ocorrer alguma dissociacdo, por acdo da glutationa
enddgena, do complexo. Assim sendo, e tratando-se de uma inibicdo maioritariamente
irreversivel, a duracdo do efeito terapéutico é notoriamente mais longa, mantendo-se
mesmo quando o fdrmaco ja ndo se encontra em circulacdo (Silva, 2011; AstraZeneca,
2012). Além disso, uma vez que o omeprazol atua na fase final da producdo de acido, a
inibicdo da secrecdo acidica é independente de quanta producdo de 4acido é
estimulada, o que Ihe confere uma indiscutivel vantagem em relacdo a outros
farmacos anti-acidicos (Olbe, et al., 2003). Note-se que sdo necessarios 3 a 4 dias de
toma continua de omeprazol para se obter a inibicdo, maxima, da secrec¢do gastrica.

Resta, por fim, salientar que os diferentes inibidores da bomba de protGes
ligam-se a diferentes locais na bomba de protdes, o que pode justificar a sua diferente
poténcia, apesar de esta nao diferir vincadamente (Brunton, et al., 2006).
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2.4. PROPRIEDADES FARMACOCINETICAS

Do ponto de vista farmacocinético, o omeprazol, principal inibidor da bomba de
protdes, € um farmaco ideal: demonstra um tempo de meia vida (ti2) plasmatico
curto, concentra-se e ativa-se perto do local de acdo e exibe um longo efeito
terapéutico. Para além disso, tem um rdpido efeito de 12 passagem e a excregao renal
€ pouco significativa. Demonstra, apenas, precaucao de utilizacdo em doentes com
disfungdes hepaticas severas, ndo sendo necessdria reducdao de dose nas disfungdes
ligeiras a moderadas (Aranda da Silva & Olivenca, 1997; Walker & Edwards, 2003;
Katzung, et al., 2009).

Apesar de pequenas, existem algumas diferencas entre os diversos inibidores da

bomba de protdes e que estao representadas na tabela 2.1.

Biodisponibilidade 65% 80% 77% 52% 89%

t 1/2 vida 0,7h 1,3h 1,0h 1,5h 1,2h
Ligagdo proteinas
plasmaticas

Tabela 2.1 - Marcadores farmacocinéticos dos diferentes inibidores da bomba
de protdes (Adaptado de Walker & Edwards, 2003)

95% 97% 98% 96% 95%

O perfil farmacocinético do omeprazol serd, minuciosamente, discriminado nas

linhas abaixo.

2.4.1. ABSORCAO

Labil em meio acido, o omeprazol, administrado oralmente, sé é libertado,
pela capsula gastroresistente, na entrada do intestino delgado, onde é rapidamente
absorvido. O pico dos niveis plasmaticos ocorre, aproximadamente, 1 a 2 horas apds a
toma e a absorc¢do conclui-se, na totalidade, ao fim de 3 a 6 horas (Infarmed, 2010;
AstraZeneca, 2012).

A biodisponibilidade da primeira toma é de cerca de 40%, sendo que aumenta
para 65% apds administragdo, repetida, didria. Note-se que a ingestdo concomitante

de alimentos ndao tem qualquer influéncia na biodisponibilidade, ao contrario do
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lansoprazol, por exemplo, que vé a sua biodisponibilidade ligeiramente diminuida

(Brunton, et al., 2006; Infarmed, 2010).

2.4.2. DISTRIBUICAO

Ao atingir a corrente sanguinea, o omeprazol apresenta um volume de
distribuicdo de, aproximadamente, 0,3 I/kg de peso corporal, em individuos saudaveis

e liga-se em cerca de 95% as proteinas plasmaticas.

2.4.3. METABOLISMO

Os inibidores da bomba de protdes sdo metabolizados, extensamente, pelo
sistema enzimatico do Citocromo P450 (CYP), mais concretamente pelos enzimas
CYP2C19 e CYP3A4, com consequente formacdo de 4 metabolitos diferentes. No
entanto, a afinidade do omeprazol pelo CYP2C19 é notoriamente superior, pelo que a
maior parte deste farmaco é metabolizada por este citocromo. A restante fracdo é
metabolizada pelo CYP3A4 (Infarmed, 2010).

O omeprazol é uma mistura racémica e apresenta, na sua constituicdo, um
grupo sulféxido, que é quiral, o que significa que da origem aos 2 enantiémeros, R e S,
ja mencionados mais atras, no texto. O CYP2C19 apresenta uma maior afinidade pelo
enantiomero R  do P
omeprazol (R-ome) e é 7
esse 0 substrato que é
biotransformado  mais
extensa e rapidamente,
pelo enzima (Casarett &

Doull, 2008). Assim, da

metabolizacdo do
isdbmero R, do
omeprazol, via
CYP2C19, resulta, Figura 2.6 - Modelo esquematico da biotransformacio,

primariamente, o 5- hepatica, do omeprazol (PharmGKB, 2011)

hidroxiomeprazol (5-OH OME), metabolito principal no plasma e, em menor
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quantidade, o metabolito 5'0-desmetilomeprazol (5’-desmetil OME). O CYP3A4
catalisa a biotransformacgdo, do isémero R, em 4 diferentes metabolitos: 5’-desmetil
OME, 5-OH OME, omeprazol sulfona (OME sulfona) e 3-hidroxiomeprazol (3-OH OME).
Relativamente ao isémero S, do omeprazol (S-ome), o CYP2C19 catalisa a conversao
em 5’-desmetil OME e, em quantidade inferior, em 5-OH OME. Da metabolizacdo, via
CYP3A4, resulta, apenas, o metabolito 3-OH OME. A figura 2.6 representa,
esquematicamente, o processo descriminado, anteriormente.

Apesar de os estudos efetuados ainda ndo serem suficientemente
esclarecedores, hd indicios de que apesar de o omeprazol entrar, facilmente, no figado
por difusdo, este pode ser expelido da célula hepatica pela proteina transportadora de
efluxo dependente de ATP, membro 1 da sub-familia B (ABCB1 — “ATP-binding cassette
sub-family B member 1”), também conhecida como glicoproteina-p (P-gp — “P-
glycoprotein 1”) ou pela proteina responsavel pela resisténcia multipla a farmacos 1
(MDR1- “Multidrug Resistance Protein 1”) (PharmGKB, 2011).

Justificado pela maior afinidade do omeprazol pelo CYP2C19, existe um maior
potencial de inibicdo competitiva deste citocromo, comparativamente ao CYP3A4, com
possibilidade de consequentes interagdes com outros farmacos, igualmente
metabolizados pelo CYP2C19. Por outro lado, ndo se verifica uma possibilidade,
clinicamente relevante, do omeprazol interagir com outros farmacos, substratos do
CYP3A4, uma vez que ndo ha uma inibicdo substancial deste enzima (Infarmed, 2010).

No caso de caréncia de um enzima funcional CYP2C19, mais comum nos
individuos asidticos (metabolizadores lentos), o omeprazol é catalisado principalmente
pelo CYP3A4. Nestes individuos, as concentracdes de farmaco presente no plasma sdo
3 a 5 vezes superiores, comparativamente com os metabolizadores extensivos,
detentores de um enzima CYP2C19 funcional. Mesmo assim, este facto ndo apresenta
quaisquer implicacdes na posologia do omeprazol (Infarmed, 2010), nem se verifica
risco de toxicidade. Nestes individuos, observa-se, inclusive, uma resposta terapéutica
mais promissora e satisfatdria, ao omeprazol (Klotz, 2006).

As potenciais mutagdes nos citocromos P450 2C19 e 3A4, com consequéncias
clinicas no metabolismo do omeprazol, serdo discutidos, meticulosamente, mais a

frente, no texto.
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2.4.4. EXCRECAO

O ty/; plasmatica do omeprazol é, habitualmente, inferior a uma hora (0,7h),
guer apds administracdo Unica, quanto repetida, diariamente, do farmaco. Por esta
razdo, ndo se verifica qualquer perigo de acumulagdo do omeprazol, entre
administrac¢des (Brunton, et al., 2006; Infarmed, 2010).

Perto de 80% dos metabolitos, inativos, formados na biotransformacao, sao
excretados pela urina e os restantes 20% pelas fezes, provenientes da excrecdo biliar

(Walker & Edwards, 2003; Infarmed, 2010).

2.5. UTILIZACAO CLINICA

O omeprazol, a semelhancga dos restantes inibidores da bomba de protdes, esta
indicado no tratamento de disturbios gastrointestinais associados a acidez gastrica,
como é o caso das Ulceras duodenais e gdstricas. O tratamento destas ultimas pode
variar entre as 2 e as 8 semanas e entre doses de 20 a 40 mg, consoante a gravidade
da patologia. Também na prevencao de recidivas e hemorragias ulcerosas, o uso de
omeprazol estd comprovado e indicado (Katzung, et al., 2009; Silva, 2011).

Outra das utilizacbes é a erradicacao do Helicobacter pylori, em combinagdo com
antibiodticos adequados e que normalmente variam entre a amoxicilina, a
claritromicina e o metronidazol ou tinidazol. A terapéutica dura, normalmente, uma
semana e pode ser repetida, se necessario, nao ultrapassando os 40 mg diarios.

O tratamento e prevencdo de Ulceras gastricas e duodenais relacionadas com a
toma de anti-inflamatérios ndo esterdides (AINEs) também se inserem nas indica¢des
do omeprazol, que, neste caso, ndo deve exceder os 20 mg. A cura deve acontecer nas
4 a 8 semanas a seguir ao inicio do tratamento e no caso de doentes de risco, o
omeprazol deve ser tomado continuamente, a titulo de prevencao (Infarmed, 2010).

Os inibidores da bomba de protdes sdo, a semelhanca de outras patologias
homoélogas, altamente prescritos no gastrinoma ou noutras condicOes
hipersecretdrias, em doses que rondam os 60 a 120 mg (Katzung, et al., 2009).

O omeprazol é, também, utilizado no tratamento da esofagite de refluxo, cujo

tratamento deve preservar-se durante 4 a 8 semanas, numa dose de 20 a 40 mg. Apods
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a cura, o omeprazol deve ser continuado com vista a manutenc¢do do doente, podendo
a dose variar entre os 10 e os 40 mg (Infarmed, 2010).

A dispepsia ndo ulcerosa é outra das indicagdes do omeprazol. No entanto, nao
se encontra demonstrado que o seu interesse farmacoldgico, nesta patologia, seja
superior ao dos antagonistas H,.

Também na prevengao da hemorragia na gastrite de stress se utiliza os inibidores
da bomba de protdes, sendo prescritos, hoje em dia, quase na totalidade dos doentes
hospitalizados (Katzung, et al., 2009).

No tratamento sintomatico da GERD, devem ser prescritos 10 a 20 mg de
omeprazol didrios. A cura deve ocorrer apés 4 semanas de tratamento. Também na
Esofagite Erosiva, que deve ser confirmada por endoscopia, se utiliza o omeprazol, a
curto prazo (AstraZeneca, 2012).

Por ultimo, o omeprazol esta, ainda, indicado no Sindrome de Zollinger-Ellison e
a dose diaria pode variar entre os 20 e os 120 mg. O tratamento deve ser continuado

enquanto for clinicamente relevante (Aranda da Silva & Olivenca, 1997; Silva, 2011).

2.6. REACOES ADVERSAS

O omeprazol, a semelhanca dos seus derivados, é considerado um farmaco
seguro e as reacdes adversas graves sdo esperadas em apenas 1% da populagdo. Os
efeitos adversos mais frequentes (1 a 10% dos doentes) sdo cefaleias, dor abdominal,
obstipacao, diarreia, flatuléncia, nauseas e vémitos. A fotossensibilidade, leucopénia,
trombocitopénia, angioedema, confusao, alteracdes no paladar e mialgia sdo exemplos
de reacbes adversas raras ao omeprazol. Em cada 1 em 10.000 individuos podem,
ainda, ocorrer eventos adversos muito raros, como a hipomagnesemia e a
granulocitose (Dalmady-Israel & Hernandez, 1995; Aranda da Silva & Olivenca, 1997;
Infarmed, 2010).

Verificou-se a diminuicdo da absor¢do de vitamina B12, ferro, célcio e zinco,
durante o tratamento com inibidores da bomba de protdes, uma vez que o pH acido é
essencial para a correta absor¢dao destes nutrientes. No entanto, nunca foram
reportadas quaisquer deficiéncias minerais e vitaminicas nos doentes aos quais foi

prescrito omeprazol. Ainda assim, o risco de anemia e osteoporose deve ser tido em
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conta e monitorizado, recorrendo, se necessario, a suplementos alimentares (Katzung,
etal., 2009).

Durante o tratamento, a longo prazo, podem desenvolver-se, com elevada
frequéncia, quistos glandulares gastricos, consequéncia da pronunciada inibicdo da
secrecao gastrica. No entanto, estas altera¢gdes morfoldgicas sdo benignas e parecem
ser reversiveis com a cessa¢ao do tratamento (Infarmed, 2010).

Além do efeito anteriormente referido, o aumento do pH gastrico é vulneravel
ao desenvolvimento de microorganismos patogénicos, como a Salmonella, o
Campylobacter e o Clostridium difficile, com consequente aumento da prevaléncia de
gastroenterites e outras infec¢Ges gastrointestinais (Brunton, et al., 2006; Infarmed,
2010). Verifica-se, também, um aumento do risco de infeccBes respiratorias,
adquiridas na comunidade, e pneumonia nosocomial em doentes a tomar inibidores
da bomba de protdes (Katzung, et al., 2009).

Foi, ainda, observada hiperplasia das células ECL e carcinomas gastricos, em
estudos em ratos tratados com omeprazol, a longo prazo. Estas modificagcdes sdo
resultado da hipergastrinémia, comum no tratamento com inibidores da bomba de
protdes e outros farmacos anti-acidicos (Infarmed, 2010). Assim, embora ainda nao
tenha sido encontrada nenhuma evidéncia de proliferacdo da mucosa gastrica,
humana, com a administracao, prolongada de omeprazol, os clinicos devem ponderar
a terapéutica, a longo prazo, nos seus doentes e considerar terapéuticas alternativas

(Brunton, et al., 2006).

2.7. INTERACOES MEDICAMENTOSAS

Todos os farmacos supressores da acidez apresentam o potencial de diminuir, ou
aumentar, a absorcao de outros, por aumento do pH. Dependentes do pH, a absorc¢ao
de posaconazol, erlotinib, atazanavir, sais de ferro, ésteres de ampicilina, cetoconazol
e itraconazol encontra-se diminuida, na toma concomitante com o omeprazol, pelo
gue a sua eficacia clinica estd comprometida (Walker & Edwards, 2003; AstraZeneca,
2012; EMA, 2012). Por outro lado, a absor¢do da digoxina é aumentada com o
aumento do pH gastrico, com consequente aumento da biodisponibilidade da mesma,

pelo que a sua monitorizacdo terapéutica deve ser reforcada (Infarmed, 2010).
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A administragdo concomitante de nelfinavir com o omeprazol também esta
contra-indicada, uma vez que se verifica uma diminuicao do efeito antirretroviral do
nelfinavir, quer por diminuicdo da absorcao deste fdrmaco, quer pela diminuicdo da
bioativacgdo no composto ativo pelo CYP2C19, que é inibido pelo omeprazol (EMA,
2011).

Também o clopidogrel, cujo efeito terapéutico depende de bioativacao
metabdlica pelo CYP2C19, exibe uma menor capacidade antiagregante na presenca do
omeprazol (Infarmed, 2010).

Devido a inibicdo do CYP2C19, pelo omeprazol, fdrmacos como o diazepam,
cilostazol, fenitoina, dissulfiram, ciclosporina, benzodiazepinas, R-varfarina e outros
antagonistas da vitamina K apresentam um maior potencial para aumentarem as suas
concentracdes plasmaticas, devido a sua menor metabolizacdo e excrecdo (Dalmady-
Israel & Hernandez, 1995; Aranda da Silva & Olivenca, 1997; AstraZeneca, 2012).

Importa, ainda, salientar que existem outros fdrmacos capazes de inibir o
CYP2C19 e CYP3A4, como a claritromicina e o voriconazol, e que podem conduzir a
aumentos séricos de omeprazol. No entanto, o ajuste da dose do omeprazol sé é
necessaria no caso de doentes com compromisso hepatico grave.

Por outro lado, observa-se diminuicdo dos niveis plasmaticos de omeprazol na
toma concomitante com indutores do CYP2C19 e CYP3A4, tais como a rifampicina e o
hipericdo, por aumento da taxa de metabolismo deste farmaco (Infarmed, 2010).

Recomenda-se, ainda, a precaucdo na administracdo concomitante de
omeprazol com saquinavir, metotrexato e tacrolimus, por aumento dos niveis séricos
destes farmacos, cujo mecanismo de interacdo é, ainda, desconhecido (Infarmed,
2010; AstraZeneca, 2012)

E importante referir que, de todos os inibidores da bomba de protdes, o
pantoprazol é aquele que tem um menor potencial de originar interacdes, uma vez
gue tem uma menor afinidade para o sistema enzimatico dos Citocromos P450, sendo,
igualmente, metabolizado por uma sulfotransferase. Também no caso do rabeprazol,
verifica-se uma menor contribuicdo do CYP2C19 no metabolismo. Note-se que o
omeprazol é o fdrmaco da sua classe que tem uma maior relevancia no metabolismo
pelos Citocromos P450 (Walker & Edwards, 2003). Contudo, apesar da grande
possibilidade que o omeprazol tem de interagir com diversos farmacos, importa
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realgar que raramente o faz, uma vez que o seu tempo de semi-vida é muito curto

(Katzung, et al., 2009).
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3. 0 SISTEMA ENZIMATICO DOS CITOCROMOS P450

A metabolizagdo de farmacos consiste na biotransformacdo, através de sistemas
enzimaticos e, ou, outros processos metabdlicos, de determinado composto, de forma
a torna-lo quimicamente mais suscetivel de ser removido do organismo, ou seja mais
hidrofilico. Em certos casos, a metabolizagao pode, contrariamente ao pretendido pelo
corpo  humano, transformar uma substdncia, outrora inativa, noutra
farmacologicamente ativa ou, até, quimicamente mais tdxica (Aranda da Silva &
Olivenca, 1997; Casarett & Doull, 2008).

A metabolizacdo de xenobidticos executa-se, fundamentalmente, a nivel do tecido
hepatico, rim e epitélio gastrointestinal (Aranda da Silva & Olivenca, 1997). No
entanto, apesar do intestino e figado conterem a maior concentracdo de enzimas
metabdlicas, estas estdo distribuidas por todos os tecidos (Casarett & Doull, 2008).

O sistema dos Citocromos P450, que abrange, no Homem, cerca de 50 tipos de
isoenzimas diferentes, expressas por genes distintos, é o principal responsavel pela
metabolizacdo de farmacos (Walker & Edwards, 2003). Estas proteinas,
biotransformadoras, estdao presentes, em quantidades considerdveis, na membrana
microssomal ou, em alguns casos, na mitocondria, da célula (Oinonen & Lindros, 1998)

Da totalidade dos citocromos P450, presentes na fracdo microssomal celular,
sobressaem 4 subfamilias, as quais sdo responsaveis por mais de 90% do metabolismo
de farmacos: CYP1, CYP2, CYP3 e CYP4, sendo que as mais relevantes na
biotransformacdo sdo os CYP1A2, CYP2C9, CP2C19, CYP2D6 e CYP3A4 (Walker &
Edwards, 2003).

Os Citocromos P450 sdo proteinas e incluem, na sua constituicdo, um grupo Heme.
Catalisam reacGes de monooxigenacdo, sendo, por isso, oxidases. O mecanismo base é
a incorporacdo de um atomo de oxigénio no substrato que metabolizam (Guengerich,
1991; Guengerich, 2000) Representam enzimas de fase |, ou seja detém o potencial de
aumentar ou diminuir a toxicidade do xenobidtico a metabolizar, ao contrario das
enzimas de fase Il que apenas tém a habilidade de a diminuir (Gonzalez & Yu, 2006).

