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RESUMO

A Ulcera péptica (UP) é uma doengca comum do trato gastrointestinal que afeta até
20% da populacdo mundial. Seu tratamento continua desafiador devido a eficacia
limitada e aos graves efeitos adversos dos medicamentos disponiveis atualmente.
Considerando os altos custos e a velocidade de desenvolvimento de novos
medicamentos o reposicionamento de farmacos, que consiste na utilizacdo de
farmacos j4 estabelecidos para o tratamento de outras doencas, tem sido uma
alternativa para acelerar o processo de validacdo de novas terapias. Buscando
fornecer alternativas de farmacos para o tratamento de UP, o desenvolvimento deste
trabalho avaliou os efeitos gastroprotetores do montelucaste (MKT). A metodologia
abordou: a) modelo de inducdo de lesdo géstrica aguda por etanol; b) modelo de
inducado de lesdo gastrica aguda por droga anti-inflamatéria ndo esteroidal (DAINE);
c) determinacdo dos mecanismos antioxidantes através do bloqueio dos compostos
sulfidrilicos (SH) na mucosa gastrica. Neste estudo o MTK inibiu, de forma
estatisticamente significativa, nos modelos de les6es induzidas, na dose de 15 mg/kg.
Na presenca de um bloqueador dos SH, o MTK perdeu a sua gastroprotecéo,
indicando assim, que o seu efeito protetor da mucosa € dependente da integridade
dos SH. O etanol e DAINE induziram danos gastricos e o MTK neutralizou as lesbes
gastricas, provavelmente por seus efeitos antioxidante, anti-inflamatério e inibidor da
ativacao de neutrofilos.

Palavras-chave: montelucaste, Ulcera péptica, infiltracdo de neutrdfilos,

reposicionamento de farmacos.



ABSTRACT

Peptic ulcer (PU) is a common disease of the gastrointestinal tract that affects up to
20% of the world's population. Its treatment remains challenging due to the limited
effectiveness and serious side effects of currently available drugs. Considering the
high costs and speed of new drug development, drug repositioning, which consists of
using already established drugs to treat other diseases, has been an alternative to
accelerate the process of validating new therapies. Seeking to provide alternative
drugs for the treatment of PU, the development of this study evaluated the
gastroprotective effects of montelukast (MKT). The methodology will cover a) model of
induction of acute gastric injury by ethanol; b) a model of induction of acute gastric
injury by the non-steroidal anti-inflammatory drug (NSAID); c) the determination of
antioxidant mechanisms by blocking sulfhydryl compounds (HS) in the gastric mucosa.
In this study, MTK inhibited statistically significantly in the induced injury models at a
dose of 15 mg/kg. In the presence of an HS blocker, MTK lost its gastroprotection, thus
indicating that its mucosal protective effect is dependent on HS integrity. Ethanol and
NSAID induced gastric damage and MTK neutralized the gastric lesions, probably by
its effects antioxidant, anti-inflammatory, and inhibitor of neutrophil activation.

Keywords: montelukast, peptic ulcer, neutrophil infiltration, drug repositioning.
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SOD = superoxido dismutase

VEGF = fator de crescimento endotelial vascular
v.0. = via oral

V.S. = via subcutanea
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1 INTRODUCAO

1.1 Ulceras pépticas

As Ulceras pépticas (UP) abrangem tanto as Ulceras gastricas, quanto as
Ulceras duodenais (MALFERTHEINER et al., 2009); a cada ano a doenca ulcerosa
péptica afeta 4 milhdes de pessoas no mundo (ZELICKSON et al., 2011). Ela continua
a ser uma das principais causas de morbidade e, em alguns casos, € uma causa
subjacente da mortalidade por complicacdes posteriores, tais como perfuracdo ou
sangramento (BARKUN & LEONTIADIS, 2010). As UP séo locais de danos na parede
de 6rgdos do trato gastrointestinal, acometendo frequentemente o estbmago e o
duodeno (ARAUJO et al., 2011).

A incidéncia da UP pode estar associada a fatores agressivos exdgenos, como
infeccdo por Helicobacter pylori, exposicdo da mucosa ao etanol, estresse ambiental,
tabagismo, deficiéncias nutricionais e o uso frequente e indiscriminado de drogas anti-
inflamatorios ndo esteroidais (DAINES) (SHAKER et al., 2010; ARAUJO et al., 2011,
LUIZ-FERREIRA et al., 2012). Tais agressdes podem causar um desequilibrio nos
fatores enddgenos, aumentando assim os niveis de &cido cloridrico e a secrecao de
pepsina com a consequente reducdo das secrecdes de muco e bicarbonato além da
diminuicao do fluxo sanguineo local (MOTA et al., 2009; ARAUJO et al., 2011; LUIZ-
FERREIRA et al., 2012; FARZAEI et al., 2015).

Embora a etiologia da UP seja multifatorial, as espécies reativas de oxigénio
(ROS) desempenham um papel relevante na patogénese dessa doenca. Estudos
realizados em animais e humanos mostram um desequilibrio de enzimas chave no
controle do estresse oxidativo na UP (DE-FARIA et al.,, 2012; KANGWAN, 2014;
PEREZ et al., 2017). O trato gastrointestinal (Gl) é uma importante fonte de ROS.
Varios séo os fatores que contribuem para o acumulo de ROS no estdbmago. Niveis
reduzidos de enzima antioxidante superoxido dismutase (SOD), por exemplo,
contribuem para o acumulo de ROS associadas a doencgas inflamatodrias
gastroduodenais (O'CONNOR et al., 1989; NAITO et al., 1992). Aditivamente, na UP
causada pela infeccdo de H. pylori, numeros significativos de neutrofilos e/ou
macrofagos infiltrados na mucosa gastrica sédo as principais fontes de ROS gerando
grandes quantidades de ROS (HERNANDEZ-MUNOZ et al., 2000).
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Por fim, a lesdo isquémica, outra causa de UP, envolve a participacdo de
radicais livres como radical superoxido (O2-), peroxido de hidrogénio (H20:2) e radical
hidroxila (HO") (MILLER, 1987). A isquemia seguida de reperfuséo (I/R), caracterizada
pela restricdo do suprimento sanguineo para um 0rgéo seguida pela restauracdo do
fluxo sanguineo e oxigenacao, resulta em elevados niveis de ROS; a interrup¢éo da
homeostase celular normal por sinalizacdo redox contribui para doencas em
praticamente todos os 6rgdos, incluindo o desenvolvimento de UP
(BHATTACHARYYA et al., 2014; GRANGER e KVIETYS, 2015).

