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RESUMO

A doencga do refluxo gastroesofagico (DRGE) tem uma alta prevaléncia mundial e
impacto na qualidade de vida, assim podendo ter complicagdes esofagicas e
extraexofagicas. Além disso, a terapia padrao com IBPs é o tratamento de escolha,
cerca de um terco dos pacientes nado responde adequadamente ao tratamento,
principalmente aqueles com doenga néo erosiva. O presente estudo teve por objetivo
avaliar o efeito protetor na mucosa laringea e esofagica, do biopolimero da Goma do
Angico (GA), obtido da casca da Anadenanthera colubrina, em um modelo de refluxo
gastroesofagico em camundongos. Inicialmente, os camundongos foram submetidos
a uma indugao cirurgica do refluxo gastroesofagico, na qual realizou-se uma sub-
estenose pildrica seguida de ligadura de fundo gastrico. Durante 3 dias (laringe) e 7
dias (es6fago), os animais foram tratados com salina ou GA diariamente em diversas
concentragbes. Entdo nos respectivos dias, os animais foram eutanasiados e
amostras de laringe e esbéfago distal foram retiradas para avaliar paréametros
inflamatdrios, edema e atividade da MPO. No estudo da funcéo de barreira, amostras
de laringe e eséfago distal foram montadas em camaras Ussing para avaliar a
Resisténcia Elétrica Transepitelial (RETE) e, em seguida, a permeabilidade a
fluoresceina. No presente estudo, os animais com refluxo gastroesofagico sem
tratamento apresentaram um edema laringeo e esofagico (peso umido aumentado) e
aumento da atividade de MPO, enquanto a administracao diaria de GA 10 % reduziu
(P<0.05) esses parametros induzidos pelo refluxo. Os parametros funcionais de
barreira estudados demonstraram que a GA 10 % protegeu a mucosa laringea e
esofagica. Enquanto os animais com refluxo gastroesofagico sem tratamento
apresentaram uma queda substancial na RETE e a permeabilidade da mucosa
lardbngea e esofagica aumentada, GA 10% reverteu significativamente (P<0,05) esses
marcadores funcionais decorrentes do refluxo. Conclui-se que a GA foi capaz de
diminuir parametros de inflamacéo e proteger a integridade da mucosa laringea e
esofagica em um modelo de refluxo gastroesofagico em camundongos. Esses
achados devem ser mais explorados no desenvolvimento de novos tratamentos para
o tratamento da DRGE.

Palavras-chave: Anadenanthera colubrina, goma, polissacarideo, doenca do

refluxo gastroesofagico, laringe, es6fago
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1 INTRODUGAO

A Doenca do Refluxo Gastroesofagico (DRGE) é uma afecgao crénica, definida
como a condi¢do que se desenvolve através da exposigao continua do fluxo retrégado
do conteudo gastroduodenal (acido, pepsina e sais biliares) para o eséfago e/ou
orgaos adjacente a ele, proporcionando sintomas esofagicos (pirose e/ou
regurgitacdo acida) e/ou extra-esofagicos (dor toracica, disfagia, laringite e tosse),
podendo apresentar lesdo ou ndo na mucosa esofagica (VAKIL et al., 2006). Esta
desordem com significativos casos de morbidade pode ter impacto dramatico sobre a
qualidade de vida dos pacientes acometidos. Além disso, existe o componente
financeiro por meio do alto custo do tratamento a longo prazo e a diminui¢do de
produtividade ocasionando o afastamento do trabalho (DENT et al., 2005).

As manifestagdes extraesofagicas provenientes da DRGE, sdo um conjunto de
sinais e sintomas que néo estao relacionadas diretamente ao dano esofagico e na
grande maioria dos casos, pacientes com sintomas extraesofagicos ndo apresentam
sintomas tipicos da DRGE, dificultando o diagndstico. As principais manifestagbes
compreendem o broncoespasmo, tosse cronica, asma, fibrose pulmonar, pneumonia
aspirativa, estenose subglética, faringite, laringite, erosdo dentaria, sinusite (GURSKI
et al., 2006).

Dentre as diversas ocorréncias, destaca-se o Refluxo Laringofaringeo (RLF),
no qual ha a presenca do conteudo gastrico e/ou gastroduodenal, que percorre o
es6fago, conduzindo pepsina, sais biliares e acidos, assim entrando em contato direto
com o epitélio laringeo e faringeo (KOUFMAN, 2002). Esse fato pode ser atribuido
devido a laringe estar diretamente préxima ao esbdfago e, portanto, representar o
primeiro 6rgdo a entrar em contato com o refluxato, quando este reflete além do
es6fago (JECKER et al., 2005).

A DRGE ao exame endoscoépico apresenta-se em trés tipos de fenoétipos: sem
erosdo (Doenca do refluxo ndo erosiva, pirose funcional e eséfago hipersensivel),
Esofagite Erosiva (EE) e Es6fago de Barrett (EB). Pacientes que apresentam a
doenca do refluxo ndo erosiva (NERD) representam o fenétipo com maior prevaléncia
na DRGE (60-70%) seguido de pacientes com EE (20%) e EB (situagdo na qual
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observa-se metaplasia celular na porc¢ao distal do es6fago) com cerca de 10-15% (EL-
SERAG et al., 2008; SAVARINO et al., 2017).

Embora os pacientes NERDS possuam a mucosa esofagica
macroscopicamente integra, sua mucosa nao € completamente normal, dessa forma
suporta-se a hipdtese de que estes pacientes possuam, em termos morfoldgicos
celulares e moleculares, defeito de barreira que facilita a passagem de substancias
nocivas tais como acido gastrico e outros componentes em camadas mais profundas
do epitélio, os quais podem estimular nociceptores aferentes (ORLANDO, 2006).
Quando comparados com individuos saudaveis, o epitélio da mucosa esofagica de
pacientes com NERD (sob microscopia eletrobnica) mostra espacgos intercelulares
dilatados (DIS) (CALABRESE et al., 2005).

Além do mais, alguns trabalhos ja demonstram que a integridade da mucosa
esofagica (Resistencia Elétrica Transepitelial basal e Permeabilidade paracelular)
podem ter suas estruturas morfolégicas modificadas negativamente quando exposta
a solucdes fracamente e/ou fortemente acidas contendo pepsina e/ou acidos biliares
(bidpsias humanas, mucosa esofagica a partir de coelhos e camundongos) (FARRE
et al., 2008, WOODLAND et al., 2011, SILVA et al., 2017). Em um trabalho utilizando
a camara de Ussing, Woodland e colaboradores demonstraram em um modelo
experimental utilizando bidpsias de pacientes com NERDS que sdo expostas a
solucdes acidas contendo acido biliar e pepsina seria capaz de causar uma queda
significativa na RETE (WOODLAND et al., 2015).

Outro dado recente sobre o subtipo mais prevalente da DRGE demonstra que
individuos saudaveis, pacientes com NERD, EE e EB possuem fibras nervosas
aferentes distribuidas em locais distintos no epitélio da mucosa esofagica e que a
mucosa esofagica proximal e distal de pacientes com NERD tem nervos aferentes
mais superficiais em comparagcdo com saudaveis ou pacientes com fenétipos EE ou
EB. Dessa forma os autores sugerem que a hipersensibilidade acida em pacientes
com NERD pode ser parcialmente explicada pela maior proximidade das fibras
nervosas aferentes ao lumen esofagico e, portanto, maior exposi¢cdo a substancias
nocivas em refluxo (WOODLAND et al., 2017)

Atualmente os Inibidores da Bomba de Prétons (IBPs) tém sido o tratamento
de primeira linha para a DRGE, porém grande parte dos pacientes sao refratarios a
esta terapia (cerca de 30%). As razdes para esse evento refratario podem incluir

refluxo fracamente acido sintomatico, refluxo biliar, regurgitacdo acida noturna,
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concentracdo de pepsina ou hipersensibilidade de vias aferentes nociceptivas
(BREDENOORD, 2013; SMOUT, 2016). Além do mais, nos ultimos anos, se levantou
uma preocupacao a mais com o aumento do uso dos IBPs a longo prazo, em virtude
de seus efeitos adversos, pois tem associagdo com aumento do risco de infecgdes
(Clostridium difficile, salmonela, campylobacter), diminuigdo de absor¢do de
magneésio, calcio e vitamina B12, desta forma apresenta um aumento do risco de
fraturas O0sseas e deméncias vasculares. (GYAWALI, 2017; ZHU; HONG, 2017).
Desse modo, existe uma necessidade clinica de desenvolver terapias alternativas
para DRGE.