Os niveis e a atividade dos diferentes Citocromos P450 variam de individuo para
individuo, essencialmente devido a alteragdes estruturais, nos seus genes codificantes,

resultantes de fatores ambientais e/ou genéticos. Assim, niveis mais baixos, ou mais
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altos, de enzima podem resultar de indugdes, ou mutagdes, respecivamente, dos
enzimas envolvidos na biotransformac¢ao de determinada substancia. Em certos casos,
estas altera¢des podem, mesmo, ser suficientes para decidir se determinado farmaco
terd efeito terapéutico, ou téxico, em determinado individuo. Estima-se que cerca de
20-25% das terapias farmacolégicas sdo influenciadas por polimorfismos enzimaticos,
que comprometem o resultado do tratamento (Ingelman-Sundberg, et al., 2007). Na
grande maioria dos casos, trata-se da adaptacdo do organismo ao meio envolvente,
através da induc¢do ou inibicdo de enzimas catalisadoras dos substratos estranhos ao
organismo (Ingelman-Sundberg, et al., 1999).

Neste texto, os Citocromos P450 a serem abordados serdo os CYP1A1l, CYP1A2,
CYP2C19 e CYP3A4, uma vez que sdo estes os que intervém, aos mais variados niveis,

na atuacdo do omeprazol no organismo humano.

3.1. CYP1A1 E CYP1A2

A subfamilia dos Citocromos P450 1A é composta pelos enzimas CYP1Al e
CYP1A2. O CYP1A2 concentra-se, em elevada quantidade, na fracdo microssomal
hepatica, ao contrario do CYP1A1, cuja existéncia é praticamente indetetdvel, neste
tecido. No entanto, o CYP1A1l é facilmente encontrado no pulmdao humano, pele,
intestino, linfocitos e placenta, sobretudo em individuos fumadores. Por esta razao,
em humanos, considera-se o CYP1A2 um enzima hepatico, enquanto que o CYP1A1l se
enquadra no titulo de extra-hepatico (Ma & Lu, 2003)

Apesar da sua similaridade, os diferentes enzimas CYP1A tém preferéncia pela
catalisacdo de diferentes substratos. O CYP1Al, presente em quantidades
consideraveis, como ja referido, no pulmao, é o principal responsavel pela hidroxilacao
e epoxidacdo dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHs — “Polycyclic aromatic
hydrocarbons”), como é o caso do benzo(a)pireno (BaP), componente do fumo do
tabaco (Ma & Lu, 2003). Também a epoxidacdo do antagonista dos recetor D, dos
leucotrienos, verlucaste, é fomentada por este enzima (Casarett & Doull, 2008). Por
sua vez, o CYP1A2 metaboliza a hidroxilagdo de aminas aromaticas, como certas
moléculas de aminonaftaleno e outras aminas carcinogéneas, também comuns no

fumo do tabaco e alimentos cozinhados. A metabolizacdo de farmacos é exercida,
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essencialmente, pelo CYP1A2, que metaboliza, a titulo de exemplo, a fenacetina, a
duloxetina e a cafeina (Sachse, et al., 1999)

Os CYP1A s3o enzimas suscetiveis de serem induzidos e inibidos. Conhece-se,
como principais indutores, os PAHs, presentes no fumo do tabaco (Rasmussen, et al.,
2002), as aminas aromaticas e as heterociclicas (HCAs — “Heterocyclic Amines”),
resultantes da combustao de alguns alimentos (Oinonen & Lindros, 1998) e os indoles,
presentes nos vegetais. Também os fadrmacos omeprazol e lansoprazol sdo indutores
dos enzimas CYP1A. (Ma

& Lu, 2003) Pelo CYP1A

contrario, a expressdo do

) Substratos Inibidores Indutores
Citocromo P450 1A2
d imid | Aciclovir
ode ser suprimida pelos . .
P P P Alosetron Ciprofloxacina .
. . ) o 3-Metilcolantreno
contracetivos orais Cafeina Famotidina
Sl Fl ) B-Naftoflavona
uloxetina uvoxamina
(Rasmussen, et al., 2002) ' Omeprazol
Fenacetina o-Naftoflavona
e pela a-naftoflavona, ) Lansoprazol
Tacrina Propafenona TCDD
um flavonoide comum Teofilina Verapamil
nos mais variados Zileutona

Tabela 3.1 - Substratos, indutores e inibidores do

CYP1A (Adaptado de Casarett & Doull, 2008).
também  bloqueia a

vegetais e frutos, que

atuacdo do enzima, homodlogo, CYP1A1 (Ma & Lu, 2003). Os principais farmacos
biotransformados pelos CYP1A, assim como os seus indutores e inibidores encontram-
se referidos na tabela 3.1.

Dado a sua capacidade adaptativa e componente genética, os niveis dos enzimas
CYP1A, em especial do CYP1A2, podem variar interindividualmente. No entanto, o
gene codificante do enzima CYP1A2 é bem-conservado entre os diferentes individuos e
espécies e, até a data, considera-se que ainda ndo se conhecem variantes alélicas
comuns, capazes de fazer variar a capacidade metabdlica do CYP1A2 de forma
significativa (Ingelman-Sundberg, et al., 2007). Apesar disso, assim como toda a regra
tem excepgOes, também esta possui as suas.

Neste gene, a variacdo derivada de defeitos genéticos é extremamente rara pelo
gue seria de esperar que esta deveria ser feita, sobretudo, a custa dos fatores externos

e ambientais. No entanto, estima-se que o fator genético é responsavel por mais de
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70% da variagao na expressao dos CYP1A2, em comparagdo com os fatores ambientais,
apesar de estes Ultimos estarem altamente disponiveis nas sociedades evoluidas
(Rasmussen, et al., 2002), o que prova que apesar da escassa predisponibilidade que
os fatores enddgenos tém de interferir na expressdao dos CYP1A, esta consegue ser
maior que o dano motivado por causas externas. A titulo de exemplo, Rasmussen et al.
(2002), a semelhanga de Ma & Lu (2003), verificou que o sexo masculino apresenta
concentracdes mais elevadas de CYP1A2 que as mulheres, mesmo excluindo o efeito
inibitério que os contracetivos orais apresentam neste Citocromo P450, em mulheres
férteis.

Também nas diferentes espécies de mamiferos parece haver diferencas na
funcdo e regulacdo dos CYP1A, que sdo importantes ter em conta em estudos
farmacoldgicos e toxicoldgicos, uma vez que, devido a este facto, os resultados
obtidos, em animais, nem sempre sdo compardveis aos humanos. Um bom exemplo é
o caso do omeprazol, que é responsavel pela inducdo dos CYP1A, no humano, mas nao
no ratinho ou no coelho (Casarett & Doull, 2008). Comparativamente, o farmaco
metirapone, utilizado na terapéutica do Sindrome de Cushing, induz o enzima CYP1A1
no hepatdcito do rato, mas ndo no humano (Harvey, et al., 2000). Também, o CYP1A1,
embora pouco expresso no hepatécito humano, estd presente, em larga escala, no
figado do macaco Rhesus e do porquinho-da-india. Por outro lado, verifica-se que a
inducdo dos CYP1A pelos hidrocarbonetos aromaticos polialogenados e policiclicos
realiza-se em todos os mamiferos. (Casarett & Doull, 2008).

Relativamente a polimorfismos, conhecem-se varios, responsaveis por niveis
alterados dos CYP1A. Vdrios investigadores identificaram duas variantes com especial
importancia na regido regulatéria do gene CYP1A2. Uma delas é o alelo CYP1A2*1F,
possuidor de um polimorfismo de um soé nucledtido (SNP — “Single-nucleotide
Polymorphism”) no intrdo 1, onde se verifica uma troca de uma citosina (C) por uma
timina (T) na posi¢do 163. Este polimorfismo influencia a indutibilidade do enzima, que
aumenta o seu metabolismo, apds consumo de tabaco e/ou omeprazol. A outra
variante, CYP1A2*1K, engloba o SNP anterior e ainda uma nova troca, também C>T, na
posicao -729, ou seja numa regido de ligacdo de fatores de transcricdo do gene. Esta

mutacdo, altamente rara, so foi encontrada em individuos Africanos e faz diminuir a
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expressao do enzima, o que conduz a um metabolismo diminuido (Ingelman-Sundberg,
etal., 2007).

Ainda no que se refere ao CYP1A2, os estudos de MaclLeod et al. (1998) e Sachse
et al. (1999) demonstraram que os individuos caucasianos fumadores que sao
portadores homozigdticos de um variante que consiste numa troca de uma C por uma
adenina (A) no intrdo 1, do gene, sdo frequentes (46% dos individuos estudados) e
apresentam uma atividade metabdlica menor. Os individuos ndo fumadores nao
exibem diferencas metabdlicas significativas entre os individuos dos diferentes
fenétipos, o que comprova que o consumo de substancias policiclicas, aliado a
existéncia do fendtipo referido, ou semelhante, pde em causa a correcta
metabolizacdo dos substratos do CYP1A2, com as possiveis repercussdes que isso
acarreta.

Para além da sua fun¢do no metabolismo de diversos xenobiéticos, o CYP1A2 foi
relacionado com a producdo de factores endégenos essencias. Pineau, et al., (1995)
verificou que o CYP1A2 estd envolvido na produg¢do de surfactante pulmonar e no
desenvolvimento pulmonar, no neonato.

Ja no CYP1A1l, o raro alelo mutante Mspl (CYP1A1*2A) provou estar envolvido no
aumento da susceptibilidade ao cancro do pulmdo, induzido pelo tabaco, em
individuos Japoneses (Nebert, et al., 2004) Também uma troca de uma isoleucina (lle)
por uma valina (Val) no exdo 7 deste gene traduz um alelo variante que também estd
co-relacionado com o aumento de susceptibilidade ao cancro do pulmao em individuos

Japoneses (Kawajiri, et al., 1995) e Brasileiros (Oinonen & Lindros, 1998).

3.1.1. EFEITOS DA METABOLIZAGCAO DOS PAHS PELOS CYP1A

Os hidrocarbonetos aromadticos policiclicos sdo conhecidos pelos seus
possiveis efeitos nocivos e mutagénicos no organismo humano. De facto, a exposicao,
a longo prazo destas substancias pode ter consequéncias graves e irreversiveis no
homem. Ironicamente, o éxito do efeito toxico destas moléculas deve-se a tentativa,
falhada, do organismo destoxificar e eliminar estas substancias, ativando-as, ainda

mais, em vez de as suprimir (Ma & Lu, 2003).
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O benzo(a)pireno, representante dos PAHs, é um conhecido poluente do meio
ambiente, libertado na combustao de matéria organica, combustiveis de automdveis e
6leos de aquecimento doméstico, na incineracdo, na geracao industrial de energia, nos
incéndios florestais e no fumo de tabaco e estd, ainda, presente na carne cozinhada.
Esta molécula, a semelhanca de outros PAHs como o benzo(a)antraceno ou o

dibenzo(a)antraceno, tem propriedades cancerigenas no organismo humano e ja foi,

Regido Bay
\/\ 12 1 .
41 2 Epoxido T T
10 5 CYPIA I Hidrolase CYP1A
g s - - T - W
By P NN PHS 2 N
7 <] 5 i HC I
benzo(a)pireno (+) benzo(a)pireno 7,8-6xido (-) benzo(a)pireno 7,8- (+) benzo(a)pireno 7,8-
| dihidrodiol dihidrodiol-9,10-epdxido
CYP1A L . r .
AKRs d D|.Z|drod|o| Resistente a
esidrogenase catalisagdo da
Epdxido Hidrolase
g /\/C@
= g == S Ry
Ligagdo covalente
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ao DNA
benzo(a)pireno 4,5-6xido catecol
Replicagdo
| i imperfeita da
Epoxido molécula
Hidrolase oxidagdo redugio ¥
Cancro
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. T e
benzo(a)pireno 4,5-dihidrodiol orto-quinona

Figura 3.1 — Representacao da conversao enzimdtica do benzo(a)pireno nos
metabolitos benzo(a)pireno 7,8-dihidrodiol-9,10-epéxido (toxico), benzo(a)pireno
4,5-dihidrodiol e orto-quinona, onde intervém os enzimas CYP1A, epoxido hidrolase,
prostaglandina H sintase (PHS), aldo-ceto redutase (AKR) e dihidrodiol
desidrogenase (Adaptado de Vollhardt & Schore, 2004).

por varias vezes, associada a suscetibilidade ao cancro do pulmao (Proctor, 2001) e
duodeno (Buchtal, et al., 1995). O mecanismo de ativacdo do BaP inicia-se com a sua
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conversao, pelos CYP1A, no respetivo 6xido, nas posicdes 7,8. O grupo funcional
epoxido, instavel, é, por sua vez, convertido, pela epdxido hidrolase, no diol
correspondente, inécuo e facilmente excretdvel. No entanto, esta molécula pode ser
novamente ativada pelos CYP1A, transformando-se em BaP-7,8-dihidrodiol-9,10-
epoxido, altamente reativo e resistente a inativacdo pela epdxido hidrolase. Assim,
este metabolito consegue circular livremente até ao nucleo da célula, onde se liga
covalentemente ao acido desoxirribonucleico (DNA — “Deoxyribonucleic Acid”). Esta
ligacdo é a base da ag¢do carcinogénica do BaP-7,8-dihidrodiol-9-10-epdxido e deve-se
ao ataque nucleofilico do azoto da guanina da base azotada do DNA, em particular da

guanina, a um dos carbonos eletrofilicos e descompensados do epdxido da molécula.

O

Figura 3.2 — Mecanismo mutagénico do metabolito toxico do BaP (Adaptado de
Vollhardt & Schore, 2004).

Esta ligacdo, covalente, afeta a dupla hélice do DNA, com repercussdes graves na
replicacdo desta macromolécula, uma vez que a alteracdo do cédigo genético pode
conduzir a multiplicacdo rapida e indiscriminada das células, que se tornam
neoplasicas.

O BaP-7,8-dihidrodiol-9,10-epdxido, epdxido mais tdxico, é, hoje, conhecido
como o “diolepoxido da regido Bay” (regido de fusdo de 3 anéis da molécula), por ser

resistente a inativacdo pela epdxido hidrolase, pelo que todas as moléculas, do mesmo
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género, possuidoras de uma regido deste tipo, sdo consideradas, a semelhanga do BaP-
7,8-dihidrodiol-9,10-epdxido, metabolitos mutagénicos.

E também importante referir que o BaP pode ser metabolizado, pelos CYP, em
varias posi¢des, da sua molécula, o que origina diferentes metabolitos, com diferentes
graus de mutagenicidade, uma vez que consoante a localizacdo do epdxido, o perfil
reativo do metabolito com as macromoléculas enddgenas envolventes, da célula, pode
variar (Gelboin, 1980; Vollhardt & Schore, 2004). A figura 3.1 representa os diferentes
caminhos e metabolitos que podem ser formados durante a biotransforma¢ao do
benzo(a)pireno. Note-se que a metabolizacdo do BaP, pelos Citocromos P450, nem
sempre conduz a formacdo de epdxidos ndo transformaveis, nem todos os epdxidos
sdo reativos e téxicos para as células que os produzem. No entanto, a maior parte
deles, se ndo forem inativados, pelas epdxido hidrélases, acabardo por se ligar a
macromoléculas enddgenas, como as proteinas e o DNA, e causar toxicidade celular e
genética.

No geral, as epoxido hidrolases estdao presentes nos mesmos tecidos onde se
encontram os CYPs, em particular no figado, no pulmdo e no intestino, de modo a
permitir a maxima neutralizacdo destes compostos tdéxicos, assim que eles sao
produzidos. As mais comuns sdo a epoéxido hidrolase microssomal (mEH — “Microsomal
Epoxide Hydrolase”) e a epdxido hidrolase soluvel (sEH — “Soluble Epoxide Hydrolase”)
(Casarett & Doull, 2008).

Como ja referido, algumas variacoes genéticas, como os polimorfismos Msp 1
e lle-Val, no CYP1A1l, estdo fortemente associados ao cancro do pulmdo, em especial
aquele induzido pelo fumo do tabaco (Kawajiri, et al., 1995), uma vez que promovem o

processo cancerigeno explicitado anteriormente.

3.1.2. EFEITOS DA METABOLIZACAO DAS AMINAS HETEROCICLICAS E
AROMATICAS PELOS CYP1A

As HCAs sdo concebidas através da condensacdo da creatinina com os
aminodacidos, durante o processo de confe¢do e combustdo da carne (Marchand, et al.,
2001) Também alguns peixes e os ovos podem conter estas substancias, embora em
guantidade inferior. Para além disso, apesar de a exposicdao a estes metabolitos ser

maioritariamente conseguida através da carne e peixe, é, também, possivel detetar
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HCAs nos condimentos dos alimentos processados, na

cerveja, no vinho, nos graos de café, no fumo do

= N
tabaco, nos produtos das incineracdes e nos detritos ‘ \>—NH2
.
N
dos escapes dos automoveis. (NTP, 2011) N \oH
3
Existem 4 aminas heterociclicas com, Figura 3.3 - Estrutura

comprovada, capacidade carcinogénica, no humano:a  duimica da PhIP  (NTP,
2011).
2-amino-3,4-dimetilimidazol[4,5-f]quinolina,
vulgarmente conhecida como MelQ, a 2-amino-3,8- dimetilimidazol[4,5-f]quinolina,
também conhecida como MelQx, a 2-amino-3-metilimidazol[4,5-f]quinolina,
representada pela sigla 1Q e a 2-amino-1-metil-6-fenilimidazol[4,5-b]piridina,
reconhecida como PhIP (Gooderham, et al., 1996), sendo a mais abundante das aminas
heterociclicas carcinogéneas presente nas carnes bem passadas (Frandsen &
Alexander, 2000).

As HCAs demonstram as mais variadas evidéncias epidemioldgicas de que o
seu consumo, em larga escala, em alimentos “bem-passados”, contribui e estd
associada ao aumento do risco de cancro, no humano, em especial o cancro coloretal.
(Marchand, et al., 2001) Estas substancias provocam dano a nivel do DNA e ja
demonstraram, em estudos realizados em linhas celulares humanas, levar a
consequentes aberragdes cromossomais. Apesar de o tipo de cancro mais associado
ser o, ja referido, cancro coloretal (Moonen, et al., 2005) a incidéncia tumoral destas
moléculas observa-se também ao nivel do tecido prostatico, do intestino, do estdmago
e da mama. Comparativamente com outros agentes mutagénicos, como o BaP, as
HCAs apresentam uma maior contribuicdo para a formacdo de massas, tanto benignas
guanto malignas (NTP, 2011).

O mecanismo de ativacdo destes compostos, representado na figura 3.4,
inicia-se com a N-hidroxilagdo da HCA pelos enzimas CYP1A, em especial o CYP1A2,
presente em maior quantidade no intestino. Depois, a hidroxiamina, formada, é
biotransformada em acetoxiamina, através da enzimas esterificantes, como a N-
Acetiltransferase (NAT), em especial a 2, também em maior concentragao no intestino.
Ao quebrar a ligacdo azoto-oxigénio, a acetoxiamina adquire um grupo funcional
nitrénio, alquilante, electrofilico e altamente instavel, que reage e forma adutos com o
DNA, mais concretamente com a base guanina da dupla cadeia, na posicao C-8, a
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CYP1A2
CYP1A1 R_IT‘IH
R—NH2—|—> R—NH —T O —» [R—N+
| NAT1 | =
Amina heterociclica OH NAT2 (|3—O S0 nitrério
N-hidroxiamina CH3

Acetoxiamina

Figura 3.4 - Mecanismo de ativagdo das aminas aromaticas/heterociclicas
(Adaptado de Gongalves, 2010).

semelhanca do metabolito final mutagénico do BaP. Para além disso, o agente
alquilante formado é, também, capaz de reagir com outras macromoléculas
endégenas, como as proteinas, deformando-as e tornando-as ndo funcionais.
(Frandsen & Alexander, 2000)

De facto, as HCAs necessitam de uma ativacdo prévia, pelos enzimas CYP1A e
NAT, para se tornarem metabolitos cancerigenos. Marchand, et al., (2001) estudou a
expressao dos enzimas envolvidos no metabolismo destas moléculas e verificou que os
individuos fumadores e portadores de gendtipos rapidos dos dois enzimas, ou seja que
apresentam alelos enzimaticos variantes, em especial o alelo NAT1*10, comum nos
Japoneses, que codificam um enzima fisiologicamente mais ativo e/ou em maior
guantidade, detém um risco acrescentado em 8,8 vezes de sofrer de cancro coloretal,
uma vez que usufruem de uma biotransformac¢ao mais extensiva das HCA e, por isso,
de uma maior concentracdo de metabolitos, finais, nefastos. Em individuos ndo
fumadores, ndao se encontrou uma associacdo significativa com o risco deste tipo de
patologia, quer os individuos apresentassem formas mutantes, ou ndo, dos seus
enzimas. Como ja referido anteriormente, os PAH, presentes no fumo do tabaco, a
semelhanca das HCAs e outras aminas cancerigenas, sdo potentes indutores dos
Citocromos P450 1A, o que é coerente com os resultados obtidos.