As ROS produzidas pelo processo de I/R reagem diretamente com acidos
graxos poli-insaturados das membranas celulares, degradando proteinas estruturais
e de membrana produzindo malondialdeido (MDA) um importante biomarcador do
estresse oxidativo e liberando a mieloperoxidase (MPO), enzima que catalisa a
formacao de ROS (MATTHIJSEN et al., 2007; VAIJDOVICH, 2008).

Na manifestacdo clinica classica da I/R a oclusdo do vaso sanguineo resulta
em um grave desequilibrio entre oferta e demanda de nutrientes causando hipoxia
tecidual (ELTZSCHIG E ECKLE, 2011). O processo de I/R também esta associado a
uma alta taxa de mortalidade durante choque hemorragico, hemorragia na UP, ruptura
vascular e doenca gastrointestinal isquémica (LI et al., 2009).

Atualmente, os tratamentos da UP incluem a deteccdo e erradicacdo da
infeccdo por H. pylori e/ou a administracdo de terapia antissecretoéria (bloqueadores
do receptor Hz da histamina e inibidores da bomba de prétons). No entanto, esse
manejo atual promove alta incidéncia de efeitos adversos, como inibicdo da absorcao
da vitamina B12 e interacdes medicamentosas devido a inibicdo do CYP450 (NAJM,
2011). Ja os tratamentos para lesdes causadas por I/R sdo muito limitados ou
ausentes (GRANGER E KVIETYS, 2015).

Diante dos efeitos adversos acima expostos e a inexisténcia de um tratamento
100% eficaz para a UP, a busca ativa por medicamentos antitlcera com maior eficacia

e menos efeitos adversos se faz necessaria.

1.2 Reposicionamento de farmacos

Uma alternativa que tem surgido para acelerar o processo de validagéo de

novas terapias € o reposicionamento de farmacos. Esse conceito consiste na
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utilizacéo de farmacos ja estabelecidos para o tratamento de outras doencas (CHA et
al., 2018). Esse processo visa principalmente a reducéo de custos e a velocidade de
desenvolvimento para a validacdo de um novo medicamento (CHONG, 2007; GUIDO
et al., 2008; PUSHPAKOM et al., 2019).

O desenvolvimento e validagdo de um novo farmaco € um processo demorado,
oneroso e altamente burocratico. Além disso, 0 sucesso de sua producao final ndo é
garantido (GUIDO et al., 2008). Para ocorrer a introducdo de um novo medicamento
no mercado, diversas etapas séo requeridas. De uma maneira geral, 0 processo se
divide em quatro estagios principais: a descoberta de um novo composto (ou
molécula), testes pré-clinicos, ensaios clinicos e finalmente a revisdo por uma agéncia
regulatoria (PUSHPAKOM et al., 2019). Todas estas etapas para atingir 0 processo
completo da descoberta até a aplicacdo clinica pode levar em média 15 anos e a
validacao geralmente sé € obtida por um sistema de patentes (SERAFINI et al., 2021).

Segundo dados da Pharmaceutical Research and Manufacturers of America
(PhRMA), apenas cinco a cada 10.000 novas entidades quimicas identificadas
conseguem transpor com sucesso esses dois primeiros estagios (KAITIN, 2009). Toda
essa problematica, tem impulsionado a industria farmacéutica a explorar diferentes
estratégias para o desenvolvimento de novos farmacos e novas aplicabilidades de

farmacos ja existentes.

1.3 Montelucaste

O montelucaste (MTK) € um medicamento aprovado no Brasil pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), nos Estados Unidos pela Food and Drug
Administration (FDA) para o tratamento da asma cronica, além da profilaxia e da
prevencao da broncoconstrigdo induzida pelo exercicio (SUN et al., 2019; ARNOLD et
al., 2020; MESHRAM et al., 2020). Embora sua indicacao clinica seja para a profilaxia
e para o tratamento de pacientes com asma, estudos clinicos relatam sua eficacia na
prevencéao da dor, sindrome nefrotica e eczema (ZEDAN et al., 2016; FERGUSON et
al., 2018; KAWAI et al., 2019; FIELD et al., 2020).

O MTK é um antagonista seletivo do receptor D4 do leucotrieno (LT) que
interfere diretamente na producédo de leucotrienos (LT) (ZHAO et al., 2011; WANG et
al., 2020; TESFAYE et al., 2021). Os leucotrienos LTC4, LTD4, LTE4, denominados
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coletivamente leucotrienos cisteinicos (CysLTs), séo lipidios conjugados com
peptideos que sdo produtos de eosindfilos, basofilos, mastocitos e macrofagos
ativados sendo classificados de acordo com suas estruturas quimicas e atividades
biol6gicas (KANOAKA & BOYCE, 2004; SASAKI & YOKOMIZO, 2019). CysLTs sao
derivados do &cido araquidbnico que s&o sintetizados e liberados por imundcitos na
mucosa respiratéria em resposta a presenca de um alérgeno (NAYAK & LANGDON,
2007; BENNINGER & WATERS, 2009). Por exemplo, o LTB4 é conhecido como um
potente mediador quimioatraente da inflamagé&o; estimula a quimiotaxia e aderéncia
de neutréfilos as células endoteliais (AL-AZZAM & ELSALEM, 2020). Os CysLTs
também estdo intimamente envolvidos nas alteracbes na vasculatura, o LTC4 e o
LTD4 podem promover vasoconstricdo (AL-AZZAM & ELSALEM, 2020).

Foi demonstrado que a infiltracdo de neutréfilos nos tecidos da mucosa gastrica
€ um processo critico na patogénese de uma variedade de UP. Foi observado que os
neutréfilos produzem ROS durante a UP ou condi¢cdes inflamatérias por meio do
aumento da infiltracdo de neutrdfilos nos tecidos (KWIECIEN et al. 2002). Um ensaio
de mieloperoxidase (MPO) tem sido amplamente utilizado como um indice de
infiltracdo de neutréfilos em varias lesdes gastricas (TAKEUCHI et al., 1998;
MIZOGUCHII et al., 2001).