Um produto natural vem ganhando espago nesse cenario, a Goma do Angico
(Anadenanthera colubrina). Este produto natural € encontrado no sertdo do Piaui,
Ceara, Maranhdo, passando por Minas Gerais, Mato Grosso e até S3o Paulo. E
considerado uma fonte rica de compostos bioativos. Além do mais apresenta multiplas
aplicacdes biotecnoldgicas, propriedades bioldgicas notaveis, nas quais se destacam
suas agodes bioquimicas (HANG et al., 2015; WIJESEKARA et al., 2011), utilizagdo na
industria farmacéutica como adjuvantes em formulagdes farmacéuticas e vacinas
(BONTEN et al., 2015), importancia nutricional (SIMPSON e CAMPBELL, 2015), além
de agbes farmacoldgicas, inclusive no trato gastrintestinal (ALMEIDA et al., 1995;
ILLURI et al., 2015) destacando-se polissacarideos vegetais extraidos de angico
(Anadenanthera colubrina), a goma do angico, com enfoque em seus efeitos
envolvendo respostas imunomodulatoérias no suporte ao tratamento anti-cancer, bem
como na atividade antioxidante in vitro e in vivo (MORETAO et al., 2003). Dentre os
beneficios da presente planta supracitada, destacam-se ainda efeitos anti-
inflamatorios e antinociceptivos em modelos animais de inflamagao aguda (SANTOS
et al., 2013) e cicatrizacao de ferida (PESSOA et al., 2012).

Desse modo, o presente estudo teve como objetivo, avaliar o efeito anti-
inflamatorio da goma do angico na laringe e es6fago de camundongos com NERD e
estudar nos respectivos tecidos o efeito protetor do polissacarideo Anadenanthera

colubrina (goma do angico, GA em sigla).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Doenga do Refluxo Gastroesofagico e Refluxo Laringofaringeo

A DRGE é uma das mais prevalentes afec¢des digestivas, que afeta em torno
de 10-20% da populagdo mundial, tendo em vista as elevadas e crescentes
incidéncias, a intensidade dos sintomas e a gravidade das complicacdes. E definida
como sendo a condi¢gdo que se desenvolve quando o refluxo do conteudo gastrico e
duodenal (acido, pepsina e acidos biliares) causa sintomas esofagicos (pirose e/ou
regurgitacdo) e/ou extraesofagicos (tosse crbnica, rouquidao, laringite, etc), na
presenca ou auséncia de lesdo na mucosa laringea ou esofagica. E uma das causas
mais frequentes de consultas gastroenterolégicas em pacientes ambulatoriais,
comprometendo de forma significativa a qualidade de vida dos seus portadores
(VAKIL et al., 2006; MORAES et al., 2010; SARVAT, DOMINGUES, 2011).

A DRGE se apresenta também de uma forma atipica, conhecida como refluxo
laringofaringeo. Essa associagao causal entre o refluxo do conteudo acido gastrico e
os sinais e sintomas de laringofaringite é aceitavel, pois ha uma estreita relagéo
anatbmica entre o eso6fago, a laringe e hipofaringe (GROOME et al., 2007). Além
disso, pacientes com DRGE podem apresentar sinais e sintomas laringeos como
rouquidao, tosse, globo faringeo, pigarro etc. Um estudo italiano demonstrou que
cerca de 74.4% dos pacientes com DRGE apresentaram ao menos um sintoma
extraesofagico e sintomas laringeos foram relatados em 19.9 a 38.7% dos pacientes
(GRECO et al.,, 2012). Achados observados em exames laringoscépicos, como
videolaringoscopia, sdo sugestivos, entretanto ndo sédo especificos de refluxo, uma
vez que sao sinais inflamatérios e comuns a outras doengas que acometem o
seguimento laringofaringeo, fato que justifica a dificuldade no seu diagnéstico
(ECKLEY et al., 2014; CAMPAGNOLDO et al., 2014)

2.2 Epidemiologia
A DRGE é uma afeccgao crénica de grande prevaléncia na populagao mundial,

se tornando cada vez mais comumente observada em consultas médicas,

acarretando importante impacto socioeconémico e psicolégico. Os sintomas
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prevalentes sao capazes de causar impacto dramatico sobre a qualidade de vida dos
pacientes acometidos, como: sonoléncia diurna, dor, diminuicdo de produtividade
ocasionando o afastamento do trabalho. Estudos realizados na Europa mostraram
uma queda de produtividade em até 10, 7 horas de trabalho semanais em funcéo dos
sintomas de DRGE, além de comprovarem que individuos com DRGE tiveram seu
bem-estar fisico e emocional prejudicados quando comparados a populagao geral
(EL-SERAG, SONNENBERG, 1998;).

As estimativas da prevaléncia de DRGE s&o baseadas principalmente na
presenca de azia e / ou sintomas de regurgitagdo acida (CAMILLERI et al., 2005).
Entretanto, nem sempre os pacientes com os sintomas de azia e/ou regurgitagéo
acida apresentam evidéncias endoscopicas de EE ou EB (ZAGARI et al., 2008). Uma
revisao sistematica recente de 16 estudos epidemiolégicos mostrou que a prevaléncia
de DRGE é de 18,1% - 27,8% na América do Norte, 8,8% - 25,9% na Europa, 2,5% -
7,8% no leste da Asia, 8,7% a 33,1% no Oriente Médio, 11,6% na Australia e 23% na
América do Sul (EL-SERAG et al., 2014; PANDIT, et al., 2017). Contudo, poucos
estudos epidemioldgicos tém sido feitos, além do que os ja existentes abrangem uma
alta heterogeneidade (RICHTER; RUBENSTEIN, 2017).

Figura 1. Prevaléncia da Doenga do refluxo gastroesofagico, com base em sintomas

(pirose/regurgitacao) uma ou mais vezes por semana. Fonte: RICHTER; RUBENSTEIN, 2017.
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2.3 Doenca do Refluxo nao erosiva (NERD)

A doenca do refluxo ndo erosivo (NERD) € a forma mais comum da doenga do
refluxo gastroesofagico, apresentando os sintomas tipicos, causada pelo acido
intraesofagico, ndo ha visivelmente lesdo da mucosa esofagica na endoscopia
(Gyawali et al 2018). Nesse contexto, o consenso de Roma |V define a doenga do
refluxo nao-erosiva (NERD) como “a presenca de tempo de exposi¢do a acido
anormal com ou sem associagao sintoma-refluxo no monitoramento ambulatorial do
refluxo realizado com terapia antissecretora (AZIZ et al., 2016).

Grande parte dos pacientes (cerca de 60-70%) com sintomas tipicos de refluxo
sdo considerados individuos com endoscopia negativa ou que ndo apresentam
evidéncia de EE na endoscopia, caracterizando esta definicdo como relativamente
mais ampla e incluindo pacientes que sdo marcadamente heterogéneos do ponto de
vista clinico e fisiopatologico (SAVARINO; ZENTILIN; SAVARINO, 2013). Neste
cenario, tem sido demonstrado que apenas 45% dos pacientes com NERD
apresentam um aumento de exposi¢do ao acido no eséfago, desta forma sendo
considerado —"verdadeiro NERD”, e os 55% restantes ndo apresentam excesso de
acido no eséfago (MARTINEZ et al., 2003), este ultimo grupo de pacientes pode ser
subclassificado em trés grupos distintos: 1) hipersensibilidade ao refluxo acido (pH <
4), 2) hipersensibilidade ao refluxo nao acido (isto é, refluxo fracamente acido [pH 4-
7] e fracamente alcalino [pH > 7]), e 3) pirose funcional (auséncia de associagao
entre sintomas e refluxo) (SAVARINO et al., 2013).