Estudos mais recentes tém vindo a expor novas mutacdes no Citocromo P450
1A. O polimorfismo -164A>C (CYP1A2*1F) é uma das variantes com especial
importancia na contribuicdo para as diferengas interindividuais registadas, no que
concerne a suscetibilidade ao cancro derivado do consumo de HCAs e de outros

comportamentos de comprovado risco. O polimorfismo CYP1A2*F, embora localizado
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na regido nao codificante do gene (intrdo 1) parece afetar a expressao do enzima, por
se localizar numa regido de ligacdo de proteinas reguladoras. Este alelo é bastante
comum nos individuos de raca caucasiana e esta envolvido na reducdo da capacidade
de ativacdo dos HCAs pelo enzima. Assim, apenas os individuos wild-type, ou seja
aqueles que sdo portadores de um gendtipo CYP1A2-164A/A, detém uma maior
habilidade para produzir metabolitos mutagénicos e, por isso, um maior risco de
desenvolver adenomas coloretais, comparativamente com os individuos cujo gendtipo
é C/A ou C/C (Moonen, et al., 2005).

Dentro das HCA inserem-se, também, as aminas aromaticas, como o 2-
aminonaftaleno e o 4-aminobifenilo. Estas substancias
estdo presentes nos corantes, nas borrachas e no

fumo do tabaco, em particular naquele libertado da

ponta incandescente do cigarro. O mecanismo de =
carcinogénese destas moléculas é similar ao Figura 3.5 - Estrutura
gquimica do 2-

anteriormente referido e termina com a producao de aminonaftaleno (Goncalves,
espécies eletrofilicas, capazes de reagir com os 2010).

centros nucleofilicos das macromoléculas biolégicas,

como é o caso do DNA. As duas aminas referidas anteriormente sdo, do seu grupo, as
gue mais contribuem para a incidéncia de cancro no humano, em especial o da bexiga

(Goncgalves, 2010).

3.2. CYP2C19

O Citocromo P450 2C19 integra a subfamilia 2C, a qual também pertencem os
Citocromos P450 2C8, 2C9 e 2C18. Este enzima, a semelhanca dos seus analogos, é
crucial no metabolismo de farmacos. Metaboliza moléculas com um elevado grau de
estereoespecificidade, tendo, sempre, maior afinidade para um dos enantiémeros do
substrato, metabolizando-o primeiro e a maior velocidade. Os substratos mais
pertinentes do CYP2C19, assim como os seus inibidores e indutores, encontram-se
discriminados na Tabela 3.2.

O CYP2C19 é suscetivel de ser induzido. Este processo é mediado pelo Recetor X
de Pregnanos (PXR — “Pregnane X Receptor”) e pelo Recetor Constitutivo dos
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Androstanos (CAR — “Constitutive Androstane Receptor”), que tém multiplos agonistas,
de que sao exemplo a rifampicina e a os barbituricos. O mecanismo indutor, regulado

pelo PXR e CAR, sera abordado mais a frente (Chen, et al., 2003).

CYP2C19

Substratos Inibidores Indutores
Fluoxetina Fluvoxamina
Lansoprazol Moclobemida .
) Fenobarbital
Moclobemida Nootcatone ) o
Rifampicina
Omeprazol Omeprazol
Pantoprazol Ticlopidina

Tabela 3.2 — Principais farmacos, indutores e inibidores do Citocromo P450 2C19
(Adaptado de Casarett & Doull, 2008).

A semelhanca dos restantes Citocromos P450, também a expressdo e niveis do
CYP2C19 sofrem diferengas de individuo para individuo. Durante bastante tempo, os
investigadores suspeitaram de uma relacdo entre a variabilidade do CYP2C19 e a
personalidade humana, uma vez que este citocromo afeta o metabolismo de alguns
compostos enddégenos que contribuem para as diferengas interindividuais no
comportamento humano (Ingelman-Sundberg, et al., 2007). De facto, ha relativamente
poucos anos, Ishii et al. (2007) provou isso mesmo e associou certos gendtipos do
CYP2C19 com diferentes personalidades em mulheres Japonesas, mas ndao nos
homens. Ainda ndo se sabe, ao certo, qual o mecanismo, ou mecanismos, envolvidos
no comportamento e personalidade individual e de que forma estes estdo
relacionados com o perfil metabdlico do CYP2C19. Aguardam-se, até a data, novas
descobertas (Ingelman-Sundberg, et al., 2007).

Os polimorfismos no gene CYP2C19 tém vindo, também, a influenciar o
metabolismo e consequente acdo terapéutica de diversos farmacos substratos deste
enzima, como os PPl (Chong & Ensom, 2003) e os antidepressivos (Ingelman-Sundberg,
et al.,, 2007). Os estudos de Steimer et al. (2005) fundamentam isso mesmo e associam
o gendtipo do CYP2C19 com o risco a reacdes adversas durante o tratamento com

antidepressivos como a amitriptilina.
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3.2.1. VARIANTES POLIMORFICAS COM SIGNIFICADO CLINICO NA
TERAPEUTICA COM O OMEPRAZOL

Ao longo dos anos, a investigacdo médica tem-nos dado provas mais do que
suficientes de que a constituicdo do genoma humano de cada individuo esta,
indiscutivel e comprovadamente, relacionada com o resultado das terapéuticas
medicamentosas e o tratamento com os PPl ndo é exce¢do (Furuta, et al., 1999;
Furuta, et al., 2002; Kawamura, et al., 2003; Furuta, et al., 2005). Como ja muito
referido anteriormente, um dos farmacos catalisados pelo CYP2C19 é omeprazol, cujo
metabolismo farmacocinético ja foi descrito atras. De facto, e como também ja
abordado, os individuos cujo fendtipo para o CYP2C19 é lento (PM - “Poor
Metabolizer”) apresentam taxas de sucessos bastante mais satisfatérias no tratamento
das ulceras gastricas (Klotz, 2006) e da GERD, com o omeprazol e outros PPl (Furuta, et
al.; 2002; Kawamura, et al., 2003; Kawamura, et al., 2007). Um estudo Japonés revelou
qgue os individuos com um fendtipo de metabolizacdo lento (PM) do CYP2C19
necessitariam de apenas 10 mg de omeprazol, ao contrario das 20 mg standard, para
adquirir um efeito terapéutico comparavel aos individuos ndo portadores desse alelo
variante (Shimatani, et al., 2003). As alteracbes na expressdo ou atividade dos CYPs
que conduzem a um fendtipo de metabolizacdo lenta (PM) geram sempre alguma
preocupacdo, uma vez que esta variabilidade pode alterar a concentracdo plasmatica e
seguranca dos seus substratos farmacoldgicos, cuja metabolizacdo depende desses
enzima. No entanto, e uma vez que o aumento dos niveis séricos de PPls nos
individuos PM sujeitos a uma dose standard de farmaco ndo desencadeiam efeitos
adversos significativos nem se verifica o risco de toxicidade, os investigadores
incentivam estes individuos a beneficiar do efeito terapéutico mais satisfatério que a
dose padrdo Ihes pode proporcionar (Furuta, et al., 1998; Ingelman-Sundberg, et al.,
2007).

Dentro dos metabolizadores rdpidos (EM — “Extensive Metabolizers”), para o
CYP2C19, as variacbes metabdlicas entre os individuos sao, ainda, muito pronunciadas.
Deste modo, nos ultimos anos, os investigadores tém-se debrucado sobre estes
mesmos individuos de modo a estabelecer uma correlagdo entre novos alelos CYP2C19
e os fendtipos individuais (Ingelman-Sundberg, et al., 2007). Ingelman-Sundberg et al.

(2007) analisou, recentemente, o alelo CYP2C19*17, relativamente comum em
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Caucasianos, e demonstrou que este causa o aumento da expressao do CYP2C19,
derivado do aumento na transcricdao do gene codificante. Os estudos de Kurzawski, et
al., (2006) investigaram os efeitos do alelo CYP2C19*17, variante de fendtipo rapido,
no resultado do tratamento com o pantoprazol e ndo obtiveram resultados
significativos. No entanto, o mesmo estudo, para o omeprazol, revelou diferentes
conclusdes. Os individuos homozigéticos CYP2C19*17 apresentavam concentragdes de
omeprazol 40% mais baixas ao longo do tempo (Area Sob a Curva — AUC - “Area Under
Curve”), quando comparados com individuos wild-type (WT) CYP2C19*1, apds uma
toma isolada de 20 mg de farmaco (Sim, et al., 2006). Os resultados de ambos os
estudos sdo coerentes se pensarmos que o omeprazol usufrui de uma maior afinidade
para com o CYP2C19, do que o pantoprazol, o que realmente se verifica (Li, et al.,
2004). Assim, o fenétipo interindividual tera tanto mais importancia, no tratamento,
quanto maior afinidade para o CYP2C19 tiver o PPI escolhido para a terapéutica. Tendo
em conta que o rabeprazol e o pantoprazol sdo os farmacos do seu grupo que menos
afinidade tém para o enzima CYP2C19, estes serdo, a partida, os que menos desvios
farmacocinéticos sofrerdo sendo, por isso, portadores de melhores respostas
terapéuticas nos individuos EM (Walker & Edwards, 2003)

A expressao e atividade do CYP2C19 tem uma marcada variabilidade étnica.
Verifica-se que apenas 1 a 5% dos individuos caucasianos e africanos sao
metabolizadores lentos, enquanto que 13 a 23% dos turcos e orientais (Japoneses,
Chineses, Coreanos e Arabes) s3o portadores deste fendtipo (Desta, et al., 2002). Quer
o alelo CYP2C19*2 quanto o CYP2C19*3 estdo presentes na grande maioria dos
individuos PM, em especial o CYP2C19*3, que é comum na maioria dos asiaticos
(Ingelman-Sundberg, et al., 1999; Xie, et al., 2001). Assim, e uma vez que ha 4 vezes
mais metabolizadores lentos Asiaticos, principalmente Japoneses, do que Caucasianos,
alguns autores defendem que o despiste do fendtipo nos individuos sujeitos a PPls tem

uma justa relevancia clinica, na Asia (Ingelman-Sundberg, et al., 2007).

3.3. CYP3A4

O citocromo P450 3A4 pertence a subfamilia de enzimas mais abundantes no

hepatdcito humano: a subfamilia CYP3A. Presente no figado e intestino, o CYP3A4
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metaboliza cerca de 60% dos farmacos existentes, o que o torna responsavel por uma
parte considerdvel das interacdes medicamentosas. De facto, este CYP metaboliza
mais farmacos do que qualquer outro enzima humano (Gonzalez & Yu, 2006).
Contribui, também, no intestino, para o efeito de 12 passagem a que se sujeitam os
farmacos entéricos (Casarett & Doull, 2008).

A estrutura quimica do CYP3A4 é, inevitavelmente, interessante e é responsavel
por diversas particularidades do enzima. Apds se conhecer a capacidade deste enzima
em catalisar substratos de elevadas dimensdes, verificou-se que o centro ativo do
CYP3A4 é suficientemente grande para metabolizar dois substratos, diferentes, ao
mesmo tempo, embora em regides, do centro ativo, distintas. Esta caracteristica
confere ao CYP3A4 algumas particularidades. Uma delas, prende-se com o facto de
gue existe a possibilidade de ativacdo homotrépica (o substrato estimula o seu préprio
metabolismo, como é o caso do diazepam e da testosterona) dos seus substratos e
também de ativacdo heterotrépica (onde um dos substratos estimula a atividade
relativamente ao outro, como é o caso da a-naftoflavona), com consequente
modificacdo do comportamento cinético, esperado, do, ou dos, fdrmacos em questao.
Na verdade, apurou-se que quando um substrato se liga, o centro ativo aumenta o seu
tamanho em, pelo menos, 80%, o que permite a ligacdo de um segundo substrato.
Para além disso, o facto de os diferentes substratos se ligarem a diferentes locais do
centro ativo, permite que raramente se verifique inibicdo do enzima, pelo seu
substrato. Deste modo, e resultado das diferentes interacdes farmaco-enzima, a
possibilidade e forca da inibicdo depende muito do, ou dos, substratos ligados. No
entanto, note-se que a ligacdo, ou interacdo de um substrato ao grupo heme, inibe
diretamente o metabolismo de todos os substratos do CYP3A4, sendo esta a Unica
forma que se conhece de o inibir completamente (Ekroos & Sjogren, 2006).

O CYP3A4 é suscetivel de ser induzido e inibido e conhece-se, atualmente, uma
série de farmacos capazes de modificar a expressdo deste enzima. Do lado da inibicao,
os responsaveis sdo, a titulo de exemplo, a eritromicina e o cetoconazol (Casarett &
Doull, 2008) ou, ainda, as furanocumarinas, presentes nos sumos de toranja (Paine, et
al., 2006). Por outro lado, a indugao do CYP3A4 verifica-se na presenga de rifampicina,
fenobarbital, fenitoina, carbamazepina e da hiperforina, presente na erva de Sao Jodao
(Hypericum perforatum) (Casarett & Doull, 2008). A inducdo é, a semelhanga do
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CYP2C19, mediada pelas proteinas CAR e PXR, que podem ser estimuladas a modificar
a atividade do CYP3A4 tanto por agonistas ambientais e externos, como os farmacos ja
referidos, como por fatores genéticos. De facto, apesar de serem varios os metabolitos
capazes de participar no mecanismo indutor do CYP3A4, a contribuicdo genética é a
gue mais conta para a diferente expressao interindividual do enzima (Ozdemir, et al.,
2000). Note-se que o CYP3A4 é o enzima humano mais expresso no figado e intestino e
responsavel pela regulacdo dos niveis de diversas moléculas enddgenas. Posto isto, a
inducdo do CYP3A4 pode alterar significativamente o metabolismo de fatores
intrinsecos, assim como de farmacos ou outros xenobidticos co-administrados (Harvey,

et al., 2000).

CYP3A4

Substratos Inibidores Indutores
Alfentanilo Carbamazepina
Alprazolam Ciproterona
Budesonida Clotrimazol
Claritromicina Fluconazol Dexametasona
Clopidrogrel Cetoconazol Fenitoina
Eritromicina Eritromicina Fenobarbital
Itraconazol Indinavir Lovastatina
Lopinavir Ritonavir Nifedipina
Loperamida Verapamil Omeprazol
Midazolam Rifampicina
Nifedipina Ritonavir
Ritonavir Sinvastatina

Sinvastatina

Tabela 3.3 — Principais farmacos, indutores e inibidores do Citocromo P450 3A4
(Adaptado de Casarett & Doull, 2008).

A regulacdo da expressdo deste enzima é semelhante e bem conservada nos
diferentes mamiferos. No entanto, e em ambiente laboratorial, devemos ter em
atencdo certas excecbes. Uma delas é, a titulo de exemplo, ndo se verificar inducdo do
CYP3A4, pela rifampicina, no ratinho e no rato, ao contrdrio do humano (Zhang, et al.,

2003). No proprio organismo humano, verifica-se, também, uma maior concentracdo
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deste enzima na mulher do que no homem, apesar destes valores poderem variar em
ambos os sexos (Casarett & Doull, 2008).

A semelhanga dos seus outros enzimas homdlogos CYP3A, o CYP3A4 esta
envolvido no metabolismo de diversas moléculas enddgenas tais como o acido
retindico, as hormonas esterdides ou mesmo os acidos biliares (Ingelman-Sundberg, et
al., 2007). Pensa-se que é, talvez, devido ao seu essencial papel na regulacdao de
fatores endégenos, que o CYP3A4 é um gene tdo bem conservado e apresenta tdo
poucos alelos variantes, a avaliar pelo que se conhece até hoje. Varios investigadores
procuraram altera¢des na zona codificante do gene e, até hoje, conhece-se pouco mais
do que 20 variantes do CYP3A4, algumas delas representativas de uma capacidade
metabolizadora menor (CYP3A4*6, CYP3A4*17 e CYP3A4*20). No entanto, a baixa
frequéncia destes alelos, na populacdo, ndo explica as diferentes taxas de
metabolizacdo dos diversos individuos, o que levou os investigadores a verificar, em
outros locais do gene, que ndo as regioes codificantes (Hirota, et al.; 2004). De fato,
estudos demonstram que o SNP, na regido promotora do gene (-392A>G), CYP3A4*2B,
foi associado a uma diminuicdo significativa da atividade enzimatica, quando
comparado ao respetivo WT, derivado da diminui¢do da ligacdo de proteinas nucleares

ao local da mutacdo (Rodriguez-Antona, et al., 2005).
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4. INDUGCAO ENZIMATICA DOS CITOCROMOS P450

A maior parte dos Citocromos P450 sdo indutiveis, o que significa que a sua
expressao pode ser estimulada, com consequente aumento da sua quantidade e, ou,
atividade. Da todos os enzimas, os CYPs sdo os mais suscetiveis a inducao e, por isso,
também os mais estudados, nesta tematica (Sonoda & Evans, 2003; Gonzalez & Yu,
2006).

Existem dois tipos de indugdo: a autoinducdo e a inducdo “gratuita”. A primeira é,
normalmente, a mais bem compreendida. Por norma, a indu¢do enzimatica, ocorre
como resposta, do organismo, a concentracGes elevadas, de um determinado
xenobidtico, que pretende eliminar. Sob este efeito, o organismo humano desenvolve
um estado de tolerdncia. Isto porque, na presenca de um substrato, seu agonista, o
enzima induzido acelera o processo de eliminacdo da molécula em questdo. Deste
modo, podemos considerar que a inducdo é um mecanismo de resposta adaptativo e
reversivel, da célula, a uma exposicao acentuada de substrato. Neste caso, o substrato
€ conhecido como autoindutor, uma vez que estimula o seu préprio metabolismo. No
entanto, é possivel, e comum, que determinado xenobidtico induza um enzima que
ndo aquele que o catalisa. Neste caso, trata-se de um fendmeno de induc¢ao “gratuita”
(Casarett & Doull, 2008).

Por norma, a inducdao enzimatica é menos responsavel, que a inibicao, pela
ocorréncia de intera¢gdes medicamentos. Ao contrario da inibicdo, a inducdo ao nao
atrasar a eliminagdo dos farmacos, diminui a possibilidade de se atingirem
concentracOes mais elevadas no plasma, o que leva a uma menor probabilidade de
efeitos adversos e téxicos ao medicamento. Em vez, verifica-se, na grande maioria dos
casos, a perda de efeito terapéutico (Fery, Mueller, & Schrenk, 2010).

Embora ndo seja uma resposta toxicoldgica ou patoldgica, a constante inducdo dos
enzimas esta frequentemente associado ao aumento de volume hepatico. Contudo,
por norma, ndo se verifica a formacdo de tumores derivada, Unica e exclusivamente,
deste processo (Casarett & Doull, 2008).

O mecanismo de inducdo é mediado por recetores, designados por xenosensores,
gue sdo ativados pela unido de ligandos especificos, como é o caso de alguns farmacos
ou moléculas enddgenas. Quando ativados, estes recetores tornam-se proteinas de
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ligagdo as moléculas de DNA, que irdo regular a transcricio de diversos genes
codificantes dos enzimas (Xu, Li, & Kong, 2005).

Os principais recetores mediadores da inducdo dos Citocromos P450 sdo o AhR, o
CAR, o PXR e o Recetor a Ativado por Proliferadores do Peroxissoma (PPARa —
“Peroxisome Proliferator Activated Receptor-Alpha”).