O MTK é rapidamente absorvido apds a administracdo atingindo o pico de
concentracdo plasmatica em 3 a 4 horas com uma biodisponibilidade média de 64%
apos a administracdo oral (BENNINGER & WATERS, 2009).

ApoOs a ingestdo, mais de 99% do MTK estao ligados as proteinas plasmaticas
com distribuicdo minima através da barreira hematoencefalica. O metabolismo ocorre
via citocromos P450, com potente inibicdo realizada pelo citocromo P4502C8
(CYP2CB8). A excrecao ocorre quase exclusivamente na bile com meia-vida de 2,7 a
5,5 horas em adultos saudaveis (LAGOS & MARSHALL, 2007).

O MTK é bem tolerado com um perfil de seguranca semelhante nas populac¢des
adulta e pediatrica. Estudos de seguranca e efeitos adversos demonstraram nenhuma
diferenca clinica ou laboratorial no quesito efeitos adversos quando comparados ao
grupo placebo (LAGOS & MARSHALL, 2007; NAYAK & LANGDON, 2007). Os efeitos
adversos foram descritos como leves e mais frequentemente incluem dor de cabeca,
fadiga, faringite, infeccéo do trato respiratdrio superior, erupcao cutdnea e disturbios

gastrointestinais como, nauseas, vOmitos, dispepsia e diarreia (DEMPSEY, 2000;
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LAGOS & MARSHALL, 2007; NAYAK & LANGDON, 2007). A despeito dos disturbios
gastrointestinais citados, seu mecanismo fisioldgico ndo esta envolvido nas vias proé-
inflamatorias, na qual € o interesse deste estudo, mas sim de estimulos eméticos
desencadeados em visceras abdominais e transmitidos através de vias aferentes
vagais e simpéticos (CARVALHO et al., 1999).

Assim, diante do exposto, o objetivo do presente estudo sera investigar 0s
efeitos gastroprotetores do MTK (Fig. 1) contra as lesdes gastrica induzida por etanol
e indometacina em camundongos e determinar a relagdo entre esse mecanismo

gastroprotetor e os grupamentos sulfidrilas nos tecidos gastricos.

Figura 1 - Estrutura quimica do MTK

Fonte: Bulario Eletrdnico — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar os possiveis efeitos gastroprotetores do MTK contra as lesbes
gastricas induzidas por diferentes agentes em ratos e determinar os mecanismos de

acao envolvidos.

2.2 Objetivos Especificos

- Elucidar a atividade anti-ulcerogénica do MTK no modelo experimental de
Ulcera induzida por etanol;

- Elucidar a atividade anti-ulcerogénica do MTK no modelo experimental de
Ulcera induzida por indometacina (DAINE);

- Avaliar os mecanismos protetores da mucosa gastrica no modelo experimental

por meio de um bloqueador dos compostos com G-SH na gastroprotecéo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Drogas

As drogas utilizadas foram o montelucaste (Geolab, Brasil), etanol absoluto
(Merk, Alemanha), cimetidina, carbenoxolona, indometacina, N-ethylmaleimide
(Sigma Aldrich, USA). Todos os reagentes tinham grau elevado de pureza. As drogas
sélidas foram dissolvidas em solucao salina a 0,9% ou solucdo de bicarbonato de

sédio a 5%, preparadas imediatamente antes da utilizacao.

3.2 Animais

Para a avaliar a atividade gastroprotetora nos diferentes modelos de ulcera,
foram utilizadas fémeas de ratos Wistar (150 — 250 g), todas provenientes do Centro
Multiusuario de Producdo e Experimentacdo Animal (CMPEA), da Universidade
Federal de Goias (UFG).

Os animais foram alojados as condi¢cGes do biotério da Universidade Federal
de Cataldo (UFCAT) por cerca de 15 dias antes dos ensaios experimentais. Todos
foram mantidos em gaiolas com piso coberto por uma camada de maravalha (raspa
de madeira picada), alimentados com dieta certificada (Presence®), com livre acesso
a agua, sob temperatura controlada de 20 + 2°C e alternancia de ciclos claro-escuro
controlados de 12 horas. As limpezas das gaiolas foram realizadas trés vezes por
semana no periodo da manha.

Os protocolos experimentais tiveram aprovacdo do Comité de Etica de
Utilizacdo de Animais (CEUA) da UFCAT (vide anexo — protocolo 04/21). Os animais
foram preservados conforme as declaracdes éticas que seguem as diretrizes para
cuidados com animais conforme a Lei Arouca (Lei 11.794/2008). Todos os
experimentos foram iniciados no periodo da manha. A eutanasia foi realizada por

overdose de CO:a.

3.3 AvaliagOes das lesbes
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Com base em suas respectivas especificagdes, 0s grupos em cada modelo
experimental incluiram controles positivos (carbenoxolona e cimetidina) e negativos
(veiculo-solucao salina). Apds cada experimento, os animais foram eutanasiados, 0s
estdbmagos excisados, cortados ao longo da grande curvatura, cuidadosamente limpos
com agua corrente e pressionados em uma placa de vidro, foram escaneados para
que as lesbes pudessem ser medidas com auxilio do programa ImagelJ®. Os

resultados foram expressos como area de leséo ulcerativa (mm?).

3.4 Avaliacédo da atividade gastroprotetora

3.4.1 Ulcera gastrica induzida por etanol absoluto

Este experimento foi realizado conforme descrito por MORIMOTO et al., 1991.
Ratos Wistar fémeas foram distribuidos aleatoriamente em 5 grupos (n = 7) e
submetidos a um periodo de jejum de 12 h antes de receber uma dose oral do veiculo
(solucao salina; 10 mL/Kg), carbenoxolona (100 mg/Kg), montelucaste - MTK - (5, 10
ou 15 mg/Kg de peso corporal). Apds 60 min, todos os grupos foram tratados por via
oral com 1 mL de etanol absoluto para induzir Ulceras gastricas (Figura 2). Apds mais
1 hora, os animais foram eutanasiados e a extensdo das lesdes medidas como

descrito anteriormente.