Estudos mostram que a exposicdo acida € capaz de romper as conexdes
intercelulares na mucosa esofagica, produzindo espacos intercelulares dilatados
(EID) e aumentando a permeabilidade esofagica, permitindo que o acido refluido
penetre na submucosa e atinja nociceptores quimiossensiveis (VAN MALENSTEIN H.
et al.,, 2008). Além disso, estudos em bidpsias laringeas humanas revelaram
repercussdes moleculares e celulares do RLF, como diminuigdo da mucina laringea,
EID e diminuicao da expressao de E-caderina (FRANCHI et al., 2007).
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Figura 2. Exame ultraestrutural da mucosa esofagica de coelho apoés perfusdo in vivo com
solugdo salina a (A) pH 7,2, (B) pH 1,5 e (C) pH 1,0. Observe a presenga de espagos intercelulares

dilatados apés a exposi¢gao com solugdes acidas. Fonte: FARRE et al., 2011.

Em um outro estudo realizado por Woodland e colaboradores (2017), foi
demonstrado que pacientes com NERD possuem fibras nervosas aferentes mais
superficiais quando comparados com os pacientes saudaveis ou pacientes com
Esofagite Erosiva ou Eséfago de Barrett. Segundo os autores, este dado sugere que
a hipersensibilidade acida em pacientes com NERD pode ser parcialmente explicada
pela maior proximidade de seus nervos aferentes ao lumen esofagico e, portanto,
maior exposi¢ao a substancias nocivas em refluxo (WOODLAND et al., 2017).

Atualmente existem dois conceitos que compartiiham de informacdes que
resultam no estabelecimento do dano da mucosa esofagica. Winkelstein (1935)
prop6s o conceito no qual a morte de células epiteliais de superficie € causada pelo
contato direto do acido do conteudo gastrico refluido, resultando na inflamagéo da
mucosa esofagica e progredindo até a lamina propria (WINKELSTEIN, 1935).
Recentemente, um novo conceito proposto por Dunbar e colaboradores (2016)
contraria a proposta inicial de Winkelstein, e propde que o conteudo gastrico inicia um
influxo de células T mediados por citocinas causando alteragdes microscopicas no
tecido esofagico (DUNBAR et al., 2016).
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Figura 3. Alteragbes macroscopicas e microscopicas durante o refluxo gastroesofagico.

Representacdo esquematica das alteragbes macroscopicas (erosédo) e microscopicas (hiperplasia da



20

camada basal, alongamento das papilas e espagos intercelulares dilatados) no epitélio esofagico que
estdo associados ao refluxo gastroesofagico. Fonte: Adaptado de SMOUT, BREDENOORD, 2016.

Seguindo nessa mesma linha sobre a DRGE, estudos apresentado por Figueiredo
e colaboradores (2017) e Bulmer e colaboradores (2010) demonstraram,
respectivamente, que a integridade da mucosa laringea de camundongos e de porcos,
RET e permeabilidade paracelular podem ser alteradas negativamente quando exposta a
solugdes fracamente (pH 5.0) e/ou fortemente (pH 2.0) acidas contendo pepsina e/ou
acidos biliares, sugerindo que a mucosa laringea é notadamente vulneravel a solugdes
que simulam o conteudo gastrico (FIGUEIREDO et al., 2017; BULMER et al., 2010).

Ao analisar o cenario de estudos relacionados a patologia experimental, a
NERD ainda ndo é tao acessivel e ndo possui ferramentas tdo desenvolvidas com
abordagens experimentais que revelem os fenbmenos que acontecem na pratica
clinica, entretanto, recentemente, um modelo experimental da NERD em
camundongos foi desenvolvido, o qual apresentou uma relacdo interativa entre
achados de inflamacgao esofagica e o envolvimento da integridade da barreira epitelial
induzidos por acido que corroborou para o entendimento da fisiopatologia da NERD
(SILVA etal., 2017).

2.4 Diagnéstico

A anamnese clinica tem sido uma ferramenta fundamental para o
diagndstico da DRGE, devendo identificar sintomas caracteristicos, permanéncia,
intensidade, frequéncia, fatores desencadeantes, padrao de evolugado da doenca e
impacto na qualidade de vida. Outro fator que caracteriza a DRGE é quando o
paciente apresenta sintomas tipicos no minimo duas vezes por semana, em periodo
de quatro a oito semanas ou mais. Além domais, outras manifestagdes clinicas
atipicas (dor toracica nao coronariana, dor epigastrica, nausea, empachamento e
eructacao) ou extraesofagicas (tosse cronica, asma, laringite, aftas, halitose e erosbes
dentarias) podem ser decorrentes do refluxo gastroesofagico (Moraes-Filho, 2010;
HENRY, 2014).

A DRGE merece mais atencdo, devido a alta capacidade de sintomas
esofagicos evoluirem para sintomas extra-esofagico. Um grande obstaculo no
diagndstico dos sintomas extra-esofagico da DRGE é a possivel auséncia de azia
e/ou regurgitacao em 57-94% dos pacientes com queixas otorrinolaringoldgicas, 43—
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75% dos pacientes com tosse crbénica e 40—60% dos pacientes asmaticos (HOM &
VAEZI, 2013).

Além do mais, na pratica clinica otorrinolaringolégica cerca de 10% dos
pacientes em geral, e em pelo menos 50% dos pacientes com queixas de disturbios
na voz, estdo associados a DRGE sendo diagnosticados com frequéncia. Entretanto,
a incapacidade de diagnosticar laringite associada a DRGE pode resultar em
complicagdes mais graves, como Ulceras, granuloma, estenose subglética, doengas
das vias aéreas inferiores e adenocarcinoma de laringe. Tendo em vista que ndo ha
diagndstico preciso para laringite de refluxo, pacientes com essa alteragao utilizam
inibidores da bomba de préotons (IBP,s) (MARTINS et al., 2012).

Em pacientes com idade menor que 40 anos, com queixas tipicas de DRGE e
sem manifestagcbes de alarme (disfagia, odinofagia, perda de peso, hemorragia
digestiva, vomitos e historico familiar de cancer) pode ser estabelecido o tratamento
com inibidores de bomba de prétons (IBP) em dose plena por quatro semanas, de
maneira que esteja associado as medidas comportamentais. O teste é positivo
quando os sintomas sao erradicados, diagnosticando-se DRGE (BARCZINSKI,
MORAES-FILHO, 2006; HENRY, 2014).

A endoscopia digestiva alta (EDA) tem uma alta especificidade para o
diagndstico de achados esofagicos consistentes com DRGE, é também o exame de
escolha na avaliagado de pacientes com sintomas da DRGE, podendo ter indicagao
naqueles com falha inicial ao tratamento com IBPs, sintomas crénicos, com idade
superior a 40 anos e que possuam os sintomas de alarme (AKYUZ; SOYER, 2017).

Aos pacientes sintomaticos ou que apresentem sinais de alarme com
endoscopia negativa, ha o teste terapéutico com IBPs em dose plena diaria por 4
semanas. Dessa forma se os sintomas forem satisfatoriamente resolvidos, faz-se a
inferéncia do diagnosticado do paciente de DRGE. Caso contrario, se nao responder
ao teste terapéutico, sugere-se que seja feito a realizacao de testes complementares
para melhor diagnosticar em termos de classificagao esse paciente (SCARPELLINI et
al., 2016). Dando continuidade, apds a resposta negativa ao teste terapéutico, realiza-
se 0 exame de impedancio-pHmetria, o qual é capaz de captar alteragdes de
resisténcia elétrica por meio de eletrodos que ficam posicionados no lumen esofagico.
A combinagcdo com uma sonda de pH, o exame permite ainda detectar os eventos
de refluxo gastroesofagico em acido (pH<4), fracamente acido (pH 4-7) ou fracamente
alcalino (pH>7), e ainda mensurar o volume do conteudo refluido (SAVARINO,



22

GIACCHINO, SAVARINO et al., 2013).

2.5 Tratamento

O objetivo do tratamento para a maioria dos pacientes com DRGE é controlar
os sintomas e nesse contexto atual sdo usados trés tipos de abordagens terapéuticas
na DRGE (tratamento ndo farmacolégico, tratamento farmacoldégico e cirurgico).
Sintomas leves e intermitentes da DRGE podem ser gerenciados apenas com dieta e
modificagao do estilo de vida, e estes também formam um complemento importante a
farmacoterapia para DRGE moderada a grave e complicada. A escolha da terapia
pode depender de fatores preponderantes, tais como: idade, presenca de erosdes na
mucosa esofagica, resposta (negativa ou positiva) ao tratamento, preferéncia pessoal
e sintomas atipicos (KELLERMAN, KINTAR, 2017; MACFARLANE, 2018).