Estruturalmente, os diferentes recetores apresentam algumas semelhancgas. A titulo
de exemplo, todos os xenosensores apresentam um dominio de ligagdo ao ligando
(LBD — “Ligand-Binding Domain”) e um dominio de ligagdo ao ADN (DBD — “DNA-
Binding Domain”) (Gonzalez & Yu, 2006). Contudo, a sua semelhante estrutura tem
algumas desvantagens, nomeadamente as potenciais interagdes, ndo sé entre os
recetores de xenobidticos referidos, como também entre recetores responsaveis por
outros processos enddgenos, como o recetor dos estrogénios ou o recetor da hormona
tiroidea (Zhang, et al., 2008; Tolson & Wang, 2010).

A excecdo do AhR, cujo processo apresenta algumas diferencas (alguns dos passos
estdo invertidos), os xenosensores apresentam um mecanismo de indugdo muito
caracteristico e semelhante e que envolve 6 fases. Numa primeira fase ocorre a ligacdo
do ligando (xenobidtico) ao recetor, o que desencadeia uma alteracdo conformacional
no complexo, que promove a dissociacdo de proteinas acessdrias (tais como as
chaperone, co-repressores e proteinas de retencdo citoplasmatica), inicialmente
ligadas ao recetor. O recetor é, também, estimulado a ligar-se a proteinas co-
ativadoras. Depois, o complexo ligando-recetor dimeriza com uma proteina parceira,
de modo a formar um heterodimero, funcional, de ligacdao ao ADN. Numa terceira fase,
desencadeia-se a translocacdo do heterodimero, funcional, do citoplasma para o
nucleo da célula. O passo 4 envolve a ligacdo do heterodimero a regides especificas do
ADN (elementos de resposta), normalmente localizadas na regido 5 do promotor, do
gene. D3a-se, posteriormente, o recrutamento de outros fatores de transcricdo e da
Polimerase do Acido Ribonucleico (ARN, ou RNA — “Ribonucleic Acid”) — ARN-
Polimerase — formando-se um complexo de transcri¢cdao. Finalmente, a transcricao do
gene desencadeia-se, com consequente aumento dos niveis do ARN Mensageiro
(mARN, ou mRNA - “Messenger RNA”) da proteina, ou proteinas, em questdo

(Oinonen & Lindros, 1998; Gonzalez & Yu, 2006).
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Os elementos de resposta (também conhecidas como sequéncias de consenso), aos
quais os xenosensores se ligam, s3o geralmente um par de sequéncias de
hexanucleédtidos, cuja orientacdo pode ser de repeticdo direta (DR — “Direct Repeat”),
repeticdao inversa (IR — “Inverted Repeated”) ou repeticao evertida (ER — “Everted
Repeat”’) e que encontram separadas por um espacamento de O a 8 nucledtidos
(Tirona & Kim, 2005).

Existe uma grande diversidade de compostos capazes de estimular a producdo dos
Citocromos P450. Um dos grupos de indutores mais potentes sdao os Hidrocarbonetos
Aromaticos Polihalogenados (PHAHs — “Polyhalogenated Aromatic Hydrocarbons”),
tais como derivados do naftaleno que apresentem, na sua estrutura, grupos funcionais
cloro. Por norma, os compostos que apresentam este grupo funcional, em elevada
guantidade, sdo resistentes a metabolizacdo, sendo, por isso, potentes e prolongados
indutores enzimaticos (Oinonen & Lindros, 1998).

Torna-se, também, importante referir que a inducdo enzimatica, nomeadamente a
conseguida por agonistas enddgenos, é essencial para a homeostasia do organismo
humano. O metabolismo da vitamina D é um exemplo (Zhang, et al., 2008).

Note-se que a indu¢dao dos CYP pode ser também conseguida através de processos
ndo mediados por recetores. Por exemplo verifica-se, também, inducdo dos CYP1A2,
2E1 e 3A através do aumento da eficiéncia da traducdo e da estabiliza¢do proteica.

Tal como na expressdao enzimadtica, existem diferencas interindividuais na
suscetibilidade e intensidade da inducdo enzimatica. As diferencas nos LBDs, DBDs dos
recetores e elementos de resposta do ADN, dos genomas, conduzem a uma diferente
inducdo e, por isso, a uma atividade enzimatica dos CYPs, também, divergente
(Casarett & Doull, 2008).

Por norma, espera-se que a inducdo dos citocromos P450 responsdveis pela
bioativacdo de substancias pré-carcinogéneas, em metabolitos téxicos, capazes de
reagir com o DNA, leve ao aumento da predisposicdo para o cancro. No entanto, a
verdade é que varios estudos tém revelado que, ao contrdrio do expectavel, a inducao
de determinados CYPs, prévia ao tratamento com substancias de conhecida toxicidade,
como é o caso dos PAHs, aflatoxinas e nitrosaminas, leva a diminuicdo do efeito nocivo
destas moléculas, com consequente diminuicdo da incidéncia tumoral (Parkinson &
Hurwitz, 1991). No entanto, em ratos e murganhos, esta “protecdo” s é conseguida

55
Ana Filipa Inacio, 34792
Mestrado Infegrado em Ciéncias Farmacéuticas



A terapéutica com o omeprazol avaliacdo da potencial relagdio com a suscetibiidode ao cancro

quando a indugdo é anterior ao contacto com o agente nocivo. Caso a indugdo seja
posterior ao tratamento com o composto cancerigeno, o que se verifica é a
exacerbacdo da incidéncia tumoral, uma vez que o indutor enzimatico ira funcionar
como um promotor do tumor (Casarett & Doull, 2008). Ainda nesta tematica, os
estudos de Nebert, et al. (2004), retificam que a via de administracdo de um agente
carcinogéneo afeta o impacto da indugdo enzimatica. Estes investigadores
conseguiram resultados consistentes de que moléculas que sdo inseridas no organismo
pela via oral, apresentam um menor potencial carcinogéneo que aquelas aplicadas
diretamente no seu local de agdo.

Neste texto, serdo abordados os recetores AhR, CAR e PXR, cujas caracteristicas
basicas se encontram resumidas na tabela 4.1, uma vez que sdo estes os
intervenientes no processo de inducao dos enzimas envolvidos no trajeto metabdlico e

funcional do omeprazol.

Recetor Elementos Genes Regulados Agonistas Antagonistas
Nuclear de Resposta g g 8
R N ot R o
G KRE LR tri tofan(; omeprazol sulfizo o-
UGT1AL, UGT1A6 £ pEipieel, ’
lansoprazol naftoflavona
Directos: Yin Zhi Huang,
CITCO
CYP2A6, CYP2BE6,
DR-3 CYP2C8, CYP2C9, indirectos: fenobarbital Clotrimazol
CAR DR-4 CYP2C19, CYP3A4, —fen.itoina ’ PK11195
ER-6 UGT1A1, SULT1A1, ! TCPOBOP
ALAS, MRP2, MRP3
Inversos: cloropromazina,
meclizina
CYP2B6, CYP2CS8,
DR-3 CYP2C9, CYP2C19, Amprenavir, artemisina,
DR-4 CYP3A4, CYP3A7, carbamazepine, clotrimazol, Cetoconazol,
PXR ER-6 CYP7A1, SULT2A1, dexametasona, fenobarbital, trabectedina
ER-8 UGT1A1, UGT1AS3, hiperforina, nifedipina, (ET-743)

UGT1A4, PAPSS2,
ALAS, MDR1, AhR

rifampicina

Tabela 4.1 - Principais caracteristicas dos recetores mediadores de inducao AhR,
CAR e PXR humanos (Adaptado de Gonzalez & Yu, 2006; Casarett & Doull, 2008)
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4.1. INDUCAO MEDIADA PELO AHR

O Recetor dos Hidrocarbonetos Aromaticos, AhR, proteina citosdlica,
responsavel pela inducdao da subfamilia de Citocromos P450 1A e 1B (Yueh, et al.,
2003; Sugatani, et al., 2004), assim como pela regulacdo de genes associados ao stress
oxidativo, metabolismo e transporte das gorduras e proliferagao celular (Urban, et al.,
2011), é expresso nos mais variados tecidos e linhas celulares, em especial no figado,
placenta, cora¢do, pulmao e pancreas (Dolwick, et al., 1993a). Foi primeiro identificado
como recetor de dioxinas, uma vez que o seu mais potente agonista é a 2,3,7,8-
tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD - “2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin”), um
produto de combustdo, gerado na producdo de pesticidas ou na incineracdao (Rocas, et
al., 2011), e que, comparativamente com os, também agonistas, PAHs, tem 30.000
vezes mais capacidade para induzir o AhR (Nebert, et al., 2004).

O gene AhR estd localizado no cromossoma 7p15 e engloba 12 exdes, incluindo
um nado-codificante (exao 12) (Micka, et al., 1997). O AhR pertence a um grupo de
proteinas que sdo, frequentemente, designadas por proteinas bHLH-PAS, uma vez que
tém um dominio basico helix-loop-helix (bHLH), perto do seu terminal N, envolvido nas
interacGes proteina-proteina e proteina-DNA, e um dominio per-arnt-sim (PAS),
responsavel pelas intera¢cOes proteina-proteina e proteina-ligando (Mimura & Fujii-
Kuriyama, 1998; Denison & Nagy, 2003; Ma & Lu, 2003).

Para além de responsdavel pela inducdo e regulagdo de diversos enzimas, o AhR
desempenha, inclusivamente, funcdes no controlo do ciclo celular e apoptose (Nebert,
et al., 2004; Helmig, et al., 2011).

Os agonistas do AhR incluem os PAHs, tais como o BaP e o 3-metilcolantreno
(3MC), alguns flavonoides, como é o caso da B-naftoflavona (BNF), os PHAHs, como a
TCDD, e os indoles (Song, et al.,, 2002; Denison & Nagy, 2003). O omeprazol e o
lansoprazol inserem-se, também, na lista de agonistas do AhR (Gonzalez & Yu, 2006).
Certas moléculas enddgenas, como os derivados do triptofano (indurrubina) ou os
metabolitos do acido araquidodnico (lipoxina A4) também apresentam capacidade para
funcionar como ligandos do AhR (Song, et al., 2002; Denison & Nagy, 2003).

O mecanismo de indugdo pelo AhR, ilustrado na figura 4.1, inicia-se com a ligacao

do agonista ao recetor, situado no citoplasma da célula. Esta jun¢ao desencadeia uma
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Figura 4.1 — Esquema de indugdao dos CYP1A. Mecanismo de ativacdo do AhR, com
consequente indugcao dos CYP1A. Nos quadrados e a negrito estao listados os varios
fatores fisicos, patoldgicos e ambientais capazes de modular as varias etapas da
inducdo e contribuir para a sua variabilidade (Adaptado de Ma & Lu, 2003).
série de alteracOes no recetor (desligamento das proteinas de choque térmico 90
(hsp90 — “Heat-shock Protein 90”) e outras proteinas chaperon, dissociacdo de
proteinas que retém o recetor, livre, no citoplasma e fosforilagdo por proteinas
cinases, que culminam com a translocacdo do recetor para o nucleo. Jd no
compartimento nuclear, o AhR dimeriza com o Translocador Nuclear do Recetor dos
Hidrocarbonetos Aromadticos (ARNT — “Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear
Translocator”). Apds o emparelhamento, o complexo AhR-ARNT liga-se aos elementos
de resposta a xenobidticos (XRE - “Xenobiotic Response Element”), presente em
multiplas copias antes do promotor, dos diferentes genes codificantes dos enzimas a
induzir, tais como o CYP1A1, o CYP1A2 e outros, citados na tabela 4.1, procedendo a
sua transcricdo (Yueh, et al., 2003; Sugatani, et al., 2004; Helmig, et al., 2011).

A inducdo dos enzimas regulados pelo AhR é, no geral, alcancada pelos diversos
agonistas, em todos os mamiferos e, até, em alguns ndo mamiferos. (Hahn, 2002;

Helmig, et al., 2011). No entanto, ja se conhecem algumas exce¢des, como é o caso do
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omeprazol e do lansoprazol, que s6 parecem induzir os CYP1A no organismo humano e
nao no rato e murganho (Kikuchi, et al., 1995). Esta particularidade serd, novamente,
abordada mais a frente.

Conhecem-se diversas moléculas capazes de bloquear a atividade do AhR, das
mais variadas formas (Tabela 4.1). Os antagonistas, como é o caso do acido 2-metil-2H-
pirazole-3-carboxilico(2-metil-4-o-tolilazo-fenil)-amida, normalmente referido como
CH-223191, da a-naftoflavona (Kim, et al., 2006) e do sulfureto de omeprazol (Gerbal-
Chaloin, et al., 2006), impedem a ativacao do recetor, ligando-se a este, estabilizando-
o numa conformacado inativa. Estudos demonstram que o CH-223191 é, mesmo, capaz
de bloquear os efeitos indutores e téxicos do TCDD (Kim, et al., 2006) e o sulfureto de
omeprazol de impossibilitar a indugdo do CYP1A1l. Para além disso, mesmo depois de
ativado, hd compostos capazes de impedir o prosseguimento da atividade normal do
recetor. A molécula 3’-metoxi-4-nitroflavona, por exemplo, evita a translocagdo do
AhR, ativo, do citosol para o nucleo da célula (Reiners Jr, et al., 1999; Dertinger, et al.,
2000). Ja o anti-inflamatdrio e analgésico salicilamida bloqueia a ligacdo do complexo
recetor-ligando ao XRE (MacDonald, et al., 2004) e o resveratrol, antioxidante presente
no vinho tinto, impede o recrutamento de fatores de transcricdao necessarios para o
normal funcionamento da transcricdo (Ma & Lu, 2003). Os antagonistas enddgenos
ainda estdo por descobrir, sendo que estes serdo, provavelmente e em conjunto com
os exdgenos, responsaveis por, pelo menos, parte das variacdes interindividuais na
estimulacdo nos CYP1A (Casarett & Doull, 2008).

A inducdo dos CYP1A, nos humanos, apresenta diferentes magnitudes, a
semelhanca de outros mecanismos reguladores. Conhece-se cerca de 30 diferencas
interindividuais, no AhR, que conduzem a diferentes capacidades de ligacdo dos
agonistas e, por isso, a diferentes indutibilidades (Catteau, et al., 1995; Kawajiri, et al.,
1995b). Os estudos de Micka, et al. (1997), sugerem que estas variacées devem-se a
fenédmenos envolvidos na regido 7p15 cromossomal, uma vez que é aqui que o gene
AhR se encontra codificado. De facto, apesar de o AhR humano nao ser conhecido pela
abundancia de polimorfismos na sua regido codificadora, ao contrario do PXR, ja se
conhecem varios polimorfismos nesta regido que podem afectar a regulacdo do(s)

gene(s) alvo, em questdo (Koyano, et al., 2005) e que se manifestam através de
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mutagles estruturais e nivel de expressdao do recetor, que variam consoante o
fendtipo (Ma & Lu, 2003).

A mutacdo mais comum no gene AhR é uma troca de uma G por uma A, na
posicdo 1661, também conhecida como R554K, que conduz a substituicdo de uma
Arginina (Arg) por uma Lisina (Lis), na posi¢do 554 da proteina (Kawajiri, et al., 1995b).
Este polimorfismo é comum na etnia Japonesa e Africana mas raro nos Caucasianos.
Segundo os estudos de Smart & Daly (2000), os individuos portadores de pelo menos
uma copia deste alelo mutante, apresentam uma actividade CYP1A1l superior aos
individuos WT. Por outro lado, estudos mais recentes, em populacdo Caucasiana,
sugerem que os individuos homozigdticos para esta mutagdao apresentam expressdes
mais baixas de ARNT, AhR e CYP1B1 (Helmig, et al., 2011).

Contrariamente, a variante Val570lle é relativamente rara e foi encontrada por
Wong, et al.(2001), na populagdo Africana. A semelhanca, foi também reportado um
alelo raro, presente na populacdo Francesa (M786V, A2417G) que expressa um recetor
com maior capacidade indutéria dos CYP1A1 (Cauchi, et al., 2001).

Os estudos de Fukushima-Uesaka, et al. (2004) deram, também a conhecer 4
variantes, K17T, K401R, N487D e I514T, presentes na populagao Japonesa, sendo que
as K401R e N487D foram as mutacOes que apresentaram maiores consequéncias. As
regides do gene onde se encontram as variantes K401R e N487D mostraram-se cruciais
na capaciadde de ligacdo dos agonistas (Dolwick, et al., 1993b). Verificou-se que os
individuos portadores destas mutacdes tém menor expressdo das suas proteinas,
apesar do nivel de mRNA expresso ndo se alterar. No entanto, a adicdao de um inibidor
proteassdmico, MG132, restaura os niveis normais das proteinas. Com isto, os
investigadores concluiram que a reducdo da expressdao ndo é causada diretamente
pela mutacdo, mas sim pela proteina, codificada, ser mais facilmente degradada por
proteassomas. Deste modo, uma vez que se encontra reduzida a atividade
transcricional, dependente de ligando, estas variantes podem influenciar o
metabolismo de diversos farmacos, por diminuicdo da inducdao dos CYP1A e outras
enzimas reguladas por este mesmo recetor (Koyano, et al., 2005).

Também as variacdes V5701 e P571S foram encontradas no gene do AhR, ambas
em individuos Africanos, que, apesar de permitirem que os ligandos se liguem ao

recetor, falham na inducdo dos CYP1Al1l, mesmo na presenca dos agonistas mais
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potentes, como a TCDD (Wong, et al., 2001; Harper, et al., 2002). Por outro lado, os
estudos de Micka, et al., (1997) revelaram uma mutagao no recetor, A381V, que reduz,
in vitro, a capacidade dos substratos se ligarem ao AhR.

O AhR também desempenha um papel fundamental na regulagdo da proliferacao
de melandcitos, uma vez que intervem na modulacdo de genes envolvidos na
melanogénese. Os estudos de Wang, et al. (2012) demonstram que uma mutag¢dao no
promotor do gene AhR (Alelo T de rs10249788) esta associada, na populacdo Chinesa,
a um efeito protector relativamente a doenca dermatoldégica Vitiligo, responsavel pela
destruigao selectiva de melandcitos e despigmentacao.

As diferentes magnitudes na indugao dos CYP1A, nos humanos, ndo se devem
apenas a polimorfismos no gene codificante do AhR. A presenca de mutacdes nos
genes ARNT (que até a data tem relativamente poucas mutagdes capazes de
comprometer a sua funcionalidade, descritas (Urban, et al., 2011)) e XRE é outro dos
fatores de predisposicdo para diferentes taxas de indugdo. Também a variacdo da
concentracdo intracelular do substrato indutor, resultante do seu préprio
metabolismo, é um fator determinante. Para além disso, variacdes nos niveis das
proteinas acessérias e necessarias ao mecanismo de inducdo (que muitas vezes se
encontram alteradas em situacGes inflamatdrias ou patoldgicas) ou caracteristicas
intrinsecas, como o sexo do individuo, ditam a capacidade indutiva individual. A titulo
de exemplo, alguns estudos indicam que a atividade do CYP1A2 é tendencialmente

menor nas mulheres, comparativamente aos homens (Ma & Lu, 2003).

4.1.1. PAPEL DO AHR NO RISCO A TOXICIDADE AMBIENTAL E CANCRO

Sabe-se que a exposicdo a PHAHs e HCAs tem consequencias todxicas e
carcerigenas no organismo humano. Este risco depende ndo sé da dose ao agente
exposto, assim como da susceptibilidade de cada individuo. O AhR é um conhecido
mediador do efeito nefasto destes contaminantes. A ativacdo do AhR por ligandos
PHAHs e HCAs, com alta afinidade para o recetor, tal como a TCDD e o BaP, resultam
em perturbacdes no ciclo celular, diminuicdo da capacidade replicativa do DNA e
inibicdo da proliferagao celular, uma vez o AhR modula a expressao de genes
envolvidos na diferenciacdo e proliferacdo celular (Luo, et al., 2012), para além dos
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envolvidos na ativacdo toxica destas moléculas. A perda de peso progressiva,
imunossupressdao, anomalias fetais, aumento de volume hepdtico e formagdo de
tumores sdo alguns dos efeitos possiveis destas substancias nocivas (Rocas, et al.,
2011).

Comparativamente, e dado o seu importante papel na toxicidade induzida por
xenobidticos e desenvolvimento da patologia tumoral, assim como a sua importancia
no controlo do ciclo celular, tem sido sugerido que a existéncia de polimorfismos no
gene AhR pode estar associada a suscetibilidade varidvel ao cancro, no humano
(Helmig, et al., 2011). No entanto, apesar de ja diversos estudos epidemiolégicos
terem tentado provar a existencia de uma relagdo directa, ou indirecta, dos
polimorfismo deste recetor na susceptibilidade ao cancro, as diversas descobertas
continuam a exibir resultados conflituosos (Luo, et al., 2012).