Figura 2 - Desenho experimental (Glcera gastrica induzida por etanol)

12 horas de jejum | | Etanol (1 mLiKg) vo | Eutanasia

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

o« CONTROLE NEGATIVO
Carbenoxolona
(100 mg/kg) vo

« - =] CONTROLE POSITIVO

MTK
(5, 10 e 15 mg/kg) vo
t= MTK
on h 2]

Fonte: dados da pesquisa — leiaute: Wygny Aradjo Macedo.
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3.4.2 Ulcera gastrica induzida por indometacina (DAINE)

A metodologia utilizada foi descrita por HAYDEN et al, 1978. Apos 12 horas de
jejum, os animais distribuidos aleatoriamente em 5 grupos (n = 7) foram tratados (via
oral) com salina, cimetidina (100 mg/Kg) e montelucaste - MTK - (5, 10 ou 15 mg/Kg
de peso corporal). Meia hora ap0s o tratamento, a lesdo gastrica foi induzida por
administracdo oral de indometacina (40 mg/Kg). Os animais foram eutanasiados 4
horas apo6s a administracao da indometacina (Figura 3). Os estbmagos removidos e
abertos para a quantificacdo das éareas das lesdes ulcerativas como descrito

anteriormente.

Figura 3 - Desenho experimental (Ulcera gastrica induzida por indometacina)

| 12 horas de jejum | | DAINE (40 mg/Kg) vo | Eutandsia

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

« CONTROLE NEGATIVO

Cimetidina

(100 mg/kg) vo

e - =] CONTROLE POSITIVO

MTK
(5, 10 e 15 mg/kg) vo
< MTK

[oh] 30 min 4 h 30 min

Fonte: dados da pesquisa — leiaute: Wygny Aradjo Macedo.
3.5 Avaliacdo dos mecanismos protetores da mucosa gastrica
3.5.1 Compostos com grupamento sulfidrila (G-SH) na gastroprotecao
A metodologia foi realizada de acordo com ARRIETA et al, 2003. Os animais

foram divididos em seis grupos (n = 7), pré-tratados por via subcutanea com N-

ethylmaleimide (NEM, 10 mg/kg), um bloqueador dos compostos com G-SH. Trinta
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minutos apds os animais foram tratados por via oral (salina, salina, carbenoxolona e
MTK 5, 10 e 15 mg/Kg). Trinta minutos depois, todos 0s grupos tiveram a ulcera
induzida por etanol absoluto (1 mL/Kg) (Figura 4). Os animais foram eutanasiados
uma hora ap6s a administracdo de etanol e seus estdmagos foram removidos para a

quantificacdo das areas de leséo ulcerativa.

Figura 4 - Compostos com grupamento sulfidrila (G-SH) na gastroprotecao

‘ 12 horas de jejum ‘ ‘ Tratamento ‘ ‘ Etanol (1 mL/Kg) vo ‘ ‘ Eutanasia ‘
Salina 0,9% Salina 0,9%
(0,1 mL/0,1 kg) vs (10 ml/kg) vo
o «~
NEM Salina 0,9%
(10 mg/kg) vs (10 mL/kg) vo
P
NEM Carbenoxolona
(10 mg/kg) vs (100 mg/kg) vo
P P
NEM MTK
(10 mgrkg) vs (5, 10 e 15 mg/kg) vo

Oh 30 min 1h 2h
Fonte: dados da pesquisa — leiaute: Wygny Aradjo Macedo

3.6 Andlises estatisticas

Os resultados foram expressos como a média = S.E.M., e as diferencas entre
os grupos foram determinadas por analise de variancia (ANOVA). Diferencas
significativas foram determinadas usando o pds-teste de Dunnett (para dois ou mais

grupos); P <0,05 considerado estatisticamente significativo.
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4 RESULTADOS

4.1 Ulcera gastrica induzida por etanol

No modelo de inducéo de Ulcera gastrica com etanol absoluto, foram testadas
trés doses de MTK: 5, 10 e 15 mg/kg. O MTK apresentou uma gastroprotecéo
estatisticamente significativa na dose de 15 mg/kg (p<0,001). As lesdes diminuiram
significativamente a extensdo das lesdes ulcerativas, no tratamento oral com
carbenoxolona (utilizado como controle positivo na dose de 100 mg/kg) em 53%, e 0
MTK (15 mg/kg) em 76% respectivamente, em relagdo ao grupo tratado com salina
(Gréfico 1). Foi também possivel observar diminuicdo dos sinais hemorragicos nos

estbmagos que receberam MTK comparados ao grupo controle negativo (Figura 5).

Gréfico 1 - Efeito do MTK no modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol.
Resultados sdo médias + e.p.m. ANOVA seguida do teste de Dunnett. p <0,01,
p<0,001 representa diferenca significante do grupo controle negativo

p< 0,001 76%

1500- '

p<0,01 [53%

p— I
NE 1000~ s
E ns
'
3 -

500
<

0—

T T T
Salina Carbenoxolona MTK 5mg MTK 10 mg MTK 15 mg

. Fonte: dados da pesquisa — leiaute: Wygny Aradjo Macedo
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Figura 5 - Visualizacdo macroscopica das lesdes no modelo de Ulcera gastrica

induzida por etanol. A) Controle negativo — salina 0,9%; B) Controle Positivo —

carbenoxolona 100 mg/kg; C) Montelucaste 5 mg; D) Montelucaste 10 mg; E)
Montelucaste 15 mg

Fonte: dados da pesquisa — leiaute: Wygny Araujo Macedo.