2.6 Tratamento nao farmacolégico

O tratamento nao farmacolégico diz a respeito de atendimento individualizado
levando em consideracido queixas particulares de cada paciente, sendo que a
modificagao da dieta e do estilo de vida envolve identificagcdo e prevencao de fatores
precipitantes, incluindo (KHAN et al. 2016):

e Comer refeicbes menores e mais leves;

e Consumo moderado de alimentos que possam desencadear os sintomas: café,
bebidas alcodlicas, fumo, citricos, chocolate, etc;

e Beber liquidos entre e ndo durante as refeigdes;

e Evitar deitar-se, ou ir para a cama logo apos as refeigdes (dentro de 2-3 horas);

e Evitar comer antes do exercicio;

¢ Redugao do peso corporal, principalmente para obesos;

e Intervencao cirurgica da fundoplicatura.
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2.7 Tratamento farmacolégico

Antagonistas dos Receptores de Histamina tipo 2 (ARH2)

Atualmente, os IBPs sao a escolha padrao ouro para o tratamento da DRGE,
porém antes do seu desenvolvimento os antagonistas dos receptores da histamina-2
(H2) que tem a ranitidina e cimetidina como os farmacos mais utilizados desta classe,
foi a primeira classe de drogas tidas como alternativa eficaz no tratamento da DRGE.
Atua inibindo competitivamente a histamina nos receptores H2 localizados nas células
parietais € na reducao da secrecao de pepsina, bem como o volume de secrecao
gastrica. Os bloqueadores de H2 tém um excelente perfil de seguranga e estao
disponiveis sem receita. Esses medicamentos sdo aproximadamente 75% eficazes
em pacientes com graus leves a moderados de esofagite. Os antagonistas de H2 séo
comumente indicados para serem tomados antes de dormir ou apds a refeicido, pois
demostrou ser mais eficaz na inibicdo da secregcédo noturna (FACKLER et al., 2002;
ANTUNES, CURTIS, 2019).

Inibidores da Bomba de Proétons (IBPs)

Os IBP sao os farmacos utilizados para a terapia de primeira escolha, sendo
assim a classe farmacoldégica mais utilizadas no tratamento da DRGE. Os IBPs
produzem supressao acida mais forte e duradoura que os bloqueadores H2 (24 horas
versus 3 a 15 horas, respectivamente) e sdo mais eficazes que os bloqueadores H2,
porque agem na via comum da secregao acida. Eles sao utilizados como terapia inicial
em pacientes com DRGE moderada a grave e pacientes com complica¢cdes da DRGE.
Estudos comparando bloqueadores H2 e IBPs demonstraram que estes ultimos
apresentam taxas superiores de cicatrizacdo e menores taxas de recaida (ANTUNES,
CURTIS, 2019). Apesar do facil acesso e de o IBP ser o supressor de acido mais eficaz
no tratamento da DRGE, ainda existem resultados insatisfatérios durante a terapia
com IBP em cerca de um tergo dos pacientes (SIFRIM, ZERBIB, 2012).
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Figura 4. Proporgéo de falha sintomatica de pacientes com DRGE frente aos IBPs. Fonte:
Adaptado de FASS, DICKMAN, G/ Moitility online, 2006.

Alginato

O alginato € um polissacarideo natural, derivado de algas marinhas marrons.
Este composto quando entra em contato com o conteudo gastrico, tem capacidade de
precipitar e formar uma camada de gel viscoso de baixa densidade com pH quase
neutro fazendo com que sua agao seja exercida rapidamente. Presente em sua
composigao, o bicarbonato de sddio reage com o acido gastrico, produzindo dioxido
carbénico (CO?) que fica preso ao gel formado, dessa forma é capaz de diminuir o
numero de eventos de refluxo acido. Preparagdes contendo alginato sdo usadas com
frequéncia para o controle sintomatico da DRGE. Estes compostos tiveram um
crescente relevante no uso do tratamento de DRGE (principalmente em pacientes
com NERD) e tém sido comercializados sob varias marcas (Gaviscon®, Faringel®,
LuftagastroPro®) (SAVARINO et al., 2012).

Essa formulacdo “alginato-antiacido” é capaz de reduzir os sintomas poés-
prandiais ao neutralizar a acidez do conteudo gastrico. Além disso, mais importante
ainda, o alginato e o bicarbonato, geralmente contidos numa formulagédo a base de
alginato, formam um gel espumoso flutuante na superficie do conteudo gastrico logo
apos de interagir com o acido gastrico, e este gel forma uma barreira que desloca o
bolsdo acido da juncido esofagogastrica e protege a mucosa esofagica do refluxo
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acido e nao acido pelo revestimento do gel formado (SWEIS et al., 2013). De maneira
semelhante a um antiacido, uma formulagdo contendo alginato pode desempenhar
um efeito inicial imediato dentro de 1 h de administracdo, que é mais rapido que a
acao de um IBP e ARH2 (DETTMAR et al., 2006).

Em um estudo realizado por meio de ensaio clinico duplo-cego randomizado,
foi comparado a eficacia combinada do alginato com o omeprazol em pacientes com
NERD. O alginato ndo demonstrou ser inferior ao omeprazol e foi tdo efetivo quanto
o omeprazol no alivio sintomatico (CHIU et al., 2013). Além domais, ao adicionar
alginato a um IBP pode aliviar significativamente a pirose em comparagdo com a
utilizagdo de um IBP em pacientes com NERD, sugerindo um beneficio adicional de
alginato como terapia complementar no tratamento de sintomas refratarios (MANABE
et al., 2012).

Além desses mecanismos ja conhecido, recentemente uma pesquisa
comprovou que uma solugao contendo alginato de sodio (Gaviscon®) pode aderir a
mucosa esofagica formando uma barreira tépica capaz de proteger a integridade da
mucosa do esdfago contra fatores agressores contidos no refluxato. Tal fenémeno foi
evidenciado por meio da aplicagao tépica em bidpsias esofagicas humanas, nas quais
o Gaviscon® foi capaz de prevenir a queda da RETE provocada pela exposi¢do a uma
solugao acida contendo pepsina e sal biliar (TDCA), mesmo ap6s 1 hora de exposi¢ao
(WOODLAND et al., 2015). Wilkie e colaboradores (2018), demostraram em um
estudo clinico que o alginato foi capaz de tratar o RFL. Em outras palavras, a
abordagem tépica também contribui para a protecdo da mucosa esofagica (Wilkie et
al., 2018)

Outras Terapias Farmacologicas

Os antiacidos sao medicamentos baratos, de facil acesso e eficazes, dessa
forma esse tratamento tém por finalidade neutralizar o acido cloridrico levando ao
aumento do pH do conteudo gastrico. Bicarbonato de sddio, carbonato de calcio,
carbonato de magnésio, hidréxido de magnésio e hidroxido de aluminio sdo alguns
desses exemplos de medicamentos (MACFARLANE, 2018).

Os procinéticos tém a propriedade de acelerar o esvaziamento gastrico,
podendo atuar diretamente no aumento da pressao do esfincter esofagico inferior, no
aumento do ténus e amplitude das contragdes gastricas. Uma boa medida € quando
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os procinéticos s&o usados em conjunto a terapia dos IBPs Os mais empregados sao
a metoclopramida e a domperidona e devem ser indicados quando o componente de
gastroparesia estiver presente (HENRY, 2014).

O sucralfato, possui em sua composicdo um complexo de sulfato de sacarose
e hidroxido de aluminio, capaz de se ligar & mucosa do trato gastrintestinal. E
comumente usado para tratar pacientes com EE, particularmente ulceras de estresse.
Além domais, o sucralfato deve ser tomado com a frequéncia de 4 vezes ao dia. A
disponibilidade de medicamentos alternativos efetivos (IBPs, ARH2) limita o uso
rotineiro de sucralfato, principalmente a mulheres gravidas ou a pacientes com doenga

erosiva que ndo respondem a supressao acida (GYAWALI, FASS, 2017).

2.8 Produtos Naturais

Produtos naturais tém sido uma fonte importante na busca de novas
abordagens terapéuticas, tanto em humanos quanto em animais, buscar produtos que
melhorem facetas da DRGE podem contribuir para a melhoria dos sintomas classicos
e alteragdes morfofuncionais decorrentes desta doenga (SAVARINO et al., 2017). Em
vista que os produtos naturais sdo excelentes candidatos neste cenario (SALEHI et
al., 2016).