Como ja referido, de todas as variantes conhecidas, do gene AhR, o locus
R554K (1661G>A) é o mais investigado. Esta localizado no exao 10, dominio associado
a transactivacdo de outros genes. A alteracdao de uma Arginina para uma Lisina leva a
modificacdo da estrutura primdria da proteina, o que pode, eventualmente, afetar o
funcionamento do recetor. No geral, ndo ha evidéncia suficiente que permita
comprovar a hipotése de que este polimorfismo esta associado ao desenvolvimento de
cancro, nos humanos e, por isso, vdrios autores jd comegaram a descartar essa
possibilidade (Luo, et al., 2012). Os estudos de Zhang, et al. (2011) associaram este
polimorfismo ao aumento do risco de cancro da mama, em mulheres, apesar de outro
estudo epidemiolégico nao ter encontrado quaisquer evidéncias que suportem esta
associacao (Long, et al., 2007). Dos mais variados estudos efectuados, a variante ndo
foi também associada ao aumento da suscetibilidade ao cancro da bexiga, linfoma de
N3o-Hodgkin e cancro do pulmdo (Kawaijiri, et al., 1995b; Zhang, et al., 2002; Luo, et
al., 2012). Relativamente ao cancro coloretal, dois estudos obtiveram resultados
inversos e ainda em um outro estudo, o R554K foi associado a um aumento do risco a
pdlipos no célon, em individuos cuja alimentacdo fosse rica em carnes cozinhadas,
contendo altos niveis de HCAs (Luo, et al., 2012). Investigadores Brasileiros estudaram
a regido de transativacdo do gene AhR (exdes 10 e 11 e intrdo 10) de individuos
saudaveis e de individuos com vdrios tipos de cancro (pulmdo, mama, estobmago, rim,

figado e outros) e concluiram que a estrutura primdria do AhR estd altamente
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conservada nos tipos de cancro estudados e que a patologia ndo é devida a mutagdes
nesta regido do gene AhR, pelo que provavelmente o papel deste recetor na formacgao
de tumores, em humanos, se existir, é indireto e cujo mecanismo continua por
determinar (Rocas, et al., 2011).

A exposicdo crdnica a digoxina tem sido, também, associada a uma incidéncia
aumentada de endometriose, em animais. No entanto, um estudo em mulheres
Japonesas, que analisou dez polimorfismos, envolvidos na destoxificacdo da digoxina,
ndao encontrou qualquer correlacdo entre a etiologia da doenca e a exposicdo a
digoxina (Matsuzaka, et al., 2012) em mulheres com fenétipos mutantes.

Em termos da relacdo dos ligandos com o recetor, apesar de ja se ter
conseguido demonstrar que a variabilidade, dos mais potentes ligandos, na afinidade
para o AhR humano (que leva a diferentes taxas de inducdo) estar envolvida na
suscetibilidade a efeitos toxicos pelos agonistas do AhR, as diferentes causas desta
variabilidade continuam, a semelhanca, por provar. Segundo Nebert, et al., (2004), os
ratinhos que possuem alta afinidade pelo AhR, e por isso, niveis mais altos de CYP1A
em resposta a doses mais baixas de PAHs, ou outros ligandos tdxicos, exibem maior
propensdo para o cancro, mutagénese, defeitos congénitos, uroporfiria e toxicidade
hepatica, ocular e ovdrica, que os ratinhos com menor afinidade, quando ha contacto
direto destas agonistas com os orgaos alvo. Pelo contrdrio, os ratinhos com menores
taxas de afinidade pelo AhR, estdo em risco superior de sofrer efeitos nefastos
malignos ou toxicos (imunossupressdo, depressdao da medula dssea), que os ratinhos
com maior afinidade, quando o orgdo alvo estd distante do local de entrada dos
agonistas. Comparativamente, nos individuos fumadores, ha uma correlacdo direta
entre a alta indutibilidade dos CYP1A e o cancro (pulmado, laringe e cavidade oral —
tecidos em contacto directo com o fumo do tabaco) e nenhuma correlagdo entre um
fendtipo de alta indutibilidade e o cancro do rim, pelvis, urétra e bexiga (tecido
distentes do local de entrada do fumo do tabaco (Nebert, et al., 2004). Deste modo, é
possivel que um individuo que consuma baixas quantidades de tabaco, mas que
apresente uma taxa de afinidade para o AhR alta, desenvolva cancro oral ou pulmonar,
enquanto que um doente com pouca afinidade nunca desenvolva qualquer tipo de

cancro, mesmo esteja constantemente a fumar (Ma & Lu, 2003; Nebert, et al., 2004).
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4.2. INDUCAO MEDIADA PELO PXR E CAR

Também conhecidos como NR1I2 (Membro 2, do Grupo |, da Subfamilia 1, dos
Recetores Nucleares — “Nuclear Receptor Subfamily 1, Group I, Member 2”) e NR1I3,
respetivamente, o PXR e o CAR sao membros da subfamilia 1 dos recetores nucleares.
Ao contrario do AhR, estas duas proteinas sdao expressas em relativamente poucos
tecidos (maioritariamente no figado, intestino delgado e cdlon) e linhas celulares.
Ambos os recetores, que sao ativados pela maioria dos mesmos compostos, dimerizam

com o Recetor X Retindide (RXR — “Retinoid X Receptor”) a (RXRa), de modo a formar o
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Figura 4.2 — Mecanismo indutor dos xenosensores CAR (em cima) e PXR (em baixo)
O recetor CAR pode ser ativado através de mecanismos diretos (ligacdo do ligando)
ou indiretos, enquanto que a ativacao do PXR é totalmente dependente da ligacdo de
um agonista. Os genes induzidos por ambos PXR e CAR estdo descritos na tabela 4.1
(Adaptado de Tolson & Wang, 2010).

complexo de ligacao ao ADN, cuja fungdo é reconhecer alguns dos mesmos Elementos
de Resposta, descritos na tabela 4.1. Posto tudo isto, percebe-se facilmente que existe

uma interagdo consideravel entre estes dois xenosensores, pelo que é, por vezes, dificil

Ol
Ana Filipa Inacio, 34792
Mestrado Infegraodo em Ciéncias Farmacéuticas



A terapéutica com o omeprazol avaliacdo da potencial relagdio com a suscetibiidode ao cancro

compreender se determinado mecanismo indutor é mediado pelo PXR, pelo CAR ou
por ambos (Xie, et al., 2000; Faucette, et al., 2006).

O PXR e o CAR sdo os xenosensores humanos mais importantes no que se refere
a interagGes medicamentosas (Xie, et al., 2000; Fery, et al., 2010). Este facto deve-se a
3 principais fatores. Primeiro, o PXR e o CAR sdo os responsaveis pela regulacdo de
varios tipos de enzimas catalisadoras, como os CYP e as enzimas conjugadoras (UDP-
Glucuronosiltransferase (UGT - “UDP-Glucuronosyltransferase”) e Sulfotransferase
(SULT)) e transportadores (Glicoproteina-p (P-gp - “P-glycoprotein 1”), também
conhecida como ABCB1 ou MDR-1)) (Maglich, et al., 2002; Faucette, et al., 2006). Por
exemplo, quando o antiviral ritonavir induz o CYP3A4, estimula, a semelhanga, muitos
outros CYPs, enzimas conjugadoras e transportadores regulados pelo PXR/CAR
(Casarett & Doull, 2008; Zhang, et al., 2008). Segundo, varios xenobidticos e moléculas
endogenas (como a bilirrubina e os acidos biliares) sdo capazes de ativar o PXR e, ou, o
CAR (Zhou, et al., 2009). Finalmente, alguns dos genes regulados pelo PXR e pelo CAR
codificam proteinas, como o CYP3A4 e a P-gp, que sao responsaveis pelo metabolismo
de um numero muito variado e elevado de substratos, pelo que a indu¢cdo mediada
pelo CAR e PXR tem impacto sobre um grande nimero de moléculas, tanto exdgenas
guanto enddgenas (Tirona & Kim, 2005; Rhodes, et al., 2011). Sendo assim, em termos
clinicos, o AhR é um recetor menos importante, no que diz respeito as interagdes entre
moléculas, uma vez que este recetor é ativado por relativamente poucas moléculas,
comparativamente ao PXR/CAR, e porque os enzimas regulados pelo AhR, em especial
o CYP1A2, tém pouco impacto na biotransformacdo de moléculas farmacoldgicas, ao
contrario das reguladas pelo CAR/PXR, nomeadamente os CYP2B6, 2C8, 2C9, 2C19 e
3A4.

Os estudos de Kohle & Bock (2009), verificaram que o AhR é outro dos alvos de
inducdo do PXR, pelo que o metabolismo dos CYP1A é indiretamente regulado por este
recetor. Verificou, a semelhanca, que o CAR pode ser, na verdade, regulado pelo AhR
(Kohle & Bock, 2009).

O PXR e o CAR possuem LBDs muito similares (mas ndo idénticos), o que leva a
gue, normalmente, uma molécula que induz um dos recetores, é capaz de ativar,
também, o outro e vice-versa. O mesmo verifica-se para os DBDs dos 2 xenosensores

(Kohle & Bock, 2009): Por serem tdo semelhantes, quanto ativados, o PXR e o CAR
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ligam-se a algumas dos mesmos elementos de resposta, do ADN, com consequente
inducdao de muitos dos mesmos enzimas (Kodama & Negishi, 2006).

Ambos PXR e CAR sdo ativados por uma pandplia de substancias farmacoldgicas,
das quais se destacam o fenobarbital e a carbamazepina, responsaveis pela ativagao
de ambos os recetores (Tolson & Wang, 2010). Os estudos de Li, et al. (2009),
desmonstraram que também os terpenoides e flavondides, presentes no extrato de
Ginkgo Biloba, muito utilizado nos dias de hoje, funcionam como ligandos dos
principais xenosensores. Os Ginkgolidos A e B, por exemplo, sdo potentes indutores do
PXR, enquanto que os flavondides quercetina e kaempferol o sdo tanto no PXR como
no CAR e AhR.

O PXR e o CAR estdo altamente envolvidos em processos executados em prol da
homeostase corporal e, por isso, mantém uma ligacdo, muito préxima, com outros
recetores celulares. Para além de serem ativados por certos substratos endégenos
(Fery, et al., 2010), os 2 xenosensores regulam muitas das enzimas envolvidas na
atividade metabdlica e hormonal destas moléculas intrinsecas, como é o caso da
vitamina D, bilirrubina e acidos biliares.

Alguns recetores de moléculas endégenas, como o Recetor da Vitamina D (VDR —
“Vitamin D Receptor”) podem mimetizar o PXR ou o CAR e induzir o CYP3A4. Para além
desta relacdo, os 2 xenosensores revelaram-se, inclusivamente, envolvidos no
metabolisto do o0sso. Pensa-se que os agonistas do PXR e CAR podem causar
osteomalacia, uma vez que o seu papel na inducdo do CYP3A4 pode acelerar a
inativacdo da forma ativa da Vitamina D e, consequentemente, prejudicar a absorcao
de calcio (Xu, et al., 2006; Zhou, et al., 2006a).

O CAR e o PXR parecem, também, atuar como recetores backup na prevencao da
acumulacdo de acidos biliares quando o principal recetor resposavel pela regulacdo
destas moléculas, Recetor X de Farnesdides (FXR — “Farnesoid X Receptor”) estd
sobrecarregado. (Tirona & Kim, 2005; Zhou, et al., 2009) O acido cdlico, a semelhanca
do litocdlico, é ligando e ativador do PXR e o CAR, pelo que ambos os recetores
desempenham um papel fundamental na atuagcdo a toxicidade por acidos biliares.
(Zhang, et al., 2008; Kohle & Bock, 2009). No entanto, este sistema de protecdo pode
ser afetado pela expressio de um outro recetor, SHP (Pequeno Parceiro

Heterodimérico 1 - “Small Heterodimer Partner-1") que reprime a atividade do PXR e
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do CAR (Tirona & Kim, 2005). Os acidos biliares, como o litocolato sdao agonistas do
VDR, pelo que tem sido sugerido que estes compostos podem estar, também,
envolvidos na regulagdo do CYP3A4 intestinal (Makishima, et al., 2002).

Ambos os recetores estdo envolvidos na relagdo entre o metabolismo e o
sistema imunitdrio. A expressdo e indu¢ao de enzimas biotransformadoras de
xenobioticos, mediada pela maioria dos recetores, incluindo o PXR, CAR e AhR, sdao
suprimidas por infeccdes e doencas inflamatdrias, vacinacdo e tratamento com
endotoxinas e citoquinas inflamatdrias. Esta atenuag¢do envolve a supressao do PXR e
CAR, por diminuicdo da atividade do Recetor dos Glucocorticéides (GR -
“Glucocorticoid Receptor”), que tem um papel ativo na sintese dos 2 recetores. O
resultado é a diminuicdo da atividade do GR, PXR, CAR, AhR e outros recetores,
incluindo os envolvidos no metabolismo de moléculas enddgenas e exdgenas. A
diminuicdo da atividade do GR deve-se ao Fator Nuclear kappa-B (NF-kB — “Nuclear
Factor kappa-B”), que é ativado durante a doenca inflamatéria e infecciosa. O NF-kB
liga-se ao DBD do RXRa e consequentemente diminui a atividade transcricional de
todos os recetores nucleares que formam heterodimeros com esta proteina (como o
PXR, CAR e o GR). Assim, na doenca inflamatéria, o diminuicdo da atividade do PXR e
CAR é conseguida de forma direta, através do aumento dos niveis do NF-kB e
indiretamente, por diminuicao do GR. Como ja referido, observa-se, inclusivamente, a
diminuicdo da atividade transcricional do AhR, apesar de este formar heterodimeros
com o ARNT e ndo com RXRa. No final, da diminuicdo coletiva dos recetores nucelares,
o NF-kB suprime, indiretamente, as enzimas biotransformadoras de xenobidticos
associadas a infeccdo e inflamagdo. No entanto, o contrario também se verifica, ou
seja certos recetores, quando ativados, podem complexar com o NF-kB e reprimir a
expressao de genes regulados pelo recetor, genes estes que estdo envolvidos na
atividade e resposta inflamatdria. Ou seja, verifica-se, pelo contrdrio, uma diminuicao
da resposta imunitaria. Esta é a base, pelo menos em parte, do efeito imunossupressor
dos corticosterdides, que ativam o GR, e do potencial imunsossupressivo dos agonistas
do PXR, tais como a rifampicina e o mifepristone (De Bosscher, et al., 2006; Pascual &
Glass, 2006; Zhou, et al., 2006b).

A semelhanca do AhR, as taxas de induc¢do do PXR e CAR diferem nos diferentes

individuos. Varios fatores contribuem para estes valores dispares, que podem ser
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atribuidos a polimorfismos genéticos ou variagdo no splicing dos recetores, assim
como variagdes nos elementos de resposta do DNA, niveis ou fungdo alterada das
proteinas acessoérias (normalmente por causas patoldgicas e inflamatérias), diferencas
na atividade basal dos enzimas consoante o sexo do individuo (o homem, por norma
tem taxas de atividade do CYP3A4 inferiores as encontradas na mulher) e variagdo na
concentragdo intracelular da substancia indutora, por variagdo no metabolismo (Jones,

et al., 2000; Tirona & Kim, 2005).

4.2.1 PXR

O PXR, também conhecido como Recetor X de Esterdides (SXR — “Steroid X
Receptor”) desempenha uma fungao extremamente importante no que se refere a
regulacdo do metabolismo enzimatico (Kliewer & Willson, 2002; Kliewer, 2005a) .

O mecanismo de ativacdo do PXR, ilustrado na figura 4.2, é homodlogo ao
desenvolvido no inicio deste capitulo e inicia-se com a ligacdo de uma molécula
agonista que estimula a dissociacdo, do recetor, de proteinas de retencdo plasmaticas
e co-repressores, como o Mediador Silenciador dos Recetores dos Retindides e
Hormonas Tiroideas (SMRT - “Silencing Mediator for Retinoid or Thyroid-hormone
Receptors”, também conhecido como Co-repressor do Recetor Nuclear 2 (NCOR2 -
“Nuclear Receptor Co-repressor 2”) e a associacdo com co-ativadores, como o Co-
ativador Associado ao Recetor 3 (RAC3 — “Receptor-Associated Coactivator 3”). A
dimerizacdao com o RXRa é o passo seguinte, seguido da translocagao, para o nucleo da
célula, e da ligacdo a varios Elementos de Resposta da cadeia de ADN (Elementos de
Resposta do PXR (PXREs — “PXR Response Elements”), tais como a Sequéncia Direta
Separada por 3 Nucledtidos (DR-3 — “Direct Repeat Separated by 3 Nucleotides”), a DR-
4, a Sequéncia Invertida Separada por 6 Nuceldtidos (ER-6 — “Everted Repeat
Separated by 6 Nucleotides”) e a ER-8) e que culmina com a ativacdo transcricional de
diversos genes (Chang & Waxman, 2006; Stanley, et al., 2006), enumerados na tabela
4.1, sendo de especial importancia os CYP3A.

O CYP3A4 é, como ja referido, o responsavel pela biotransformacdo da
maioria dos farmacos existentes (Pascussi, et al., 2003). A semelhanca deste enzima,

também o PXR é uma proteina muito promiscua, isto €, com pouca especificidade,
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uma vez que pode interagir com hormonas esterdides e com uma grande variedade de
xenobidticos (Jones, et al., 2000; Kliewer, et al., 2002; Tirona & Kim, 2005). Deste
modo, a ativacdo ou bloqueio do PXR é de especial importancia uma vez que ambas as
possibilidades terdao, inevitavelmente, uma grande influencia nos niveis basais dos
enzimas que regula, com as possiveis consequencia que dai poderdo advir (Bertilsson,
et al., 1998; Kliewer, 2005b).

Consoante a espécie, a constituicdo do LBD do PXR é varidvel, o que constitui
uma grande diferenga no tipo de moléculas capazes de se ligar e ativar o recetor e, por
isso, na inducdo dos CYP3A (Jones, et al., 2000). Tome-se como exemplo o caso da
rifampicina, potente indutor nos humanos, mas inutil na ativagdo do PXR no rato e
murganho (Tirona & Kim, 2005). No humano, os principais ligandos do PXR sdo, a
semelhanca da rifampicina, a artemisina, o clotrimazol, a nifedipina e outros, referidos
na tabela 4.1. Certas moléculas tém maior afinidade para o PXR que outras, onde se
destaca os casos da rifampicina e hiperforina, com as maiores poténcias de ligacdo
(Gonzalez & Yu, 2006; Shukla, et al., 2011). No caso de misturas racémicas de
moléculas, o PXR, a semelhanca do CAR, possui muita pouca estereoseletividade e, por
norma, é ativado por ambos os isémeros, R e S. A C-ciclopropilalquilamida (S20) é uma
rara excepcao: um dos isomeros ativa preferencialmente o PXR humano e o outro o
PXR do ratinho (Mu, et al., 2005).

O PXR parece, inclusivamente, desempenhar um importante papel na
supressao da atividade do NF-kB, no intestino delgado (Ma, Idle, & Gonzalez, 2008) e,
por isso, estar envolvido na etiologia das Patologias Inflamatérias do Intestino: Doenca
de Crohn e Colite Ulcerativa (Langmann, et al., 2004; Martinez, et al., 2007).

O PXR humano ja conta com quase 300 SNPs descritos. As variantes genéticas
deste recetor devem ser minuciosamente estudadas uma vez que aquelas com
interferéncia na transativacdo da proteina, podem ter um drdstico impacto na
expressao dos enzimas que regula, em especial o CYP3A4, um vez que alberga 50% da
atividade enzimatica, no figado, e é responsavel pela metabolizagdao de cerca 60% dos
farmacos existentes (Hustert, et al., 2001; Moreira, et al., 2011).