4.2 Ulcera gastrica induzida por indometacina (DAINE)

O MTK foi testado frente a um modelo de inducéo de Ulceras por indometacina
(DAINE). MTK na dose de 15 mg/kg apresentou um efeito gastroprotetor diminuindo
as lesdes ulcerativas em 59% comparado ao grupo salina (controle negativo) (Grafico
2). Esta protecao foi superior aquela observada no grupo controle positivo cimetidina
gue apresentou protecédo de 54% em relac@o ao grupo salina. Considerando a analise
macroscopica dos estdbmagos nos diferentes grupos, observou-se varias regides de
necroses decorrentes da acado da indometacina no grupo salina e mucosa protegida
no grupo MTK 15 mg/kg (Figura 6).
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Gréfico 2 - Efeito do MTK no modelo de lesdes gastricas induzidas por
indometacina (DAINE). Resultados sdo médias + e.p.m. ANOVA seguida do teste de
Dunnett. p <0,01 representa diferenca significante do grupo controle negativo

56D p< 0,01 59%
p<0,01|54%
I

& 1000 -

£

E __

3 -

< 500

0= T

1
Salina Cimetidina MTK 5 MTK 10 MTK 15

Fonte: dados da pesquisa — leiaute: Wygny Aradjo Macedo.

Figura 6 - Visualizagdo macroscoépica das lesdes no modelo de Ulcera gastrica
induzida por indometacina (DAINE). A) Controle negativo — salina 0,9%; B) Controle
Positivo — cimetidina 100 mg/kg; C) Montelucaste 5 mg; D) Montelucaste 10 mg; E)

Montelucaste 15 mg

5N

Fonte: dados da pesquisa — leiaute: Wygny Aradjo Macedo
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4.3 Avaliacdo dos mecanismos protetores da mucosa gastrica

Para avaliar a participacdo do MTK (5, 10, 15 mg/kg) sobre os compostos
sulfidrilicos os animais foram pré-tratados com NEM (bloqueador de compostos
sulfidrilicos). A gastroprotegdo que antes era verificada nos tratamentos com a
carbenoxolona (100 mg/kg) ou MTK (15 mg/kg) quando pré-tratados com NEM esta
foi perdida. Os resultados indicam que tanto a carbenoxolona quanto o MTK
dependem dos grupamentos sulfidrilicos para exercer sua agao gastroprotetora
(Grafico 3).

Graficos 3. Efeito do montelucaste no modelo de Ulcera gastrica induzida por etanol
em ratos pré-tratados com NEM. Resultados sdo médias + e.p.m. ANOVA seguida
do teste de Dunnett. p <0,01 representa diferencga significante do grupo controle
negativo

p<0,01
3000
T L

& 2000
£
E
3

< 1000

0= T T T
Salina Salina Carbenoxolona MTK 5 MTK 10 MTK 15

NEM 10 mg/kg

Fonte: dados da pesquisa — leiaute: Wygny Aradjo Macedo.
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Figura 7 - Visualizacdo macroscopica das lesdes no modelo de Ulcera gastrica
induzida por etanol em ratos pré-tratados com NEM. A) Controle negativo sem o pré-
tratamento com NEM - salina 0,9%; A) Controle negativo — salina 0,9%; C) Controle
Positivo — carbenoxolona 100 mg/kg; D) Montelucaste 5 mg; E) Montelucaste 10 mg;

F) Montelucaste 15 mg

Fonte: dados da pesquisa — leiaute: Wygny Arasjo Macedo.
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5 DISCUSSAO

A pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos constituem um processo
lento e oneroso (CHONG, 2007; GUIDO et al., 2008; PUSHPAKOM et al., 2019).
Novas técnicas tém sido propostas para agilizar esse processo. Uma dessas técnicas
€ chamada de reposicionamento de farmacos, cujo objetivo principal €& utilizar
farmacos ja comercializados para tratamento de outras doencas (CHONG, 2007; CHA
et al., 2018). A proposi¢dao de um novo composto, farmaco ou nova utilizagcdo de um
farmaco é um processo que necessita integrar informag¢des de diversos campos do
conhecimento (CHA et al., 2018; PUSHPAKOM et al., 2019).

O reposicionamento oferece varias vantagens em relagdo ao desenvolvimento
de medicamentos inteiramente novos, pois o risco de fracasso € menor, uma vez que
o fArmaco reaproveitado ja foi testado e teve sua seguranca comprovada. Outrossim,
0 tempo para o desenvolvimento do medicamento € reduzido, porque a maior parte
dos ensaios clinicos, avaliacdo de seguranca e desenvolvimento da formulagao ja
foram concluidos e além dos custos serem mais baixos (PUSHPAKOM et al., 2019).
Em termos financeiros, os custos para reposicionamento de farmaco foram estimados
em 300 milhdes de dolares em média, em comparacdo com cerca de 3 bilhdes de
dolares para uma nova entidade quimica (NOSENGO, 2016).

O tratamento da UP é predominantemente clinico, mas em situacfes
especificas o tratamento operatorio tem suas indicacfes (LEME et al., 2003; NAJM,
2011). Dentre as opgBes farmacoldgicas disponiveis no mercado, temos o0s
antagonistas de receptores Hz e os inibidores da bomba de prétons. Algumas destas
opcbes podem promover ndo somente uma gama de efeitos adversos, mas também
uma menor eficacia no tratamento de Ulceras e, principalmente, ndo evita a sua
recidiva (DEVAULT e TALLEY, 2009). Assim, a necessidade de agentes mais efetivos
e seguros se faz necessario e o reposicionamento pode ser uma ferramenta Util para
descoberta de farmacos para o tratamento de UP.

A atividade gastroprotetora do MTK foi avaliada frente a diferentes agentes
lesivos, entre eles, o etanol, que é um dos agentes mais irritantes para a mucosa
gastrica.

A ingestéo de etanol absoluto leva a formagé&o de danos microvasculares como

ruptura do endotélio vascular que resulta em aumento da permeabilidade vascular, a
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formacao de edemas e de descolamento epitelial (SZABO et al., 1995; INEU et al.,
2008; CHOI et al., 2009; ABDULLA et al., 2010).