Na busca de novas abordagens terapéuticas para esofagites, estudos propdéem
que produtos naturais possuam atividades na protegao desta mucosa em questédo. O
estudo elaborado por Liang e colaboradores (2014), o uso do Xuanfundaizhetang,
uma mistura de produtos naturais a base de ervas chinesas, demonstra um efeito anti-
inflamatorio e uma redugao do pH gastrico. Giri e colaboradores (2015) ao avaliar o
efeito do licopeno, observaram uma protecdo momentanea na mucosa esofagica
devido a uma agao antioxidante (LIANG et al., 2014; GIRI et al., 2015).

Estudos propdem que produtos naturais possuam atividades na protegao desta
mucosa em questdo. Um dos medicamentos a base de produto natural mais estudado
na DRGE é o Rikkunshito, no qual em um estudo realizado com pacientes com DRGE
mostrou que Rikkunshito combinado com o rapebrazole (RPZ; um IBP) obteve melhor
resposta terapéutica em pacientes com NERD (TOMINAGA et al.,, 2012). Outro
produto natural, o Faringel®, composto por mel, Matricaria recutita L, Caléndula
officinalis, Aloe vera, gel de prépolis, bicarbonato de sddio e alginato. Savarino e

colaboradores (2012) demonstrou que este medicamento usado de forma oral € bem
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tolerado e altamente eficaz na redugéo de azia em pacientes com DRGE (SAVARINO
etal., 2012).

Figueiredo e colaboradores (2018), um estudo in vitro desafiou a laringe de
camundongos saudaveis com uma solugdo agressiva contendo pepsina e acidos
biliares em meio acido, e descobriu que a goma do caju aplicada topicamente protegia
a mucosa laringea contra esta solugao (Figueiredo et al., 2018).

Nicolau e colaboradores (2019), utilizando modelo experimental de NERD em
camundongos, e em estudo clinico envolvendo paciente com NERD, mostraram que
a goma do cajueiro, um heteropolissacarideo natural que ocorre na resina do cajueiro
(Anacardium occidentale), foi capaz de diminuir a resposta inflamatérios e eficaz na
protecéo da integridade da mucosa esofagica, além de sua propriedade mucoadesiva
que confere agao tépica na mucosa esofagica (Nicolau et al., 2019).

Em outro estudo, Sales e colaboradores (2018), utilizando um polissacarideo
sulfatado da Gracilaria Caudata, realizaram um tratamento topico em bidpsias de
es6fago humano, no qual foi eficaz na prevengao de alteragbes causadas pela
exposi¢cao ao acido em bidpsias de pacientes com NERD, mas ndo com Esofagite
Erosiva (Sales et al., 2018).

2.9 Goma do Angico

Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, comumente conhecido como "angico",
€ uma planta pertencente a famimilia Fabaceae, € uma arvore pertencente a
subfamilia Mimosoideae que ocorre em diferentes biomas no Brasil, Bolivia,
Argentina, Paraguai e Peru. (RODRIGUES, OSUNA, 2004). No bioma nacional é
comumente encontrada no Maranhao, Ceara, Piaui, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia, Tocantins, Goias, Distrito Federal, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo
e Parana (HILGERT, 2001; RODD, 2002; DANTE ANGELO & CAPRILES, 2004). Na
literatura é descrita como um arbusto alto, com caule entre 30 e 50 cm de didmetro,
casca espessa de coloragao acinzentada, e aspecto liso ou espiculado. Sua madeira
€ bastante utilizada, pois € compacta, nao elastica, rija, pesada (densidade 1,07
g/cm3). As folhas sdo compostas, foliolos rigidos, as flores séo brancas e o seu fruto
€ descrito como uma vagem achatada. Em suas sementes € possivel extrair

alcaldides psicoativos, dentre os quais a bufotenina (5-OH-dimetiltriptamina), variando
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de 1 a 12% da massa das sementes e o N,N-dimetiltriptamina (N,NDMT) e 5-metoxi-
dimetiltriptamina (5-MeO-DMT). Popularmente conhecido como “Angico”, “Angico-de-
carogo”, “Angico-vermelho”, “Angico-do-campo”, “Angico-preto”, “Arapiraca”, “Angico-
de-casca.” (TORRES & REPKE, 2006) (FIGURA 5).

Figura 5: Angico (Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var. cebil (Griseb.)

Altschul). Fonte: arvores.brasil.nom.br/new/angicobranco/index.htm e

naturezabela.com.br/2011/09/angico-anadenanthera.html

O angico é comumente utilizado em rituais indigenas, tanto em tribos da
América do Sul, como do Caribe e na medicina popular para tratamento de varias
condigbes clinicas, tais como tosse, coqueluche, doengas sexuais, problemas
uterinos, contusdes, reumatismo e protegao ao figado (SARTORIO et al., 1998). Na
literatura € possivel encontrar varios estudos que relatam as propriedades
farmacolégicas de diversos produtos extraidos de A. Colubrina, no qual uma grande
maioria deles sao principalmente extratos e fragdes das folhas e raizes, que incluem
atividade antimicrobiana (DA SILVA et al., 2013; BARRETO et al., 2016; SILVA et al.,
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2019), antioxidante (MELO et al., 2010; DA SILVA et al., 2011; DAMASCENA et al.,
2014; MOTA et al., 2017), cicatrizagao de feridas (PESSOA et al, 2012; PESSOA et
al., 2015); propriedades anti-inflamatérias (GUARNEIRE et al., 2019), antinociceptivas
(SANTOS et al., 2013) e antiproliferativas (LIMA et al., 2014).

Muitas plantas que crescem em condi¢gbes semiaridas produzem exsudatos
gomosos em grandes quantidades e quando sofre alguma injuria, produz no local da
lesdo uma resina amarela, cuja composi¢do apresenta grande quantidade de
polissacarideo (DE PAULA, BUDD e RODRIGUES, 1997); isso serve para vedar o
corte e evitar a desidratacdo (RIBEIRO et al., 2016). Dessa forma o uso de gomas
naturais, provenientes dos exsudatos e extratos de plantas, vem tomando grande
impulso por suas multiplas e lucrativas possibilidades de industrializagédo (KUMAR et
al., 2012).

Apds a GA passar por um processo de purificagdo que inclui trés estagios,
apresenta em sua composi¢dao um polissacarideo composto de 67,8% de arabinose,
24,1% de galactose, 2,0% de ramnose e 5,9% de acido glucurénico. Contém, ainda,
5,8 % de proteina (SILVA; RODRIGUES; PAULA, 1998). Em virtude de suas
propriedades farmacoldgicas citadas anteriormente e sua capacidade de produzir géis
com propriedade bioadesiva (WHISTLER; BEMILLER, 1960), tem-se a hipétese que
a GA é capaz de proteger a superficie da mucosa dos animais contra a exposi¢ao
nociva ao conteudo gastrico e prevenir as anormalidades funcionais da integridade da
mucosa causada pelo refluxo gastroesofagico. Embora esses achados fagam deste
polimero um produto bastante atraente do ponto de vista de aplicabilidade na DRGE,
nao existe até o momento nenhum estudo com a aplicacdo da Goma do Angico nesta

patologia.

(a)
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Figura 6: (a) Exudato de Anadenanthera colubrina. (b) goma do angico (GA), apos

processo de isolamento, purificagao e precipitacdo com etanol. Fonte: Thiago de S.L., 2016.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito protetor na mucosa esofagica e laringea do biopolimero da
Goma do Angico (GA), obtido da casca da Anadenanthera colubrina, em um modelo

de refluxo gastroesofagico em camundongos

3.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito anti-inflamatério do polissacarideo extraido de Anadenanthera
colubrina (Vell.) por meio das analises de peso umido e da enzima mieloperoxidade
(MPO).

Estudar os parametros funcionais da mucosa esofagica e laringea, por meio da
avaliagdo da resisténcia elétrica e da permeabilidade epitelial da mucosa de

camundongos submetidos ao refluxo gastroesofagico nao erosivo.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Isolamento e Purificagdo da Goma do Angico (Anadenanthera sp.)