No que se refere a regido codificante do gene, os exdes 2 e 4 sdo aqueles
onde se verifca maior abundancia de polimorfismos (Zhang, et al., 2008). As variantes

P27S (PXR*2) e G36R (PXR*3) foram observadas no exdo 2. A P27S é relativamente
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frequente em individuos Americanos, com descendencia Africana (15-20% da
populacdo) e, apesar de se tratar de uma mutagdo nao-sinénima (induz a formagao de
uma cadeia polipetidica diferente), ndo tem qualquer repercussdo nos enzimas
regulados pelo recetor, nomeadamente o CYP3A4. A semelhanca, também n3o se
detetaram diferencas na transativacdo do CYP3A4 nos individuos portadores da
variante PXR*3, comparativamente com os WT (PXR*1) (Hustert, et al., 2001; Zhang, et
al., 2001).

O exdo 4, codificante da porg¢des terminais dos LBD e DBD, é aquele onde se
verifica uma maior contribuicdo de polimorfismos genéticos. A variante PXR*10
(V140M) codifica um recetor PXR menos indutivel pelos seus agonistas. Pelo contrario,
o alelo PXR*11 (D163G) perde a total transativacdo basal dos elementos de resposta
do CYP3A4, apesar de ser mais facilmente estimulado, pelos seus ligandos, a fazé-lo
(Hustert, et al., 2001). A variante Q158K ainda so foi descrita em individuos Chineses e
estd associacdo a uma ativacdo diminuida do recetor (Lim, et al., 2005). Também a
variante PXR*9 (E18K) resulta numa expressdao diminuida da proteina, apesar da
resposta do recetor ser comparavel ao WT (Hustert, et al., 2001). Os estudos de
Moreira, et al. (2011), demonstraram recentemente e pela primira vez, que muitos
destes polimorfismos sdo, também, frequentes na populacdo Brasileira. J4 a PXR*5
(R98S), extremamente rara e sé descrita na populacdo Japonesa, é a mais radical e
codifica um recetor sem qualquer transativacdo basal ou indutibilidade. Para além
disso, a capacidade de ligacdo aos elementos de resposta do DNA também é menor
(Hustert, et al., 2001; Koyano, et al., 2004).

No promotor e outras regides ndo codificantes do PXR humano, também ja se
conhecem alguns polimorfismos, apesar de em menor nimero que os descritos na
regido codificante do gene (Lamba, et al., 2008). A titulo de exemplo, a variante
A7635G, no intrdo 5, esta associada a maior expressdo basal do CYP3A4, no intestino,
assim como a uma maior suscetibilidade de inducdo deste mesmo enzima, pela
rifampicina. Comparativamente, a variante C8055T, também se encontra associada a
um aumento da inducdo intestinal do CYP3A4, pela rifampicina (Zhang, et al., 2008).
Por isto mesmo, nos ultimos anos os investigadores tém se preocupado em investigar
se existe alguma relacdo entre polimorfismos nos xenosensores e a propensdo ao
cancro coloretal. Os estudos de Andersen, et al. (2010), demonstraram que as
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principais variantes conhecidas no PXR ndo estdo, ao contrario de outros

Xxenosensores, associadas ao risco de cancro coloretal.

4.2.2 CAR

O gene codificador do CAR, também conhecido como Recetor
Constitutivamente Ativo, esta localizado no cromossoma 1 e consiste em 9 exdes
(Ikeda, et al., 2003). O mecanismo indutor deste xenosensor é consideravelmente mais
complexo que o do PXR (Chang & Waxman, 2006; Kodama & Negishi, 2006; Stanley, et
al., 2006). O CAR é constitutivamente ativo, o que significa que, na auséncia de um
ligando exdgeno, pode ligar-se ao RXRa e migrar até ao nucleo, onde se liga a
elementos de resposta do ADN, conhecidos como PBREM (Elementos de Resposta ao
Fenobarbital - "Phenobarbital Responsive Enhancer Module”) e ativa a transcricao
genética (Xie, et al., 2000). In vitro, é este o mecanismo que costuma ser adoptado
pelo CAR. No entanto, na situacdo in vivo, o CAR é impedido de fazé-lo através da
Proteina Citoplasmatica de Retencdo do CAR (CCRP — “Cytoplasmic CAR-Retention
Protein”), que o retém no citoplasma (Tirona & Kim, 2005), de proteinas Chaperon,
como as hsp90 e possivelmente através da sua ligagdo a agonistas reversos
enddgenos, como o androstanol (5a-androstan-3a-ol) e o androstenol (5a-androst-16-
en-3a-ol), ou seja, os androstanos pelos quais o CAR é nomeado (Xie, et al., 2000;
Tolson & Wang, 2010). A libertacdo do CAR pelas CCRP pode ser desencadeada por
agonistas diretos, que se ligam diretamente ao recetor, ou por agonitas indiretos, que
fosforilam o recetor, por acdo da Proteina Cinase Ativada pela Adenosina Monofosfato
(AMPK — “Adenosine Monophospate-Activated Protein Kinase”), como é o caso do
fenobarbital, que estimula a inducdao dos CYP2B e, em menor extensdao, dos CYP3A
(Chen, et al., 2003; Tirona & Kim, 2005). Os genes alvo do CAR encontram-se
enumerados na figura 4.2.

A fosforilacdo é necessaria quer para a retencdo do CAR no citoplasma, como
para a sua libertacdo, pela CCRP. No entanto, esta reacdo ocorre em diferentes locais
do recetor. Para reter o CAR, ocorre uma fosforilacdo da serina, na posicdo 192,
enguanto que na ativacdo, o que se verifica é uma desfosforilacdo pela proteina
fosfatase 2A. Para além da desfosforilagdo, a ativacdo requer uma posterior
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fosforilagao pela AMPK, num local da proteina que ndo a serina 192 (Rencurel, et al.,
2006).

Como o CAR é constitutivamente ativo, mas retido no citoplasma, os ligandos
deste recetor podem funcionar, como ja referido, como agonistas diretos, agonistas
inversos/reversos, agonistas indiretos ou antagonistas. Os agonistas diretos, como o
contaminante e inseticida TCPOBOP (1,4-bis[2(3,5-dicloropiridiloxi)]benzeno), agonista
do CAR no ratinho (e antagonista no CAR humano), ativam o recetor através da ligacao
ao recetor e deslocamento dos ligandos reversos endégenos (como os androstanos) ou
promovendo a dissociacdo de co-repressores (como os NCOR) e recrutamento de co-
ativadores (Co-ativador 1 do Recetor Esterdide (SRC-1), Proteina Especificante 1 (Sp1),
Co-integrador de Sinal Activador (ASC-2) e Proteina de Ligacdo ao Recetor Ativado pela
Proliferacdo de Peroxissoma (PBP)) (Moore, et al., 2000). Os agonistas inversos
possuem o efeito oposto: promovem a dissociagdo de co-ativadores e o recrutamento
de co-repressores. Podem, também, diminuir a atividade transcricional do CAR. Os
agonistas indiretos, ativam o recetor nao através da direta ligacdao ao LBD, mas sim da
fosforilacdo da proteina (Gonzalez & Yu, 2006; Kohle & Bock, 2009; Tolson & Wang,
2010). Os antagonistas ligam-se ao recetor no mesmo LBD que os agonistas mas nao
ativam, nem desativam o CAR humano, impedindo, apenas, a ligacdo de outros
substratos. O clotrimazol, o TCPOBOP e o PK11195 (1-(2-clorofenilmetilpropil)-3-
isoquinolina-carboxamida), ligando do recetor das benzodiazepinas, enquadram-se
nesta categoria, no humano (Moore, et al., 2000; Li, et al., 2008). Os ligandos do CAR,
assim como as suas principais carateristicas, encontram-se discriminados na tabela 4.1.

Nas diferentes espécies, os xenobidticos podem funcionar como agonistas, ou
antagonistas, para o CAR. Por exemplo, a cloropromazina e a meclizina sdo agonistas
se se tratar do CAR do murganho, e agonistas inversos no CAR humano (Gonzalez & Yu,
2006). O fenobarbital é um ativador indireto do CAR no humano e no murganho,
apesar de, no caso do PXR, ser apenas ativador no humano (e ndo no rato ou
murganho) (Casarett & Doull, 2008; Tolson & Wang, 2010). Também a erva chinesa Yin
Zhi Huang, utilizada na ictericia neonatal, ativa tanto o CAR humano como o do ratinho
(Huang, et al., 2004). Por isto mesmo, e sendo o CAR, assim como o PXR, tdo
importantes no metabolismo dos farmacos, os estudos toxicolégicos e epidemioldgicos
de novas moléculas farmacoldgicas ndo devem ser efetuadas em células animais, mas
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sim humanas, ou em células animais geneticamente modificadas (“humanizadas”)
(Gonzalez & Yu, 2006).

A semelhanca do PXR, o CAR desfruta de especial importancia na homeostase
interna. Por exemplo, o CAR desempanha um importante papel na destoxificagdao da
bilirrubina, sobretudo em concentracdes elevadas desta molécula (Zhang, et al., 2004;
Kohle & Bock, 2009). A bilirrubina é um ativador indireto do CAR e por isso, quando
ativado, este recetor induz as UDP-Glucuronosiltransferase (UGT - “UDP-
Glucuronosyltransferase”) 1A1 (UGT1A1l), enzimas responsdveis pela glucuronidacgdo
da bilirrubina livre, assim como transportadores da bilirrubina/bilirrubina conjugada
(Chang & Waxman, 2006; Kodama & Negishi, 2006).

A AMPK é sensivel ao potencial energético da célula e, por isso, é ativada pelo
aumento dos niveis de conversao da Adenosina Monofosfato (AMP — “Adenosine
Monophospate”) em ATP. Consequentemente, a AMPK ¢é ativada pelo jejum
prolongado. Comparativamente, o anti-diabético metformina também ativa a AMPK e,
por isso, mostrou estar envolvida na indugdo dos CYP2B6 e 3A4, no hepatdcito
humano. Curiosamente, os mesmos investigadores que o demonstraram, também
verificaram que o fenobarbital, a semelhanca da metformina, diminui os niveis
plasmaticos de glucose, em doentes de Diabetes Tipo 2, o que levou a comunidade
cientifica a questionar a associacdo entre o CAR e o metabolismo dos glicidos
(Rencurel, et al., 2006). Sabe-se, hoje, que o CAR, ativado pelo fenobarbital ou
metformina, liga-se ao factor de transcricdo FoxO1 (Proteina Forkhead Box 01),
responsavel pela interacdo com sequencias de resposta a insulina (IRS — Insulin-
Response Sequences”), do ADN, que estimulam enzimas envolvidos no metabolismo
da glucose, com consequente diminuicdo da gluconeogénese, como resultado da
repressao do FoxO1, pelo CAR. Assim sendo, o CAR e o FoxO1 tém efeitos opostos, em
termos de atividade transcricional: o CAR é um co-repressor do FoxO1 e o FoxO1 é um
co-ativador do CAR (Kodama & Negishi, 2006; Rencurel, et al., 2006).

Por outro lado, o CAR esta envolvido na hepatotoxidade do paracetamol por
permitir que este farmaco induza a sua propria ativacdo em um metabolito tdxico.
Varios estudos demonstraram que ratinhos que ndo possuam expressao da proteina
CAR (ratinhos CAR knockout), sdo resistentes a hepatotoxicidade por paracetamol e
sugerem, por isso mesmo, que o tratamento prematuro com agonistas do CAR pode
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ser util como coadjuvante no tratamento da toxicidade pelo paracetamol (Gonzalez &
Yu, 2006; Tirona & Kim, 2005).

No CAR, os polimorfismos que modificam a cadeia proteica do recetor sdo
raros. Os SNPs “ndo-sindnimos” identificados estdo localizados, maioritariamente, no
LBD do recetor. Deste modo, estas variantes tém repercussdes tanto na ligacdo do
agonista ao CAR, assim como na dimerizagdo com o RXR, na interagdo com co-
ativadores e na localizacdo celular do recetor (Schwabedissen & Kim, 2009). A variante
His246Arg, por exemplo, revelou, em testes in vitro, levar a uma diminuicdo da
transativacdo genética e resposta a ligacdo do agonista. A variante Leu308Pro, por
outro lado, comprometeu apenas a atividade constitutiva do recetor. Pelo contrario, as
células que expressam as variantes Val133Gli e Asn323Ser ndo modificaram, in vitro, a
atividade e comportamento do CAR (lkeda, et al., 2005).

Ikeda, et al. (2003) analisou o CAR humano, na populagdo Japonesa e
descreveu 26 novos polimorfismos. Apesar do estudo ndo ter identificado a influéncia
das variantes, na expressdo do gene, os investigadores n3ao encontraram quais
diferengas significativas na frequéncia dos polimorfismos mais comuns, entre
individuos saudaveis, ou portadores de cancro, asma, epilepsia e arritmia (lkeda, et al.,

2003).
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5. INDUCAO ENZIMATICA PELO OMEPRAZOL

O omeprazol, principal benzimidazol substituido utilizado na inibicdo da secregao
gastrica (Kikuchi, et al., 1995), é conhecido pelo seu efeito indutor sobre os enzimas
CYP1A, através da ativacdo do Recetor dos Hidrocarbonetos Aromaticos, AhR (Diaz, et
al., 1990).

Sao conhecidos muito poucos farmacos capazes de induzir os Citocromos P450 1A1
e 1A2. Apds a comercializagdo do omeprazol, a comunidade cientifica interessou-se
bastante por este fdrmaco, por este demonstrar ser detentor de um comportamento
estimulador de ambos os enzimas (Frotschl, et al., 1998).

Os CYP1A estdo envolvidos no metabolismo de xenobidticos e ativacdo de
substancias pré-carcinogénicas (Lesca, et al., 1995) pelo que a sua expressdo estd
altamente envolvida na capacidade teratogénica e carnogénea (Stejskalova, et al.,
2011). Por isso mesmo, e praticamente desde a sua libertacdo para o mercado, o
omeprazol tem sido alvo de diversos e extensivos estudos toxicologicos e
epidemioldgicos, dada a sua possivel intromissdao em mecanismos de conhecida

inferéncia toxica e cancerigena.

5.1 O OMEPRAZOL COMO INDUTOR DOS CYP1A — A HISTORIA DO
MECANISMO DE ATIVAGAO INDIRETA DO AHR

O modo em como o omeprazol induz os CYP1A nem sempre foi claro. Na
verdade, durante bastante tempo, foi bastante conflituoso. A primeira alusdo ao
omeprazol como indutor dos Citocromos P450 humanos data de 1990. Farmaco
estreante da altura, o omeprazol foi alvo de estudos farmacoepidemioldgicos de Diaz,
et al. (1990), por se verificar, em diversos outros ensaios, uma diminuicdo da atividade
de diversas enzimas CYP, in vitro e in vivo, na presenca deste novo farmaco. Para
surpresa dos investigadores, ndo foi isso que se verificou. Na verdade, estudos em
células do figado, humanas, apuraram que a presenca do omeprazol provocou um
aumento, proporcional a concentracdao e tempo, da acumulagdo de CYP1A2 no meio
celular, sem qualquer disturbio dos niveis de outras formas de Citocromos P450,
nomeadamente 2D6, 2E1 e 3A. A semelhanca, também vdarios mecanismos

biotransformadores de diversas moléculas, como a fenacetina (dependente de

75
Ana Filipa Inacio, 34792
Mestrado Infegraodo em Ciéncias Farmacéuticas



A terapéutica com o omeprazol avaliacdo da potencial relagdio com a suscetibiidode ao cancro

CYP].AZ) e (0] BaP MCF-7 Caco-2 HepG2
OP TCDD Cont OP TCDD Cont OP TCDD Cont
(dependente de CYP1A1l) —_— — TUiEE R

foram amplificados, assim

cYPIAY
como a sintese proteica de Sits e e “ Ll

CYP1A2 e as concentragdes
de mARN CYP1A1 (Figura 5.1)
e CYP1A2. Também estudos

in vivo, efetuados em 5 pocen b il iﬁﬁ
pacientes sujeitos a biopsia,

sy

Figura 5.1 — Inducao do mARN CYP1A1, em linhas
celulares humanas. As células humanas utilizadas no
possivel observar e estudo foram as MCF-7 (Adenocarcinoma Mamdrio),
Caco-2 (Adenocarcinoma do Célon) e HepG2
(Hepatocarcinoma). Todas as linhagens foram
o seu tecido hepatico, tratadas, durante 24 horas, com 2 nM de TCDD ou 50
averiguaram o efeito do MM de Omeprazol (OP). Foi também mantido um
Grupo Controlo (Cont) de células ndo tratadas.
Utilizou-se a gene B-actina no controlo de
administracdo repetida de quantificagdo. Observa-se, em todas as células
humanas a indu¢cdo do CYP1Al por ambos os
compostos omeprazol e TCDD, representado pelas
dias. Em todos os individuos,  bandas, identificadas com a seta (Adaptado de
(Kikuchi, et al., 1995).

de modo a que fosse

guantificar, biologicamente,

omeprazol antes e depois da

20 mg do farmaco, durante 4

verificou-se o aumento da
atividade dos enzimas CYP1A, o que se mostrou coerente com os resultados obtidos na
cultura celular. Logo, os investigadores concluiram que o omeprazol §é,
presumivelmente, responsavel pela ativacdo do recetor AhR, em células hepaticas
humanas, tanto in vitro quanto in vivo, com consequente estimulacdo dos Citocromos
P450 1A1 e 1A2 (Diaz, et al., 1990).

Posteriormente, a comunidade cientifica tentou quantificar, em hepatdcitos
humanos, a capacidade de ligagdo do OME e do metabolito OME sulfona com o AhR, e
compara-la a da TCDD. No entanto, o que os investigadores concluiram foi que tanto o
OME como o OME sulfona ndo sao ligandos do AhR (Daujat, et al., 1992; Curi-Pedrosa,
et al., 1994, Lesca, et al., 1995), nem de outros recetores, como a proteina 8 S, a que
bastantes ligandos do AhR, como os PAHs, também se conseguem ligar (Lesca ,et al.,
1993). Sendo assim, o modo em como os derivados benzimidazdlicos induzem os

CYP1A, via AhR, teria, se realmente ocorresse, que ser outro e independente da ligacdo
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ao AhR (Lesca, et al., 1995). Sendo os resultados controversos, desenvolveram-se
novos estudos e em 1993, Quattrochi & Tukey (1993) voltaram a confirmar a indugdo
do CYP1A1, através do aumento dos niveis de mARN CYP1A1, tendo-se, inclusivamente
observado, ligacao especifica do AhR aos Elementos de Reposta a Dioxina (DRE —
“Dioxin-responsive Element”, ou XRE), o que demonstra que o OME inicia a ativa¢ado
do AhR e que a indug¢dao do CYP1A1 humano, por este farmaco, é dependente do AhR
(Quattrochi & Tukey, 1993).

O ano de 1995 ficou marcado pelos numerosos avangos positivos no que
concerne ao mecanismo indutor do omeprazol e a comunidade cientifica conseguiu
finalmente aproximar-se do verdadeiro mecanismo pelo qual este fdrmaco o executa.
Para além de se ter descoberto que o omeprazol ndo induz os CYP1A, no ratinho,
Kikuchi, et al. (1995) comparou as principais caracteristicas dos mecanismo indutérios
do CYP1A1l conseguida por ambos TCDD e OME. Com a TCDD, a indu¢do mdaxima é
conseguida em apenas uma hora apds a exposicao ao poluente enquanto que com o
omeprazol, a intensidade da estimulagdao dependia do tempo de incubagdo com o
farmaco. Sendo assim, os investigadores consideraram que, nos diferentes indutores, a
ativacdo do AhR deveria ser conseguida por diferentes mecanismos e pds-se a
hipotese de, sendo o omeprazol um inibidor da ATPase da membrana, a ativacdo do
AhR ser independente da ligacao desta substancia ao recetor, procedendo-se, em vez,
por fosforilacdo deste mesmo, através da proteina cinase C (Kikuchi, et al., 1995).