Adicionalmente, o modelo de Ulcera induzida por etanol absoluto foi escolhido,
pois este agente lesivo promove lesfes gastricas através da adeséo e da agregacao
de neutréfilos ao endotélio vascular podendo até mesmo ocluir o fluxo sanguineo da
mucosa (EL-MARAGHY et al., 2015; SOMENSI et al., 2020). Neste modelo, o etanol
penetra rapidamente e facilmente na mucosa gastrica, causando dano a membrana,
esfoliacdo e erosdo nas células epiteliais (SIDAHMED et al., 2013). A lesdo neste
modelo afeta predominantemente a por¢éo glandular do estdbmago (SIDAHMED et al.,
2013) e pode ser atribuida a alguns mecanismos como a formacdo de ROS
(KWIECIEN, 2002; BANDYOPADHYAY et al., 2001); o decréscimo nas concentracfes
dos grupamentos sulfidrilicos (LI, 1990); a promocéo da peroxidacéo lipidica além da
diminuic&o dos niveis de glutationa (DAS et al., 2012).

No presente estudo o MTK inibiu, de forma estatisticamente significativa, as
lesBes induzidas pelo etanol absoluto na dose de 15 mg/kg. Davino-Chiovatto e
colaboradores (2019) demonstraram em seu estudo que o MTK reduz a inflamacéao e
a ativacéo de neutrdfilos no tecido. E bem conhecido que neutrofilos ativados causam
danos nos tecidos através da producdes excessivas de ROS e de proteinas citotoxicas
(SULLIVAN et al. 2002; DAVINO-CHIOVATTO et al., 2019). O efeito anti-ulcerogénico
do MTK demonstrado aqui pode ser devido a sua capacidade de inibir a ativacdo
neutrofilica e, consequentemente, a formacédo de ROS (RIZK et al., 2017; DAVINO-
CHIOVATTO et al., 2019).

O uso de DAINEs estd associada com a ocorréncia de eventos adversos,
incluindo erosdes da mucosa géstrica, Ulceras, hemorragias e perfuragdo, bem como
um aumento do risco de complicacdes graves de Ulceras crbnicas pré-existentes
(WALLACE, 2001). Ja a continuidade do seu uso na presenca de Ulceras resulta no
atraso do processo de cicatrizacdo (REUTER et al., 1996; MIZUNO et al., 1997,
SCHMASSMANN, 1998; HALTER, 2001).

A fisiopatologia das lesdes gastricas dependentes das DAINES, pelo menos em
parte, é resultante da reducdo na capacidade de producéo de prostaglandinas (PG)
através da inibicdo da ciclooxigenase (COX), e, em parte, por mecanismos
independentes da COX, como a diminui¢do de oxido nitrico (NO), poliamidas e sulfeto
de hidrogénio (MUSUMBA, 2009).
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A combinacdo dos mecanismos dependente e independente da COX leva a
leséo por danos oxidativos no tecido que parece desempenhar um papel fundamental
na sua patogénese (HIRAISHI, 2000; MAITY et al., 2009). Dados clinicos e
experimentais indicam que as DAINEs retardam a cicatrizacdo das Ulceras por
interferir com as acbes dos fatores de crescimentos, diminuicdo da proliferagao
epitelial celular nas margens da Uulcera, redu¢cdo da angiogénese, e atraso na
maturacao e granulacéo do tecido (SCHMASSMANN, 1998). De fato, a prostaglandina
E2 (PGE2) promove a cicatrizagdo de Ulceras gastrointestinais, aumentando a
angiogénese através da superexpressao do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) (HATAZAWA, 2007; TAKEUCHI et al., 2010). O VEGF promove a cicatrizagéao
da Ulcera, através da estimulacao da formacéo de novos vasos, e em contrapartida a
indometacina, uma DAINE, interfere neste processo através de uma regulacéo
negativa da sua expressdo (TARNAWSKI, 2003). Além disso, as DAINEs também
aumentam a secrecao acida gastrica, inibem os niveis de NO e permitem a infiltracdo
de neutrdfilos juntamente com a formacdo de ROS (LAINE et al., 2008; WALLACE,
2008). O MTK apresentou atividade gastroprotetora frente ao agente ulcerogénico
indometacina, demonstrando que essa via é recrutada para a atividade farmacol6gica
deste farmaco. Provavelmente, a capacidade de aumentar muco na mucosa gastrica
e inibir a infiltracdo neutrofilica pode explicar a acdo do MTK neste modelo
(ANDERSON et al., 2009; RIZK et al., 2017).

Como supracitado, a patogénese da UP é complexa e multifatorial ocorrendo
devido um desequilibrio entre os fatores agressores (acido cloridrico, pepsina, etanol,
DAINEs, estresse, H. pylori, entre outros) e os protetores (muco, bicarbonato,
prostaglandinas, fluxo sanguineo) da mucosa do estdbmago (MOTA et al., 2009;
SHAKER et al., 2010; ARAUJO et al., 2011; LUIZ-FERREIRA et al., 2012; FARZAEI
et al., 2015).

Dentre os fatores protetores da mucosa, a barreira muco-bicarbonato é uma
das mais importante e serve como uma barreira contra a autodigestao provocada pelo
acido e pela pepsina (ALLEN & FLEMSTROM, 2005). A secre¢do de muco-
bicarbonato é mediada, dentre outros fatores, pelos compostos sulfidrilicos (SH)
(PHILLIPSON et al.,, 2008; NIV & BOLTIN, 2012). Estes também participam na
manutencdo da integridade da mucosa, particularmente quando ROS estdo
envolvidas na fisiopatologia do dano tecidual (SZABO, 1991; LOGUERCIO & DI



41

PIERRO, 1999). Para tal, se ligam aos radicais livres formados durante este processo
ou produzidos apds a exposicdo a agentes nocivos, protegendo assim a mucosa
gastrica (SALIM, 1993; AVILA et al., 1996).

Adicionalmente, o etanol é reconhecido na literatura cientifica por reduzir os
niveis de SH, como a glutationa reduzida (GSH), favorecendo assim a formacao e o
acumulo de ROS que tem efeitos ulcerogénicos relevantes (NATALE et al., 2004).
Para avaliarmos um possivel envolvimento antioxidante no efeito gastroprotetor do
MTK, analisamos sua acdo em animais pré-tratados com NEM, um bloqueador dos
SH. Os resultados obtidos indicam que na presenca do NEM, o MTK perdeu sua
gastroprotecdao, indicando assim, que seu efeito protetor da mucosa é dependente da
integridade de SH enddgenos. Varios compostos SH, quando administrados
oralmente, séo citoprotetores e previnem as lesdes gastricas (ROBERT, 1984). Os
grupamentos SH participam da producéo e manutencao de muco, uma vez que suas
subunidades glicoproteicas séo unidas entre si por pontes de dissulfeto que, se

diminuida, tornam o muco hidrossoluvel (AVILA et al., 1996).
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6 CONCLUSAO

Podemos concluir que o etanol e DAINE induziram danos gastricos em ratos
devido a promocéo de estresse oxidativo, inflamacéo e infiltracdo neutrofilica nos
estdbmagos. A administragdo de MTK neutralizou as lesfes gastricas induzidas por
esses agentes lesivos provavelmente por seus efeitos antioxidante, anti-inflamatoério
e inibidor da ativacao de neutrdfilos.