O exsudado foi obtido no Municipio de Simplicio Mendes, Piaui, Brasil e
coletado em 2018 pelo Centro de Biotecnologia e Biodiversidade - BIOTEC,
Universidade Federal do Delta do Parnaiba, Parnaiba-PI, Brasil, a partir dos troncos
de arvores do Angico nativo (A. colubrina var. Cebil). Amostras brutas de exsudato
foram selecionadas e dissolvidas em agua destilada a 25 ° C por 24 h, fornecendo

uma solucéo a 5% (p/v). O pH da solugéo foi ajustado para aproximadamente 7.0 por
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adicdo de NaOH aquoso diluido. Para precipitacdo, o produto foi adicionado a um
becker contendo 30 mL de etanol durante um periodo de refrigeracdo de 24 horas. O
precipitado formado no fundo foi separado do liquido e lavado duas vezes com etanol
para remover qualquer agua e impurezas. O produto foi macerado e lavado
novamente com etanol, seguido por acetona para remover ainda mais as impurezas
e a agua. O precipitado lavado foi secado e macerado com exposi¢ao a frequentes
fluxos de ar quente até a goma ser obtida (SILVA; RODRIGUES; PAULA, 1998).

4.2 Drogas e reagentes

 Acido taurodeoxicélico (Sigma®, Sao Paulo, Brasil)
e Cetamina (Syntec®, Santana de Parnaiba, Brasil)
e Fluoresceina 376 Da (Sigma®, Sao Paulo, Brasil)
e Omeprazol (Cristalia®, Fortaleza, Brasil)

e O-dianisidina (Sigma®, Sao Paulo, Brasil)

e Pepsina (Sigma®, Sao Paulo, Brasil)

e Xilazina (Konig®, Mairinque, Brasil)

4.3 Materiais
o Camara de Ussing (Mussler Scientific Instruments, Aachen, Germany)
o Fio de nylon 4-0 (Point suture®, Fortaleza, Brasil)
o Fio de nylon 6-0 (Point suture®, Fortaleza, Brasil)

o Fio Cat Gut (Point suture®, Fortaleza, Brasil)
o Fluorimetro Fluostar Optima (BMG labtech. Ontemberg, Germany)
o Instrumentacgao cirurgica

o Lupa (Leica LED2500, Leica Microsystems)
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4.4 Solugoes Utilizadas

Solugao de Krebs - Henseleit Buffer (KHBB)

Agua destilada............ceeereieeeeee e, 1000ml
1 = 1O 13,7¢g
Koo oo 0,7g
1Y (o 1oV S PP PPUUPUUPPRP PR 0,58¢g
CAC T oo oo eeeeee e 0,008g
TR =1 oY W 0,429
NAHC O3, .. e a e e e e e 0,32g
CBHA2OB oo 0,43g
O oo 7.4

4.5 Solugdo Acida (KHHB, pH 0.5 com pepsina 1 mg/ml e acido taurodesoxicélico
[TDCA] 2 mM)

Solugao de KHHB........ooooiee e 25ml
PEPSING. ... aaaaaa 25mg
TDCA e e e e e aaaaas 26,1mg
0] TP ERRRURRRR 0.5

4.6 Solugao de Fluoresceina

Solugdo de KHHB........cooi e 25ml



4.7 Animais

Foram utilizados 154 camundongos Swiss machos (25 a 30g), provenientes do
Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade
Federal do Ceara — UFC. Os animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas, em um
ambiente com temperatura e luminosidade controladas, em um ciclo de 12h luz/12h

escuro, com acesso a comida e agua ad libitum.

4.8 Aspectos Eticos

Todos os tratamentos e procedimentos experimentais foram realizados de
acordo com o guia de cuidado em uso de animais de laboratério do National Institutes
of Heath (Bethesda, MD, USA) e esse projeto foi aprovado pela Comissao de ética
em uso de animal (CEUA) n°® 9834301118 da Universidade Federal do Ceara — UFC

4.9 Procedimento Cirurgico

O modelo de doenga do refluxo gastroesofagico nédo erosivo foi reproduzido
cirurgicamente utilizando o método previamente descrito por Silva e colaboradores
(2017). Apbs um periodo de jejum de 12 h, com livre acesso a agua, os animais foram
anestesiados por uma injecdo intraperitoneal de uma solugdo de cetamina (100
mg/kg) + xilazina (10 mg/kg). Em seguida foi realizado uma laparotomia mediana para
exteriorizagao do estdbmago. A regiao gastrica nao-glandular foi ligada com um fio de
seda 4-0 para incrementar o refluxo de acido gastrico para o es6fago e o duodeno
proximal perto do anel pildrico foi envolto com uma amarragao externa em cerca de
1,5 mm de sua extensdo tomando como base um cateter transversal de didmetro

compativel com Nelaton (ver figura abaixo).
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Figura 7. Preparagcado do modelo de refluxo gastroesofagico ndao erosiva em

camundongos swiss.

Apods 3 dias, os animais foram sacrificados, as laringes foram removidas e

pesadas para analise de peso umido. Laringes foram retiradas para analise da

atividade da mieloperoxidase (MPO). O mesmo protocolo se seguiu para a retirada

dos eséfagos no dia 7.

410 Grupos Experimentais

Laringe

e Grupo | — Sham (falso operado)

e Grupo Il — Inducéo do refluxo (eutanasia 3° dia)

e Grupo Il = Indugao do refluxo + GA (1 %, v.0.; uma vez ao dia/3 dias)
e Grupo IV — Indugao do refluxo + GA (3%, v.0.; uma vez ao dia/3 dias)

e Grupo V — Indugao do refluxo + GA (10 %, v.o.; uma vez ao dia/3 dias)

Eséfago

e Grupo | — Sham (falso operado)

e Grupo Il — Inducéao do refluxo (eutanasia 7° dia)
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Grupo Il = Inducéo do refluxo + GA (1 %, v.0.; uma vez ao dia/7 dias)

Grupo IV — Indugédo do refluxo + GA (3%, v.0.; uma vez ao dia/7 dias)

Grupo V — Indugéo do refluxo + GA (10 %, v.0.; uma vez ao dia/7 dias)

411 Peso umido do eséfago

Tanto a laringe quanto o esdfago dos camundongos que foram
submetidos ou n&o ao refluxo gastroesofagico nao erosivo foi localizado, coletado
e pesado, entdo os resultados foram expressos como miligramas/centimetro

(mg/cm).

412 Avaliagao da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)

A atividade de MPO foi avaliada como um marcador bioquimico indireto da
infiltracdo de granulécitos, a qual € uma enzima presente nos granulos azurofilicos de
neutrofilos e outras células da linhagem mieldide. A avaliagéo da atividade da MPO
foi determinada pelo método de Bradley e colaboradores (1982). Resumidamente,
uma amostra de tecido de laringe ou eséfago distal dos camundongos foi
homogeneizada em tampao de potassio com 0,5% de hexadecitrimetilamodnio (HTAB).
Em seguida, foi homogeneizado e centrifugado a 4.000 rpm durante 7 minutos a 4° C.
Atividade de MPO no sedimento ressuspenso foi ensaiada através da medigcdo da
alteragao na absorvancia a 450 nm utilizando dicloridrato de o-dianisidina e 1% de
peroxido de hidrogénio. Os resultados foram expressos em unidades de MPO por mg

de tecido (U/mg de tecido).

413 Resisténcia elétrica transepitelial (TER)

A mucosa laringea ou esofagica de camundongos sham e NERD foram
montadas em mini-cAmaras de Ussing (area de 0,017 cm?% Mussler Scientific
Instruments, Aachen, Alemanha). Em seguida esses tecidos foram mergulhados em
ambos os lados luminal e seroso com tampao de Krebs-Henseleit, pH 7,4, 37 °C, e a
solugao foi continuamente borbulhada com mistura carbogénica (95% O2 em O2). A
RET basal foi calculada de acordo com a lei de Ohm, a partir das deflexdes de
voltagem induzidas por pulsos bipolares de corrente aplicados por meio de fios de
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platina. O sistema foi equilibrado a 37 °C, até se estabelecer uma resisténcia elétrica
basal estavel (~ 30 minutos). A solugédo no lado "luminal”" das camaras foi substituida
por uma "solugao teste": Krebs-Henseleit, pH 0.5 com 1 mg/ml de pepsina e 2 mM de
acido taurodesoxicolico. Apenas uma exposicdo a solugao-teste foi feita por cada
tecido. Como tal, cada tecido foi exposto a uma solucao-teste diferente. Os tecidos
foram expostos a solugao-teste durante 60 min, e a resisténcia elétrica transepitelial

foi continuamente medida. (Chen et al. 2012).