De acordo com as expetativas, demonstra-se que omeprazol se liga prematura e
transientemente a uma proteina desconhecida, fazendo do mecanismo indutério uma
transducdo de sinais, similar aquele observado no caso dos recetores esterdides e que
é independente da ligacdo de um agonista. Para além disso, a ideia de que a inducao,
mediada pelo omeprazol, é indendentemente de um ligando comeca finalmente a
ganhar forma. A comunidade cientifica apercebe-se de que, realmente, os derivados
bendimidazélicos ndo apresentam uma estrutura quimica que preencha os requisitos
necessarios para serem ligandos do AhR, uma vez que ndo sdao moléculas planares,
aromaticas e policiclicas, como a TCDD ou o BaP. Para além disso, novos estudos
demonstram que o omeprazol ndao compete com a TCDD na ligagao especifica ao AhR,
0 que torna cada vez mais real a hipdtese de um mecanismo alternativo a ativagao
padrdo do AhR. N3o obstante, na presenca de um inibidor da sintese proteica, a
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inducao do mARN CYP1A1, pelo OME, ocorre de forma exacerbada, o que sugere que o
AhR teria que estar envolvido, mesmo que n3do ocorresse ligacao direta ao recetor,
uma vez que tem sido demonstrado que a “super inducdo” requer o envolvimento
deste recetor. Esta ideia também é comprovada pela acumulagdo nuclear da forma de
ligacdo ao ADN do AhR, apds tratamento com o OME (Lesca, et al., 1995; Daujat, et al.,
1996).

Nesta altura, havia duas hipdteses para o mecanismo de indugao dos CYP1A pelo
omeprazol. Na primeira, o nao ligando OME ativaria a transcricdo dos CYP1A através
da modificacdo AhR para um formato que permitiria a ligacdo ao DNA. Tal seria
conseguido através do enfraguecimento das forcas de interacdo para com o recetor
gue, na ausencia de um ligando, mantém o complexo AhR num estado silencioso. Ja
tinha sido demontrado, na altura, que a forma do recetor desligada da hsp90 consegue
ligar-se ao XRE, do ADN, mesmo na auséncia de ligando. Tambem um modelo de
ativacdo indepentente de ligando, semelhante aquele que se verificava nos recetores
esterdides seria outra das hipdteses. De acordo com este modelo, o omeprazol ligar-
se-ia a recetores da membrana, o que estimularia a fosforilacdo intracelular, com
consequente modificagcdo dos niveis de ATP, na célula, fator essencial na estabilidade
do recetor inativado. Este mecanismo apenas ativaria as formas de baixa afinidade do
AhR, que sdo as presentes no humano e no coelho (Lesca, et al., 1995; Daujat, et al.,
1996).

Kikuchi, et al. (1996) sugere a existéncia de um componente celular humano,
sensivel ao OME e que é o responsavel pela ativacdo do AhR e volta a insistir na ideia
de que a ativacdo enddgena, através de sinais mediados por proteinas cinases ou
condicbes celulares redox, podem ser a resposta. Justificam com o facto de a
fosforilacdo ser crucial, a titulo de exemplo, na indugdo do HIF-1a (Fator Induzido por
Hipoxia 1, subunidade a - “Hypoxia-inducible factor 1, alpha subunit”). Referem ainda
outro exemplo: os estudos de Sadek & Allen-Hoffmann (1994), em queratinécitos
humanos, em que se observou a indugdo do CYP1A1, independente de ligando. O que
se sucede é que a libertacdo das células do seu substrato natural ou a quebra da
adesdo entre as células gera sinais celulares que conduzem a estimulagdo da expressao

do CYP1A1 (Kikuchi, et al., 1996).
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Em 1997, os estudos de Lindros, et al. (1997), demonstraram que a indugao dos
CYP1A1 pelo omeprazol ocorre na mesma regido hepatica onde o AhR se encontra
constitutivamente localizado, o que reforca a ideia de que o AhR estd envolvido no
processo de indugdo, apesar de este ndo envolver uma ligagdo direta ao recetor.

Os estudos de Dzeletovic, et al. (1997), por outro lado, vém levantar novas
duvidas ao anteriormente pensado. Os autores sugerem que a ativacao do AhR, pelo
omeprazol, é feita através do reconhecimento do LBD do recetor, pelo ligando, uma
vez que a ativacdo estd dependente de um residuo Valina, na posicdao 381 do LBD do
AhR, essencial na ligacdo dos agonistas. Para ativar o recetor, o OME depende da sua
abilidade em tornar-se um substrato de conformacgao planar, comum dos ligandos do
AhR, onde o grupo sulféxido do farmaco se mostra essencial (Dzeletovic, et al., 1997).

Ndo obstante e regressando a ideia inicial, no mesmo ano, os estudos de
Backlund, et al. (1997) voltam a confirmar o mecanismo indutério do OME via ativacao
do AhR, através da transducdo de sinais intracelulares e ndo a partir da ligacdo direta
ao recetor, nomeando as proteinas tirosina cinases como as principais e provaveis
responsaveis pela mediacdo da inducdo pelo OME, processo este que ndo é inibido
pelo antagonistas padrado do recetor, como é o caso da a-Naftoflavona (Kikuchi, et al.,
1998; Kikuchi & Hossain, 1999). No mesmo ano demonstra-se, a semelhanca, o
aumento da expressdao dos enzimas CYP3A, pela exposicdo ao OME (Backlund, et al.,
1997).

Voltam a surgir novas duvidas em 1999, quando Denison & Nagy (2003) verificam
competicdo na ligacdo ao AhR, por varios benzimidazois, incluindo o OME, fendmeno
este que contraria muitos dos estudos anteriormente observados.

J4 em 2004, Backlund & Ingelman-Sundberg (2004) identificam um novo residuo,
tirosina, presente no LBD do AhR, como critico na ativacdo deste recetor pelo OME,
mas ndo na ligacdo e ativacdo pela TCDD. No entanto, apesar de se compreender que
este local é essencial na ativacdo do AhR, ndo se entende, ao certo, as implicacgdes,
desta descoberta, no mecanismo indutério do OME. Ainda no mesmo ano, os estudos
de Lemaire, et al. (2004) voltam a considerar a inducao dos CYP1A, pelo OME como um
processo de ativagao indireta do AhR, mediado pela fosforilagdo por proteinas tirosina
cinases, mais concretamente pela tirosina cinase c-Src e que os autores comprovaram
através da adicao do inibidor especifico da c-Src tirosina cinase, herbimicina A (que
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apenas inibiu parcialmente a ativacao pelo 3MC e totalmente a pelo OME). Os autores
relembraram, ainda, que a fosforilagdo do AhR é essencial para que este recetor se
ligue ao DNA e que a reagao se verifica nos residuos de tirosina. Para além disso, foi
demonstrado que a proteina tirosina cinase c-Src esta fisicamente associada ao AhR
nos adipdcitos do porquinho-da-india e do ratinho. Segundo os autores, o mecanismo
pelo qual o OME se rege, a semelhanga de outros nao ligandos do AhR, inicia-se com a
ativacdo da c-src cinase, que leva a dissociacdo do seu complexo citosdlico com o AhR.
Esta dissociagcdo ativa indiretamente o recetor, que fica livre para mediar a ativagao
dos genes que regula (Lemaire, et al., 2004).

Estudos posteriores confirmam esta descoberta e elegem, novamente, as
proteinas tirosina cinase (PTKs — “Protein Tyrosine Kinases”) como os componentes
envolvidos na ativacao, indepente de ligando, do AhR, pelo omeprazol, em especial a
c-Src, apesar de ndo se descartar a hipdtese de existirem outras PTKs, adicionais,
envolvidas na sinalizacdo celular. Para além disso, identifica-se o residuo tirosina 320,
localizado no dominio PAS do LBD, como local de fosforilacao da proteina. As proteinas
cinases mostram-se, também, envolvidas no mecanismo, téxico, induzido pela TCDD.
De facto, tem sido demonstrado que o tratamento in vivo com a TCDD leva ao
aumento da atividade da maioria da proteinas cinases, em especial da c-Src, de um
modo dependente do AhR, que regula a sinalizacdo do recetor. A c-Src fosforila
diretamente o AhR, quer esteja presente, ou ndao, um ligando pelo que ambas as
ativacGes (dependentes (TCDD) e independentes (sinalizacdo pelo omeprazol) de um
agonista) sdo moduladas pela atividade desta proteina. No entanto, o contributo da c-
Src ndo é obrigatdéria no mecanismo de ativacdo do AhR, dependente de ligando. Na
verdade, a S-src é apenas crucial na ativacao do AhR, independente de ligando, como é
o caso do omeprazol (Backlund & Ingelman-Sundberd, 2005).

Sendo assim, em 2005, entende-se o mecanismo de ativacdo do AhR, pelo
omeprazol como uma interacdo inicial do farmaco com moléculas presentes na
superficie celular, que despoletam uma cascata de sinalizacdo, que envolve as tirosina
cinases e que leva a alteracbes conformacionais e consequente ativacdo do AhR.
Pensa-se que este evento envolve a fosforilagdo do dominio PAS da proteina, uma
regiao fundamental na modificagao do formato inativo da proteina, complexado com

as hsp90, no heterodimero AhR-ARNT ativo (Backlund & Ingelman-Sundberd, 2005).
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Em 2006, a ativacdao do AhR pelo omeprazol incide em duas hipdteses: ativagao
do AhR através de um processo independente de ligando, que envolve a sinalizagdo
por proteinas cinase; ou a possibilidade de um dos metabolitos do OME ser a espécie
ativa, que promove a ativagdao do AhR pelo processo padrao, que implica a ligagao de
um agonista (Dzeletovic, et al., 1997; Delescluse, Lemaire, Sousa, & Rahmani, 2000;
Gerbal-Chaloin, et al., 2006).

Hoje em dia, acredita-se que o OME promove a inducdo dos CYP1A através de 2
mecanismos e que compreende a ativacdao do AhR quer pela ligag¢do direta ao recetor,
ndo ao LBD mas sim a um local secunddrio da proteina, quer indiretamente, mediante
ativacao de proteinas tirosina cinases, que fosforilam o AhR (Coe, et al., 2006; Casarett

& Doull, 2008)

5.2 MECANISMO INDUTOR DO OMEPRAZOL

O omeprazol é responsavel pela inducdo, em todas as linhas celulares, dos

CYP1A1 e CYP1A2, no humano (Kikuchi, et al.,, 1995). De facto, estudos em seis
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Figura 5.2 —Modelo proposto como mecanismo geral de indu¢ao dos CYP1A.
Aquando da ativacdo do recetor, o complexo formado entre o AhR, hsp90 e outras
proteinas dissocia-se, libertando o AhR que, deste modo, dimeriza com o ARNT. O
heterodimero interage com o XRE, no ADN, com consequente transcricdo dos CYP1A e
outros genes regulados pelo AhR (Adaptado de Delescluse, et al., 2000).
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voluntarios humanos, verificam que a indu¢do mediada pelo omeprazol (20 mg/dia,
durante 10 dias) aumenta a atividade dos CYP1A duodenais de 19 para 167% (Kashfi, et
al., 1995). Em termos comparativos, se a taxa indutora dos CYP1A da TCDD, agonista
potente do AhR, representar os 100%, a indugao conseguida pelo omeprazol equivale
a 32% desse valor (Backlund, et al., 1999).

Como ja referido, o omeprazol ndo é o tipico agonista do AhR, uma vez que nao
se liga ao LBD do recetor. Na verdade, o OME ativa o AhR quer diretamente, através da
ligacdo a um local secunddrio do AhR, quer indiretamente, mediante ativagdo de uma
proteina tirosina cinase que fosforila o recetor (Coe, et al., 2006; Casarett & Doull,

2008). Apds a ativacdo do recetor, o
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também alguns dos metabolitos do  gjoyra 5.3 — Recrutamento das proteinas

omeprazol sio capazes de mediar a AhR e ARNT para indugdo dos CYP1Al,
mediada pelo omeprazol. Com a exposi¢ao
ao omeprazol, observa-se o aumento do
exemplo, ja demonstrou estimular os  recrutamento dos fatores AhR e ARNT,
envolvidos na transcricdo do CYP1A1l, gene
regulado pelo AhR, o que demonstra a

proteicos aumentados. Pelo contrario, inducdo deste enzima na presenca do
farmaco (Adaptado de Powis, et al., 2011).

inducdo dos CYP1A. O 5-OH OME, por

CYP1A1, que viram o0s seus niveis

o metabolito 5’-desmetil OME ndo o
faz. Por normal, os benzimidazois
substituidos com um grupo nucleofilico, tiol ou amina, na posicdo 2 sdo agonistas
ativos, enquanto que os metabolitos portadores de grupos metil ou hidroxil, nesta
posicdo, ndo o sdo, o que demonstra a importancia da posicdao 2, do benzimidazol, na
inducdo dos CYP1A.

Pensa-se que a grande maioria das diferencas individuais na inducdo dos CYP1A
esteja associada a polimorfirmos genéticos no gene AhR e XRE (Casarett & Doull,
2008). Como ja explicitado, o omeprazol ativa o AhR através da modulagdo do recetor

por proteinas cinases. A fosforilacdo de residuos tirosina, que altera a conformacdo do
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recetor, com consequente altera¢do da fungdo do mesmo, incluindo a sua ativagao e
ligacdo ao ADN, é essencial na modulagao do AhR. A variante Y320F previne a indugao
mediada pelo OME mas ndo pela TCDD. Também o residuo Y322 da proteina, é
importante na ativacao do recetor. Na ausencia deste local, a ativacao pela TCDD é
alterada e a pelo OME completamente inibida, o que prova a importancia deste
residuo na ativacdo do AhR, quer esta seja dependente, ou independente, de um
ligando (Powis, Celius, & Matthews, 2011).

Para além do OME, também os farmacos Lansoprazol, Oxfendazol, Albendazol,
Fenbendazol e Tiabendazol sdo responsavel pela inducdo dos CYP1Al1l e 1A2, cujo
mecanismo indutor é homdlogo verificado no OME (Lesca, et al., 1995; Daujat, et al.,
1996; Lindros, et al., 1997). Em termos de poténcia indutora, o OME é o farmaco mais
potente e o lansoprazol o menos potente. O tiabendazol, por sua vez, tem um efeito
intermédio (Kikuchi, et al., 1996).

A inducdo dos CYP1A, pelo omeprazol, ndo se verifica em todas as espécies. De
facto, as linhas celulares derivadas de murganhos n3ao s3ao passivas de serem
estimuladas pelo omeprazol. Verifica-se que a abilidade do AhR se ligar ao XRE difere
entre os hepatécitos humanos e as células homdlogas, no ratinho (Kikuchi, et al.,
1995). Também no coelho, se verifica a indu¢cdo dos CYP1A, pelo omeprazol, cujo
mecanismo se acredita ser homdlogo ao do humano (Lesca, et al., 1995). Conforme a
espécie, a sensibilidade a inducao, pelo omeprazol, varia. Os hepatdcitos humanos sdo
as células mais sensiveis a atuacdo do omeprazol, enquanto que as células do figado
do rato sdo as menos sensiveis. As do coelho, por sua vez, sdo de sensibilidade
intermédia. Devido a este facto, a espécie humana é a mais indicada na previsao dos

efeitos indutdérios do omeprazol (Shih, Pickwell, Guenette, Bilir, & Quattrochi, 1999).

5.3 PAPEL DO CYP3A4 NA REGULACAO DO AHR, PELO SULFURETO DE
OMEPRAZOL

O sulfureto de omeprazol é um dos metabolitos do OME, formado como produto
final da degradacdo da molécula ativa do OME, um derivado sulfenamida, através da
reducdo do grupo sulfoxido da molécula, principalmente, nas células parietais do
estbmago e sob condi¢des acidicas. Este metabolito funciona como antagonista do
AhR, ao contrario do omeprazol, por se ligar e estabilizar o recetor numa conformacao
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inativa. O sulfureto de omeprazol

inibe a ativacdo do AhR, para além
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Figura 5.4 — Mecanismo interativo entre o  €levada taxa metabdlica, tratados
PXR/CYP3A4 e o AhR. Na auséncia do
CYP3A4, o sulfureto de omeprazol
comporta-se como um antagonista do PXR, o sulfureto de omeprazol
recetor AhR. No entanto, em tecidos e
linhas celulares onde o CYP3A4 e PXR sdo
expressos, a adiccio de rifampicina, AhR. Para tentar perceber este
agonista do PXR, o CYP3A4 é induzido, o que
estimula a conversdo do sulfureto de
omeprazol no farmaco inicial, OME, ativador utlizaram um inibidor do PXR,
do AhR. Deste modo, a rifampicina detém
um importante papel no controlo da
expressdo do gene que é normalmente antagonista  do  sulfureto  de
induzido pelo AhR (Adapatado de Gerbal-
Chaloin, et al., 2006).

com rifampicina, um agonista do

comporta-se como um agonista do

mecanismo, 0s investigadores

cetoconazol, que restaurou o efeito

omeprazol, que volta novamente a
bloquear o AhR. O estudo comprova
gue o sulfureto de omeprazol (antagonista do AhR) é eficientemente convertido em
omeprazol (ativador do AhR) pelo enzima CYP3A4, um dos genes regulados pelo PXR,
em hepatdcitos, mas ndo em células menos diferenciadas, onde o PXR nao é expresso.
Sendo assim, espera-se que o sulfureto de omeprazol desempenhe diferentes papeis
(antagonista versus agonista do AhR) nos diferentes tecidos, dependendo da expressao
de ambos PXR e CYP3A4. O PXR e o CAR estdo presentes no figado, intestino delgado,
colon e rim, mas ndo sdo expressos (ou estdo presentes em baixas concentracdes)
noutros tecidos e linhas celulares, ao contrario do AhR, que é ubiquitario. Em
condicbes normais, o papel do sulfureto de omeprazol como antagonista é pouco
provavel. Na verdade, o que se espera é que o CYP3A4, enzima principal na
metabolizagao de farmacos, recicle eficientemente o sulfureto de omeprazol em OME

(Gerbal-Chaloin, et al., 2006).
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5.4 VANTAGENS DA UTILIZAGAO DO OMEPRAZOL COMO INDUTOR DOS
CYP1A

Sabe-se que os indutores padrdao dos CYP1A1 e CYP1A2, como a TCDD, o 3-MC e
a BNF estdo associados a diminui¢cdo dos niveis plasmaticos de bilirrubina e ao
aumento da excregao biliar dos seus metabolitos hidroxilados. De facto, varios estudos
evidenciam que ambos CYP1A1 e CYP1A2 podem estar envolvidos no catabolismo da
bilirrubina. Desde modo, é provavel que o OME possa ser uma efetiva mais valia no
tratamento seguro e nao téxico dos doentes com Sindrome de Crigler-Najjar Tipo |, ou
outro tipo de patologias associadas a ictericia (Kikuchi, et al., 1995).

Tem sido sugerido que o omeprazol atuenua o dano pulmonar provocado por
condicdes de hiperdxia (Shivanna, et al., 2011). Estudos indicam que o OME, através da
ativacdo do AhR, estimula os CYP1A1 pulmonar e CYP1A2 hepdtico, a, curiosamente,
destoxificar os peroxidos e hidroperodxidos lipidicos gerados por espécies reativas de
oxigénio. Por isso mesmo, os investigadores sugerem que OME possa ser uma mais
valia como farmaco adjunto no tratamento de patologias induzidas por condi¢des de
hiperéxia como a Displasia Broncopulmonar em bebés prematuros e Sindrome de
Stress Respiratério Agudo em criangas e adultos (Shivanna, et al., 2011).

O CYP1A2 catalisa a hidroxilacdo da aflatoxina B1, o que representa um
mecanismo eficiente na destoxificacdo desta substancia tdxica. A indu¢cdo dos CYP1A2
aumentaria a taxa metabdlica de destoxificacdo da aflatoxina B1, resultando numa
diminuicdo da capacidade carcinogénea do composto. Deste modo, o tratamento, a
longo-prazo, com o omeprazol pode fornecer um efeito protetivo contra a
carcinogénese induzida pela aflotoxina B1 em certos paises e regides onde o cancro do

figado induzido por este composto é um problema de saude publica (Ma & Lu, 2007).
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6. RISCO DA UTILIZAGAO DO OMEPRAZOL A LONGO PRAZO

A atividade da familia dos Citocromos P450 é de extrema significancia na
biotransformacdo dos mais diversificados substratos, quer estes sejam enddgenos ou
xenobidticos. O CYP1A, um dos muitos enzimas do grupo, encontra-se, entre outras
funcdes, responsavel pela catalisacdo de substancias nocivas, como é o caso das PAHs
e HCAs, presentes fumo do tabaco, carnes bem cozinhadas e alimentos processados. O
mecanismo biotransformador destes enzimas serve como passo inicial na conversao
destes substratos em epdxidos e outras espécies eletrofilicas, que formam adutos com
o ADN e outras macromoléculas enddgenas, o que resulta na concretizacdo de
fendmenos de elevada toxicidade. Algumas das exposi¢cdes a estes compostos estdo
inegavelmente associadas a variacdo da incidéncia tumoral em alguns individuos,
como é o caso dos fumadores, sujeitos a um maior risco de cancro do pulmao. Sendo
assim, a bioativacdo, em metabolitos toxicos, levada a cabo pelos CYP1A, constitui um
passo critico na suscetibilidade ao cancro humano (Harvey, et al., 2000; Lemaire, et al.,
2004; Ma & Lu, 2007).