Considerando a eficacia limitada e os graves efeitos adversos verificados na
terapéutica atual da UP, os resultados aqui obtidos propdem nova possibilidade
indicagéo de uso para uma entidade quimica ja conhecida. Ademais, a inexisténcia de
estratégias terapéuticas disponiveis totalmente eficazes, faz do MTK um farmaco

interessante a ser explorado como uma possivel alternativa.
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7 PERSPECTIVAS

Assim como a formacgéo da UP, seu processo de cicatrizacdo é multifatorial e
complexo envolvendo reepitelizacdo, restauracdo de glandulas, angiogénese e
deposicédo de matriz extracelular. Esse conjunto de processos requer participacao de
vérias vias moleculares que sao coordenadas espacial e temporalmente.

Para efetivo efeito de qualquer tratamento adotado para UP, o processo de
cicatrizacdo € extremamente importante e deve ser considerada especialmente no
que se refere as recidivas. Neste sentido, estudos futuros sdo necessarios para
replicar este trabalho e para verificar o efeito do MTK na cicatrizacéo da UP cronica.
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1. FINALIDADE

Projeto Pesquisa

2. IDENTIFICACAO

Titulo:

Atrvidade gastroprotetora do montelucaste em modelos de tlceras: um possivel
reposicionamento de farmaco?
Pesquisador(a) Responsavel:

Anderson Luiz Ferreira
Pesquisadores(as) participantes:

Alefe Cardoso Cruz. Leonardo José Peloso e Wygny Aratijo Macedo
Unidade onde sera realizado:

Unidade Académica de Biotecnologia/Laboratorio de Pesquisa em Doengas
Inflamatonas Intestinais
Data de apresentacao a CEUA:

25/10/2021

3. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS DO PROJETO:

Alguns estudos clinicos relatam a eficacia do MTK na prevencdo da dor, sindrome
nefrotica e eczema, no entanto, visando uma possivel utilizag3o terapéutica para o tratamento
da UP, faz-se necessario a elucidagdo da atividade antiulcerogénica.

As ulceras pépticas (UP) sdo locais de danos na parede de orgdos do trato
gastrointestinal, acometendo frequentemente o estdmago e o duodeno.

A mncidéncia de UP pode estar associada a fatores agressivos exogenos. como infec¢io
por Helicobacter pylori, exposicdo da mucosa ao etanol. estresse ambiental, tabagismo.
deficiéncias nutricionass € o uso frequente e indiscnminado de anti-inflamatorios nio
esteroidais (AINEs). Esses fatores agressivos podem causar um desequilibrio nos fatores

endogenos, aumentando assim os niveis de acido cloridrico e a secregdo de pepsina com a
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consequente reducio das secregdes de muco e bicarbonato além da diminuicdo do fluxo
sanguineo local.

Embora a etiologia da UP seja multifatorial. as espécies reativas de oxigénio (ROS)
desempenham um papel relevante na patogénese dessa doenca. Estudos realizados em animais
e humanos mostram um desequilibrio de enzimas chave no controle do estresse oxidativo na
UP. O trato gastrointestinal (GI) € uma importante fonte de ROS. Virios sdo os fatores que
contribuem para o acimulo de ROS no estémago. Niveis reduzidos de enzima antioxidante
superoxido dismutase (SOD), por exempleo, contribuem para o acimulo de ROS associadas
a doencas inflamatonias gastroduodenais.

No entanto, na UP causada pela infeccdo de H. pylori, nimeros significativos de
neutrofilos e/ou macrofagos infiltrados na mucosa gastrica sdo as principais fontes de ROS
gerando grandes quantidades de ROS.

Por fim, a lesdo 1squémica, outra causa de UP, envolve a participagio de radicais livres
como radical superoxido (02~), peréxido de hidrogénio (H202) e radical hidroxila (HO). A
1squemia seguida de reperfusdo (I'R). caracterizada pela restricdo do suprimento sanguineo
para um orgio seguida pela restauracio do fluxo sanguineo e oxigenacao. resulta em elevados
niveis de ROS; a interrupcdo da homeostase celular normal por sinalizagdo redox contribui
para doengas em praticamente todos os 6rgdos, incluindo o desenvolvimento de UP.

As ROS produzidas pelo processo de I'R reagem diretamente com acidos graxos poli-
mnsaturados das membranas celulares. degradando proteinas estruturais e de membrana
produzindo malondialdeido (MDA) um importante biomarcador do estresse oxidativo e
liberando a mieloperoxidase (MPQ), enzima que catalisa a formagao de ROS.

Na manifestagdo clinica classica da I'R a oclusdo do vaso sanguineo resulta em um
grave desequilibrio entre oferta e demanda de nutrientes causando hipéxia tecidual. O
processo de IR também estd associado a uma alta taxa de mortalidade durante choque
hemorragico, hemorragia de UP, ruptura vascular e doenca gastrointestinal isquémica.

Atualmente, os tratamentos da UP imncluem a detecgdo e erradicagdo da mfeccdo por
H._ pylori elou a administracdo de terapia antissecretonia (bloqueadores do receptor Ha da
histamina e inibidores da bomba de prétons). No entanto. esse manejo atual promove alta

mncidéncia de efeitos colaterais, como absor¢do da mibigdo da vitamina B12 e interagdes
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medicamentosas devido a mibigio do CYP450. Ja os tratamentos para lesdes causadas por 'R
sdo muito limitados ou ausentes.