414 Permeabilidade epitelial a solutos

A permeabilidade epitelial foi medida em resposta a incubagdo com
fluoresceina-5 (e -6) acido sulfénico (FSA) (massa molecular relativa 576 Da;
Invitrogen), empregada como tragador permeavel que passa através das camadas
epiteliais. Mucosa laringea ou esofagica de camundongos submetidos a cirurgia foram
montadas em mini-cAmaras de difusdo com area de 0,017 cm?. FSA (1 mg/ml) sera
adicionada a camara luminal, uma amostra de 100 pl foi coletada da camara basal, e
a 30, 60 e 90 minutos. A intensidade de fluorescéncia de FSA foi determinada com
excitacao de 485 nm e emissdo de 538 nm utilizando um fluorimetro (Fluoroskan
Ascent; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Os resultados foram expressos
como a razao de intensidade de fluorescéncia em comparagao com a condi¢ao basal
(Woodland et al. 2013).

4.15 Analises estatisticas

A analise estatistica foi realizada através software GraphPad Prism.
Primeiramente foi realizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk para determinar a
normalidade dos dados. Para as analises paramétricas com no maximo dois grupos
foram utilizado o teste t de student e para analise de trés ou mais grupos foi realizado
analise de variancia (ANOVA) seguido de pds teste de bonferroni. Os resultados foram
expressos como média = Erro Padrdo da Média sendo as diferengas consideradas

estatisticamente significativas quando p < 0,05*.

5 RESULTADOS
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5.1 Peso umido do eséfago

De acordo com o nosso estudo, os animais com refluxo gastroesofagico ao
sétimo dia de cirurgia apresentaram edema esofagico (22,65 + 2,64 mg/cm), quando
comparados com o grupo sham (10,19 + 0,7858 mg/cm P < 0,05). Além disso, os
animais tratados diariamente com a GA 1% nao tiveram o peso umido do esbéfago
diminuido significativamente (17.70 £ 0.93), quando comparado aos animais do grupo
NERD. Por outro lado, os animais tratados diariamente com a GA 3% e 10% tiveram
o peso umido do esodfago diminuido significativamente (15.72 £ 0.77 e 12,92 + 0,96
mg/cm P < 0,05, respectivamente), comparado ao grupo NERD, como consta na
Figura 8A.

5.2 Atividade da Mieloperoxidase do es6fago

A atividade da MPO, outro marcador no processo inflamatdério, foi avaliada e os
resultados mostraram (Figura 8) que os animais com NERD expressaram um aumento
significativo na atividade da MPO no es6fago (18,40 + 2,17 U/mg de tecido P < 0,05)
no 7° dia em comparagao com o grupo sham (1,62 + 0,86). Por outro lado, a GA 1%
sendo administrada todos os dias ndo reduziu a enzima MPO (13,50 + 4.78 U/mg de
tecido). Enquanto a GA 3% e 10% sendo administrada todos os dias reduziram a
enzima MPO (11.13 £4.23 e 7,24 £ 4,56 U/mg de tecido P < 0,05, respectivamente).
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Figura 8. Alteracdes inflamatorias esofagicas em camundongos com NERD.
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Peso umido (A), atividade de MPO (B). Os resultados sdo expressos como media *
E.P.M de 6-7 animais por grupo e foram analisados pelo teste One-way ANOVA
seguido pelo teste de Bonferroni. #P <0,05 versus grupo sham; *P<0,05 versus grupo
NERD.

5.3 Peso umido da laringe

A figura 9 demonstra que os animais do grupo NERD, cirurgiados ao 3° dia
estabeleceram edema laringeo (peso umido) aumentado (p<0,05) como marcador
indireto de edema e possivel de ser uma alteragao inflamatdéria (46.65 + 1.59 mg/cm)
quando comparados a laringe de animais do grupo sham (36.22 + 2.74 mg/cm). Além
disso, as concentracdes de GA 1% e 3% n&o mostraram resultados significativos (49.8
+ 3.06 mg/cm e 40.78 + 1.77 mg/cm, respectivamente). Por outro lado, a
administragado diaria com GA 10%, mostrou um resultado significativo (p<0,05)
reduzindo o peso umido da laringe (37.37 £ 1.96 mg/cm), quando comparado com o
grupo NERD.

5.4 Atividade da Mieloperoxidase da laringe

Os resultados da analise de MPO mostraram que o grupo de animais NERD ao
3° dia expressaram um aumento significativo (P<0,05) na atividade de MPO da laringe
(8.93 + 0.48 U/mg de tecido) quando comparados aos animais do grupo sham (1.60
+ 0.42 U/mg de tecido). Por outro lado, os animais que que receberam tratamento
diariamente com a GA 10%, mostraram um resultado significativo (2,73+ 0,59 U/mg

de tecido), como mostra na figura 9, em que (P<0.05).
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Figura 9. Alteragdes inflamatoérias na laringe de camundongos com NERD.
Peso umido (A) e atividade de MPO (B). Os resultados sdo expressos como média *
E.P.M de 6-7 animais por grupo e foram analisados pelo teste One-way ANOVA
seguido pelo teste de Bonferroni. #P<0,05 versus grupo sham; *P<0,05 versus grupo
NERD.

5.5 Resisténcia Elétrica Transepitelial Esofagica
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A Figura 9 mostra que os animais com NERD eutanasiados no sétimo dia apos
a inducao cirurgica apresentaram alteragdes significativas na RET basal da mucosa
esofagica depois de 60 min quando exposta a uma solugao pH 0.5 contendo pepsina
e TDCA, menor (P<0,05) que os animais do grupo sham (61.5 +9.9 % e 97.8 £ 5.5
%, respectivamente). No entanto, os grupos de animais que foram tratados
diariamente com OMP ou GA 10% preveniram a diminuicado (P<0,05) da RET basal

(101.3 £ 7.2 e 91.6 £ 6.3 %, respectivamente) quando comparado aos animais do
grupo NERD.
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Figura 10. Parametro de funcdo de barreira em eséfago de camundongos,
analise de curva temporal da RETE nos tempos 0, 15, 30, 45, 60 minutos (figura A).
Andlise da RETE no minuto 60 (figura B), dos grupos Sham, NERD, OMP e GA 10%.
Os resultados sao expressos como média + E.P.M de 6-7 animais por grupo e foram
analisados pelo teste One-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. #P<0.05
NERD versus Sham; *P<0.05 OMP ou GA 10% versus NERD.

5.6 Permeabilidade Transepitelial Esofagica

Outro parametro realizado para avaliar a integridade da mucosa é a
permeabilidade, no qual a mucosa esofagica de animais do grupo NERD apresentou
um aumento significativo (P<0,05) da permeabilidade a fluoresceina apds 90 min
(235.9 + 101.5 IF), quando comparados aos animais do grupo sham (32.90 = 11.02
IF). Por outro lado, o grupo de animais que foram tratados diariamente com OMP nao
demostraram diferenca significativa (124.0 £ 50.64 IF), quando comparados ao grupo
NERD. Por outro lado, o grupo de animais que também recebeu tratamento
diariamente com GA 10% teve a passagem de fluoresceina diminuida (P<0,05) no
minuto 90 (65.26 + 27.21 IF) quando comparados ao grupo NERD, mostrando
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resultados significativos, expressos como razéo de intensidade de fluoresceina Tn/To)

figura 11.
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Figura 11. Parametro de funcdo de barreira em esd6fago de camundongos,
analise de curva temporal da Taxa de Intensidade de Fluorescéncia nos tempos 0,
30, 60 e 90 minutos (figura A), foi avaliada apds exposigdo da mucosa esofagica a uma
solugao pH 0,5 contendo pepsina e TDCA. A analise de permeabilidade a fluoresceina no
minuto 90 (figura B), dos grupos SHAM, NERD e dos tratados com OMP ou GA 10%. Os
valores foram expressos como média + E.P.M de 6-7 animais por grupo e foram
analisados pelo teste One-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. #P<0,05

versus grupo sham. *P<0, 05 versus grupo NERD.