Dada a sua contribuicdo na execucdo de processos de claro envolvimento
carcinogénico, espera-se que a inducao destes enzimas tenha consequéncias nefastas
em humanos expostos a altas concentracdes de muitos dos substratos exdégenos dos
CYP1A. Na verdade, estudos, em animais, demonstram que o0s organismos que
carecem do xenosensor AhR, mediador na inducdo dos CYP1A, estdo protegidos do
dano e teratogenicidade provocados pela TCDD e BaP, o que comprova o poder do
AhR na determinacdo do cancro humano (Coe, et al., 2006).

Por tudo o anteriormente referido, as implicacdes da inducdo destes enzimas na
avaliacdo do risco humano tem sido, e continua a ser, uma constante fonte de
preocupacdo e interesse na comunidade cientifica (McDonnell, et al., 1992, Kawajiri, et
al., 1995a; Gerbal-Chaloin, et al., 2006; Ma & Lu, 2007).

O OME é um conhecido indutor dos CYP1A. No entanto, é, também, um dos 10
farmacos mais prescritos do mundo (Chen, et al., 2003). Sendo assim, é-nos impossivel
ignorar a hipdétese de que a toma do omeprazol, nas propor¢ées em que se processa,
aliada a exorbitancia de substratos nocivos, ativados pelos CYP1A, a que estamos
inevitavelmente expostos, quer direta ou indiretamente, diariamente, se possa tornar
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um fendmeno de grave deteriora¢dao da saude publica, mundial. No entanto, tal como
foi anteriormente relatado, o OME ndo é o tipico ligando do AhR, nem desencadeia,
inclusive, o0 mesmo mecanismo indutor que os agonistas padrao dos CYP1A. Na
verdade, estudos indicam que a indugdo dos CYP1A1, mediada pelo OME, requer cerca
de 12 horas, apds a exposicao ao farmaco, fendmeno consideravelmente mais lento,
em comparagdo com outros indutores, como o BaP, do enzima (Shiizaki, et al., 2008), o
gue pode, provavelmente, indicar, a semelhanca, consequéncias da inducdo, pelo
OMIE, dispares das que ocorrem na indugao padrdo e toxica, pelos PAHs, HCAs e outros
compostos.

Mesmo assim, apesar de se considerar o omeprazol um farmaco seguro (Kikuchi, et
al., 1995) e ndo haver qualquer evidéncia, laboratoratorial ou real, da capacidade
genotodxica deste PPI, continua-se a especular a possibilidade de a terapéutica com
este farmaco colocar os seres humanos, tratados com PPIs, numa situa¢do de risco
acrescido a toxicidade e carcinogénese, mediadas pelos mais variados ligandos do AhR
(Petersen, 1995; Shiizaki, et al., 2008).

Os estudos sdo escassos e os resultados concretos de que gostariamos de estar
cientes, ainda estdo por vir. Nao obstante, ja comeca a parecer ser possivel desvendar

o final desta historia.

6.1. A TERAPEUTICA COM O OMEPRAZOL E A VARIABILIDADE
INTERINDIVIDUAL

A inducdo pelo OME pode, como qualquer outra, exibir uma elevada
variabilidade interindividual (Ma & Lu, 2007). Desde modo, os diferentes fendtipos
individuais podem implicar diferentes consequéncias na exposicao ao OME.

Apesar de Buchtal, Grund, et al. (1995) demonstrar, em estudos efetuados em
biopsias duodenais, em humanos, que a exposicdo ao omeprazol, em doses
terapéuticas (20-60 mg/dia), durante pelo menos 1 semana, conduz a induc¢do dos
enzimas CYP1A, nas amostra analisadas, pensa-se de que a varibilidade metabdlica,
individual, esta altamente relacionada com a capacidade indutora do omeprazol. De
facto, diferencas na taxa de hidroxilagdo do OME, pelo CYP2C19, entre os individuos
PM e EM, que resulta em diferentes concentracdes de OME disponiveis para induzir os
CYP1A (Tang, et al., 2005), afeta o efeito indutor do omeprazol. Em concentragdes
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terapéuticas (40 mg), o omeprazol nao demonstra induzir os CYP1A2, em
metabolizadores rapidos. Nestes individuos, EM, seria necessaria uma dose de 120 mg
de OME para se conseguir verificar inducdo. Por outro lado, nos individuos PM, os 40
mg de OME sao suficientes para se observar indu¢do do CYP1A2. Pelo presente estudo,
parece-me apropriado deduzir que, notoriamente, as variacdes individuais na taxa
metabdlica do OME, que afetam a concentragdo intracelular do agonista, contribuem
para a variabilidade na inducdo dos CYP1A (Rost, et al., 1992; Rost, et al., 1994; Ma &
Lu, 2007).

Também os polimorfismos no AhR fazem variar a capacidade indutora do OME. A
variante Y320F, no AhR, por exemplo, é resistente a ativacdao pelo OME, mas ndo pela
TCDD. Consequentemente, é provavel que o residuo tirosina 320 seja importante na
ativacdo do AhR, pelo OME (Koyano, et al., 2005).

As variantes K401R e N487D, por sua vez, mostraram diminuir a ativa¢cao do AhR,
dependente e independente de ligando (Yueh, et al., 2005). Assim, é provavel que, nos
individuos portadores deste polimorfismo, a inducao pelo OME esteja dificultada e por

isso, também, a expressdo dos enzimas regulados CYP1A1 e CYP1A2 esteja diminuida.

6.2. A TERAPEUTICA COM O OMEPRAZOL VERSUS ESTILOS DE VIDA

Questiona-se se o consumo de omeprazol, associado a comportamentos de risco
gue tenham influéncia nos niveis enzimaticos dos CYP1A, como fumar ou consumir
alimentos processados e bem cozinhados, possa constituir um risco adicional na vida
dos milhares de pessoas as quais o medicamento esta prescrito. Até a data, e ao
contrdrio dos ativadores tipicos do AhR, o omeprazol nao evidencia qualquer atividade
carcinogénea (Shiizaki, et al., 2008).

As carnes grelhadas e os alimentos processados sdo dois bons exemplos no que
concerne a exposicdo as aminas heterociclicas e aromaticas. Apesar de ainda ndo
evidenciado, é possivel que a ativacdo destes metabolitos, pelos CYP1A2 intestinais e
hepaticos, aliada a inducdo que os proéprios substratos mediam e a adicionada na
terapéutica concomitante com o omeprazol, inclua um cendrio de maior
suscetibilidade ao cancro intestinal e coloretal, consequéncia da mais extensa

bioativacdo destes compostos, no fendmeno de primeira passagem realizado no
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intestino, pelos CYP1A2, com consequentes danos genéticos, maioritariamente

irreversiveis (Yueh, et al., 2005).

O AhR influencia a ativacdo dos componentes do fumo do tabaco, como o BaP. A

inducdo do CYP1A1, pelo OME, em individuos fumadores, pode aumentar a incidéncia
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Figura 6.1 — Inibicdo dos Citocromos P450
1A1, 1A2 e 3A4 humanos, pelo omeprazol,
em individuos expostos ao BaP. A atividade
dos CYP 1Al (A) 1A2 (B) e 3A4 (C) foi
diminuida com o aumento da concentragdo
do farmaco omeprazol (Adaptado de Shiizaki,

et al., 2008).
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de cancro do pulmao, consequéncia
do aumento da ativacdo metabdlica
de PAHSs, pelo CYP1Al. Espera-se que
os individuos com um fendtipo PM
para o CYP2C19, comparativamente
aos EM, estejam em risco superior de
cancro do pulmdo, uma vez que
estardo sujeitos a uma maior
concentracao de metabolitos
carcinogéneos do tabaco, devido a
maior  concentracdo de OME
disponivel para induzir os CYP1A, via
AhR (Ma & Lu, 2007).

A exposicdo ao fumo do tabaco,
simultanea a toma de omeprazol,
estimula, a semelhanca, o CYP1Al
intestinal, fendmeno este que ja foi
verificado em biopsias duodenais de
individuos fumadores e doentes
tratados com omeprazol. No entanto,
o significado clinico encontra-se,
ainda, por interpretar (Kohle & Bock,
20009).

Dado os resultados obtidos,
também os estudos de Shiizaki, et al.
(2008) pretenderam estudaram os

efeitos da exposicdo concomitante
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ao BaP e omeprazol, em células humanas e em ratinhos, de modo a investigar o
possivel efeito sinérgico dos dois componentes. No entanto, e ao contrario de todas as
previsdes, a citotoxicidade do BaP foi inibida pela exposicdo ao omeprazol, cujo efeito
foi dependente da dose. O OME ndo alterou os niveis de mARN CYP1lAl e
consequentes niveis proteicos do enzima, induzidos pelo BaP. Na verdade, o que os
investigadores demonstraram foi uma inibicdo da atividade enzimatica do CYP1A1l,
pelo OME (figura 6.1), que funcionou como um inibidor competitivo deste enzima. Por
isso mesmo, concluiram que o efeito do OME, sobre o CYP1Al, envolveu nado a
inducdo, através da ativacdo do AhR, mas sim a inibicdo do enzima e que o o efeito
protetor que o OME desenvolveu contra o BaP depende deste quimico téxico.

Como comprovado, todas as op¢des estdo, ainda, em aberto no que concerne ao
papel do omeprazol em fenédmenos relacionados com o comportamento humano,
nomeadamente com os estilos de vida cultural e alimentar, individuais. Mesmo assim,
a verdade é que, apesar de se verificar, ou ndo, inducdo dos CYP1A, pelo OME, quer na
presenca, ou ndo, de outros agonistas do AhR, ainda n3o se demonstrou qual o
impacto real que todo esse processo implica. Assim sendo, enquanto esperamos por
novos desenvolvimentos e tendo em conta o que se sabe, atualmente, a terapéutica
com o omeprazol durante um espaco de tempo prolongado, particularmente se aliada
a uma alimentac¢do proteica e a habitos tabagicos regulares, deve ser devidamente
considerada e ponderada de modo a que o que impere seja uma razdo beneficio/risco

favoravel.

6.3. A TERAPEUTICA COM O OMEPRAZOL — PERSPETIVAS DE ESTUDOS
FUTUROS

Como verificado, a atuacdo do OME, sob fendmenos de conhecida toxicidade
ainda ndo foi completamente desvendada (Shiizaki, et al., 2008). Em novos estudos, ha
ainda muitos viés a contabilizar, os quais se devem adaptar a verdadeira realidade dos
individuos tratados com PPlIs.

A terapéutica com o omeprazol é, por norma, de longo prazo, permanecendo,
em muitos casos, até ao fim da vida dos individuos. Na maior parte dos estudos, até a
data, efetuados, encontramos maioritariamente experiéncias cuja terapéutica das

populacdes estudadas é de curto/médio prazo, o que ndo coincide com a realidade da
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populacdo que se pretende estudar e que estard, possivelmente, em risco. Para além
disso, verifica-se uma utilizagdo extensiva destes farmacos em doentes polimedicados,
normalmente como forma de prevenir complicacdes gastrointestinais que possam
advir da toma de terapéuticas simultaneas. Note-se, ainda, que ha, hoje em dia, uma
grande prevaléncia de patologias gastrointestinais nos paises industrializados,
associado a um elevado consumo de PPIs, consequéncia dos maus habitos alimentares
e comportamentais da populacdo. A crescente prescricdo de farmacos
benzimidazodlicos, inibidores da ATPase, devera ser considerada com atencdo,
prescricdo esta que ird, muito provavelmente, continuar a aumentar, dado o
acentuado envelhecimento da populagao e alteracao de estilo de vida, que privilegia
habitos alimentares duvidosos, para além da crescente preocupacdo da comunidade
médica na prevencdo de doencas gastrointestinais, a custa de substancias
farmacoldgicas que deveriam, no meu ponto de vista, ser utilizadas, apenas, em
patologias agudas ou, se profilaticamente, exclusivamente em situacdes de esclarecida
e fundamentada justificacdo clinica.

Outro dos fendmenos a ponderar incluir nos estudos futuros é a composicao do
ar respirado. A poluicdo atmosférica é um fendmeno inevitavel, num mundo em
constante desenvolvimento industrial e apesar de se unirem esforcos no combate a
estes quimicos, a verdade é estamos, nos dias de hoje, expostos a quimicos
inacreditavelmente toxicos e nocivos, muitos deles associados a fendmenos de
indugdo e ativacdo pelos CYP1A. A semelhanga, o papel dos constituintes do fumo do
tabaco deve continuar a ser estudado ativamente.

Também a variabilidade étnica, na inducdo pelo OME, deve ser devidamente
testada e estudada. Como ja descrito, toda a diversidade genética contribui para
diferentes resultados finais, em qualquer processo metabdlico, quer esta esteja
implicada na variabilidade dos enzimas metabolizadores, dos enzimas induzidos, dos
recetores, ou mesmo das proteinas acessodrias.

Por tudo isto, ndo esquecendo que os PPl sao dos farmacos mais prescritos do
mundo e enquanto se mantiver a possibilidade de o OME poder agravar os efeitos de
quimicos cancerigenos, através da ja muito comprovada indugdao que este farmaco
exerce sobre os CYP1A, novos estudos toxicoepidemioldgicos devem continuar a ser
desenvolvidos e financiados.
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7. CONCLUSAO

O omeprazol é, do ponto de vista farmacolégico, um farmaco ideal. Para além de
ser altamente seletivo, por se concentrar e ativar apenas no local onde é pretendido
realizar o seu efeito farmacolégico, desfruta de um comportamento cinético que é
altamente benéfico para o organismo humano e que impede a maioria das interacdes
e efeitos secundarios que frequentemente encontramos nas terapias medicamentosas
com outros farmacos. O OME é considerado um dos farmacos mais seguros do mundo
e encontra-se, atualmente, entre os primeiros 10 fdrmacos mais prescritos, a nivel
mundial. Posto isto, o omeprazol tinha tudo, absolutamente tudo, para ser promissor,
para ser o farmaco perfeito. Infelizmente, muitas vezes quando avaliamos um
medicamento, vemos uma molécula com um trajeto delimitado, com determinadas
caracteristicas cinéticas e dinamicas. Na verdade, tantas vezes nos esquecemos de
realmente olhar e ver o organismo como um todo e, pior, ignoramos onde tudo
comeca: nos genes. Como futura profissional de saude, tenho plena consciéncia de que
€ raro passar-nos pela mente, quando estamos a dispensar ou aconselhar um
medicamento, o que vai acontecer farmacogenéticamente com aquele farmaco. Sem
duvida que avaliamos as potenciais interagdes com outros medicamentos, ou mesmo a
possibilidade de uma contra-indicacdo no doente a nossa frente mas, na verdade, ndo
me lembro de uma Unica vez em que nos meus estagios curriculares tenha parado para
pensar em genética.

O omeprazol foi o primeiro farmaco a ser identificado, em 1990, como indutor dos
CYP1A (Diaz, et al., 1990). Estudos indicam que, no figado humano, este medicamento
pode levar a aumentos 2 a 50 vezes na concentracdo destes enzimas (Ma & Lu, 2007).
Como muito discutido atualmente, os CYP1A detém um papel crucial na suscetibilidade
ao cancro, na medida em que sdo os enzimas responsaveis pela geracao de substancias
de comprovada capacidade maligna, a partir de substratos como os PAHs, HCAs,
PHAHs e as aminas aromaticas a que diariamente nos sujeitamos, ou estamos
expostos. Apesar de o OME ser um comprovado ativador do AhR, ainda ndo ha
gualquer evidéncia experimental reportada que comprove um efeito carcinogéneo,

direto ou indireto, do farmaco. No entanto, a possibilidade de que o OME agrava o
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efeito de pré-carcinogéneos, através da indu¢ao dos CYP1A, ainda permanece (Shiizaki,
etal., 2008).

Penso que devem ser muito poucos aqueles que, em idade adulta, nunca foram
submetidos ao efeitos terapéuticos do OME. Atualmente, o omeprazol e os seus
homoélogos PPIs melhoram a qualidade de vida dos milhdes de pessoas que sofrem de
patologias gastrointestinais, cada vez mais prevalentes na nossa sociedade. Nao
obstante, sejamos sinceros, ndo sdo apenas os doentes que sofrem de patologias
gastrointestinais que sdao medicados com omeprazol. Cada vez mais, os inibidores da
bomba de protdes sdo utilizados como matéria profildtica, nomeadamente em
doentes polimedicados e hospitalizados. N3o estou com isto, no entanto, a
desencorajar a terapéutica com o omeprazol, nestes doentes. Acredito que,
principalmente nos doentes polimedicados, o individuo tratado com omeprazol
desfruta de uma mais-valia, profildtica, superior ao risco de qualquer uma das
possiveis e remotas desvantagens que o OME pode promover. Nao obstante, sinto que
o facto de o omeprazol ser tao conhecido como indcuo, levou a que a prescri¢ao, deste
medicamento, deixasse de ser, muitas vezes, verdadeiramente fundamentada. Apesar
de todas as potencialidades que o OME apresenta, numa nos podemos esquecer de
gue se trata de um medicamento, como outro qualquer, do qual ndo sabemos tudo e
de que a exposicao a um farmaco deve ser sempre com “conta, peso e medida”.

Posto tudo isto, a ideia de que o OME pode, eventualmente, levar a qualquer
fenédmeno toxicoldgico e, ou, cancerigeno é assustadora. No entanto, até a data, ainda
ndo ha quaisquer indicios de que aquilo que se desconfiava possa constituir a
realidade. Ndo obstante, existem alguns fendmenos que é necessario salientar. A
variabilidade na metabolizacdo do omeprazol é uma das razdes para as diferencas na
concentracdo plasmatica do farmaco. Nos individuos PM para o CYP2C19, existe uma
maior concentracdo de farmaco disponivel para induzir os CYP1A e ja se demonstrou,
gue na exposicdo a concentracdes terapéuticas de omeprazol, estes individuos
experimentam ativacdo do AhR e consequente transcricdo dos enzimas CYP1A (Rost, et
al., 1992; Rost, et al., 1994; Ma & Lu, 2007). Os Orientais, apresentam frequentemente
um fendtipo CYP2C19 lento, pelo que a terapéutica com o omeprazol, nestes
individuos, deve ter este facto em conta (Desta, et al., 2002). Outro dos pormenores a
ter em atengdo é o caso dos fumadores, uma vez que existe uma exposi¢do constante
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aos substratos pré-mutagénicos do tabaco, que sdo ativados pelos enzimas que o
omeprazol estara a estimular. Também os individuos que desfrutam de uma dieta rica
em alimentos, nomeadamente a carne, bem cozinhados, ou alimentos processados,
estdao em potencial risco.

Finalmente, importa, também, referir que o omeprazol tem um tempo de semi-vida
muito curto, cerca de 1 hora, o que diminui o tempo disponivel para ativar o AhR e
induzir os CYP1A. Nado obstante, existe a possibilidade de os individuos que
apresentam uma expressdo do PXR/CYP3A4 aumentada, tenham a capacidade de
reciclar ativamente as moléculas de sulfureto de OME , novamente em omeprazol,
renovando e aumentado o tempo em que este Ultimo se encontra disponivel, na
circulacdo, para se dirigir as células.

Apesar de tudo, penso que podemos todos descansar ao saber que, apesar das
desconfiangas, nunca se observou qualquer efeito genotdxico no tratamento com o
OME. No entanto, acredito que, bem no fundo da consciéncia de cada leitor deste
texto e tendo em conta toda a evidéncia apresentada, esta possibilidade, apesar de

diminuta, ainda permanece presente.
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