Diante dos efeitos colaterais acima expostos e a inexisténcia de um tratamento para
lesdes causadas por IR, busca ativa por medicamentos antiilcera com maior eficacia e menos
efeitos colaterais adversos se faz necessana.

Uma alternativa que tem surgido para acelerar o processo de validagdo de novas
terapias € o reposicionamento de farmacos. Esse conceito consiste na utilizagio de farmacos
ja estabelecidos para o tratamento de outras doencas. Esse processo visa principalmente a
redugdo de custos e a velocidade de desenvolvimento para a validagdo de um novo
medicamento.

O desenvolvimento e validagdo de um novo farmaco é um processo demorado. oneroso
e altamente burocratico. Além disso. o sucesso de sua produgio final nunca é garantido. Para
ocorrer a mtroducdo de um novo medicamento no mercado, diversas etapas sdo requeridas.
De uma maneira geral. o processo se divide em quatro estagios principais: a descoberta de um
novo composto (ou molécula), testes pré-clinicos. ensaios clinicos e finalmente a revisio por
uma agéncia regulatoria. Todas estas etapas para atingir o processo completo da descoberta
até a aplicagdo clinica pode levar em média 15 anos.

Segundo dados da Pharmaceutical Research and Manufactures of América, apenas
cinco a cada 10.000 novas entidades quimicas identificadas conseguem transpor com sucesso
esses dois primeiros estagios. Toda essa problematica. tem impulsionado a industria
farmacéutica a explorar diferentes estratégias para o desenvolvimento de novos farmacos.

O montelucaste (MTK) é um medicamento aprovado pela Food and Drug
Administration para o tratamento da asma cronica e profilaxia e prevencio da
broncoconstrigdo induzida pelo exercicio. Embora sua indicagio clinica seja para a profilaxia
e para o tratamento de pacientes com asma, estudos clinicos relatam sua eficacia na prevengio
da dor. sindrome nefrotica e eczema.

O MTK ¢é um antagonista seletivo do receptor D4 do leucotrieno (LT) que mnterfere
diretamente na produgdo de LT. Os LTs s3o produtos da via da lipoxigenase do metabolismo
do acido araquidénico. Eles podem ser classificados de acordo com suas estruturas quimicas
e atividades biologicas em duas classes: o dihidroxileucotrieno (LTB4) e os LTs cisteinicos
(CysLTs). O LTB4 é conhecido como um potente mediador quimioatraente da inflamacio:
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estimula a quimiotaxia de neutrofilos. quimiocinese e aderéncia as células endoteliais e ativa
os neutrofilos, levando a liberagdo de enzimas e mediadores e degranulagio. Os CysLTs
também estdo intimamente envolvidos nas alteragdes na vasculatura, e o LTC4 e o LTD4
causam vasoconstrigdo.

Fo1 demonstrado que a infiltragio de neutrofilos nos tecidos da mucosa gastrica é um
processo critico na patogénese de uma variedade de ulceras gastricas, incluindo aquela
causadas por I/'R. Fo1 observado que os neutréfilos produzem ROS durante a UP ou condigdes
inflamatorias por meio do aumento da nfiltracdo de neutrofilos nos tecidos. Um ensaio de
mieloperoxidase (MPO) tem sido amplamente utilizado como um indice de infiltracio de

neutrofilos em varias lesdes gastricas.

4. SUMARIO PROJETO:
Numero de animais:

Serdo utilizados no total 160 animais.

Descricao do animal utilizado (espécie, linhagem, sexo, peso):

Serdo utilizadas ratas Wistar (Rattus norvegicus) com 8 semanas de idade e peso
corporal entre 150 a 250g. Serdo realizados dois modelos experimentais com cinco grupos de
animais cada e um modelo experimental com seis grupos de dez animais.

Descricao das instalacdes utilizadas e nimero de animais/area/qualidade do ambiente
(ar, temperatura, umidade), alimentacao, hidratacio:

Os animais serdo mantidos em temperatura controlada (20 = 2°C), alternancia de ciclos
claro-escuro de 12 horas, umidade do ar 45 + 15%, ventilag3o através de sistema de exaustdo
com 10 trocas de ar por hora. As trocas das gaiolas serdo realizadas trés vezes por semana no
periodo da manh3 por uma equipe treinada para esta finalidade.

Utilizaciio de agente infeccioso/gravidade de infeccdo a ser observada e analise dos riscos
para os pesquisadores/alunos

Nio se aplica
Adequacio da metodologia e consideracoes sobre o sofrimento imposto aos animais

A metodologia é embasada na literatura e a equipa apresenta experiéncia para a devida
execugdo da mesma. O projeto € exequivel contando com a infraestrutura da mstituigio.

Os pesquisadores descrevem os detalhes para do manejo para o bem-estar dos animais.
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Método de eutanasia:

A eutanasia sera realizada por overdose de COa.
Destino do animal:

As carcagas, bem como qualquer material biologico dos animais nio serdo utilizados
em outros projetos ou aulas praticas. Dessa forma. apds eutanasia, as carcagas serao
acondicionadas em sacos plasticos apropriados e mantidas em freezers a -18°C até seu
recolhimento que ocorre uma vez por semana. O transporte das carcagas sera realizado nestes
sacos. de forma rapida e segura. evitando-se a contaminagio do ambiente a partir de possiveis
vazamentos de sangue ou outros excrementos.

As carcacas serdo destinadas ao Aterro Sanitario da cidade de Cataldo, conforme
acordo firmado entre a Universidade Federal de Cataldo e a Secretania do Meio Ambiente da
cidade de Catal3o.

Parecer da CEUA:

De acordo com a documentagdo apresentada a2 CEUA/UFCAT. o protocolo nio
apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com animais nos limites da redagio e
da metodologia apresentadas. Neste sentido., consideramos protocolo de pesquisa
APROVADO. Ao final da pesquisa devera encaminhar para a CEUA um relatério final.

OBS: O CEUA/UFCAT LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO
DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEUA PARA FINS DE ANALISE E
APROVAGAO DA MESMA.

Cataldo. 16 de novembro de 2021.

Profa. Dra. KarE Grazlella Moren'a
Vice Coordenadora da CEUA/UFCAT
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