5.7 Permeabilidade Transepitelial Laringea

A mucosa laringea de animais do grupo NERD ao 3° dia apresentou um
aumento significativo (P<0,05) da permeabilidade a fluoresceina apos 90 min (389.6
1+ 40.19 IF), quando comparados aos animais do grupo sham (86.85 + 34.06 IF). Além
disso, o grupo de animais que foram tratados diariamente com OMP demostraram
diferenga significativa (82.24 + 30.05 IF), quando comparados ao grupo NERD. De
maneira relevante, os animais que foram tratados diariamente com GA 10% tiveram
a passagem de fluoresceina diminuida (P<0,05) no minuto 90 (45.15 £ 19.44 IF)

quando comparados ao grupo NERD, mostrando resultados significativos.
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Figura 12. Parametro de fungcdo de barreira em laringe de camundongos,
analise de curva temporal da Taxa de Intensidade de Fluorescéncia nos tempos 0,
30, 60 e 90 minutos (figura A), foi avaliada apds exposi¢cao da mucosa laringea a uma
solucao pH 0,5 contendo pepsina e TDCA. A analise de permeabilidade a fluoresceina no
minuto 90 (figura B), dos grupos SHAM, NERD e dos tratados com OMP ou GA 10%. Os
valores foram expressos como média + E.P.M de 6-7 animais por grupo e foram
analisados pelo teste One-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. #P<0,05

versus grupo sham. *P<0, 05 versus grupo NERD.

6 DISCUSSAO

O presente estudo, buscou inicialmente demonstrar qual poderia ser a melhor
dose da Goma do Angico para que pudéssemos trabalhar com maior precisdo dos
resultados, com base em estudos prévios do nosso grupo de pesquisa, Araujo e
colaboradores (2015) publicaram recentemente um estudo de um polimero natural
semelhante a goma do angico, no qual as doses utilizadas assemelham-se com as do
nosso presente estudo (ARAUJO et al., 2015). Carvalho e colaboradores (2015)
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também mostraram dados semelhantes nas doses selecionadas (CARVALHO et al.,
2015). Baseado nesses dados, foram escolhidas doses logaritmicas para este estudo
e suscetivelmente por meio dos resultados obtidos no estudo, a dose de 10% sendo
escolhida como a mais eficaz. Além disso, no presente estudo, usamos um modelo
experimental para demonstrar que o refluxo gastroesofagico pode levar a inflamagéao
tanto do eséfago como também da laringe e, posteriormente, causar prejuizos na
funcéo da barreira mucosa.

Assim, o modelo de NERD foi reproduzido em camundongos por meio da
técnica padronizada por Silva e colaboradores (2017) e observado aumento do peso
umido (edema) e de niveis de MPO de animais operados e eutanasiados ao terceiro
dia (laringe) e sétimo dia (es6fago). Entao foi observado a inflamacgéo decorrente do
refluxo gastroesofagico através do aumento do PU e dos niveis de MPO. O
comprometimento da integridade da mucosa dos respectivos tecidos estudados, de
maneira que houve diminuicdo da RET basal e aumento da permeabilidade a
fluoresceina. Além do mais, o tratamento feito com GA 10% e IBP (controle positivo),
apresentaram propriedades anti-inflamatérias por reduzir edema, diminuir os niveis
de MPO, sustentar os niveis da RET basal e prevenir o aumento da permeabilidade
transepitelial.

A DRGE ¢é uma afecgdo crbnica altamente prevalente (cerca de 13% da
populacdo mundial) e de grande relevancia socioecondmica. Ela envolve todas as
faixas etarias e ambos os sexos (El-Serag et al, 2014), decorrente do refluxo
retrégrado do conteudo estomacal e/ou duodenal para o esbéfago ou partes
extraesofagicas, acarreando diversos sinais e sintomas associados ou nao a lesbes
teciduais. (BREDENOORD et al., 2013). E possivel observar na literatura que o
modelo de NERD experimental ja € bem documentado no envolvimento do receptor
TRPV1 e no efeito esdfago protetor utilizando a goma do cajueiro (SILVA et al., 2017,
NICOLAU et al., 2019). A escolha desse modelo experimental se deu por ser um
modelo que reproduz esofagite sem erosdo e que mais se assemelha com a
fisiopatologia humana, além de permitir estudos inflamatérios e de integridade da
mucosa tanto no es6fago como em 6rgaos adjacentes (NASCIMENTO, 2019).

Além do mais, na pratica clinica preconizada, o cuidado e as intervencgdes
médicas sendo farmacoldgicas e ndo farmacoldgicas atingem uma grande parcela
substancial de pacientes, porém, vale ressaltar que os fenoétipos possuem falhas na
terapia padrao ouro atualmente recomendada, os IBPs (GYAWALI, FASS, 2017). O
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maior indice de falha aos IBPs ocorre em pacientes com NERD, dessa maneira a
busca de alternativas terapéuticas tem sido explorada e esforgos direcionados a
melhoria desta lacuna da gastrenterologia clinica (FASS, DICKMAN, 2006).

A protecéao do epitélio do eséfago € uma importante ferramenta terapéutica para
preservar a integridade da mucosa, principalmente em pacientes que n&o respondem
bem a terapia com farmacos supressores de acido. Estudos demonstram a eficacia
da combinagdo de alginato (Gaviscon®) com IBPs, diminuindo a percepgéo de
sintomas persistentes relacionados ao refluxo (COYLE et al, 2017). Além disso
Woodland e colaborados (2015), demostraram que o alginato (Gaviscon®) teve
capacidade de aderir a mucosa esofagica de pacientes sintomaticos sem eroséo sendo
capaz de prevenir a queda da RET até 60 minutos.

Sabe-se também que a DRGE pode estar relacionada ou ndo a complicagoes
extraesofagicas que podem desencadear diversos sinais e sintomas, no qual nao
estdo associados diretamente ao dano esofagico, o qual resulta em alteragdes
pulmonares, tais como: Asma, Tosse crdnica, Pneumonia recorrente, Pneumonite,
Abscesso pulmonar, Apnéia em criancas, Cianose em criancas, Displasia
broncopulmonar em criancas, Crupe recorrente, Apnéia obstrutiva do sono em
adultos, Fibrose pulmonar idiopatica, doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC),
Bronquite cronica ou também alteragdes Otorrinolaringolégicas como: Laringite,
Amigdalite, Rouquid&o, Pigarro, Globo, Sensacdo de engasgo, Ulceras laringeas de
contato, Laringomalacia, Edema e eritema glético posterior, Granuloma laringeo,
Cancer laringeo, Cancer faringeo, Laringoespasmo, Estridor, Estenose subglotica,
Estenose faringea e Rinite vasomotora (GURSKI et al., 2006).

Nesse contexto, a busca por novos agentes terapéuticos, o grupo de pesquisa
do Laboratério de Estudos em Fisiofarmacologia Gastrointestinal (LEFFAG) tém se
empenhado em demonstrar alguns estudos ja realizados, sendoa goma do cajueiro
(Anacardium ocidentalle) um forte candidato para o tratamento da DRGE, no qual foi
visto que a goma de caju apresenta efeitos benéficos tanto na mucosa esofagica quanto na
laringea em diferentes cenarios experimentais (Nicolau et al., 2019; Figueiredo et al., 2018).
Utilizando bidpsias de esbéfago de pacientes sintomaticos sem erosdo, Nicolau e
colaboradores (2019) mostraram que a goma do cajueiro preveniu a queda da RET e
a permeabilidade paracelular aumentada, por mecanismos dependentes de
bioadesao ao epitélio esofagico (Nicolau et al., 2019). Seguindo na mesma linha,
Sales e colaboradores (2018), do mesmo grupo de pesquisa LEFFAG, mostraram que
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a aplicagao topica do polissacarideo sulfatado da Gracilaria Caudata previne as
alteracdes da integridade da mucosa esofagica (RET e Permeabilidade) de pacientes
NERD provocadas pela exposi¢cao a solugcao acida pH 2.0 contendo sais biliares e
pepsina, porém esse efeito protetor mostrou-se parcial nos pacientes com esofagite
erosiva (Sales et al., 2018).

Por meio desses trabalhos anteriores, seguimos neste mesmo caminho de
pesquisa dos nossos colaboradores do LEFFAG, propusemo-nos a investigar o efeito
da GA na DRGE em um modelo experimental. A GA, um produto natural que
apresenta potencial terapéutico reconhecido pela medicina popular com o uso de
xarope preparado com a planta, auxilia no tratamento de doengas do trato respiratério
(tosse, rouquidao, bronquite), aplicagao no tratamento de afecg¢des inflamatérios em
diferentes tecidos (MONTEIRO et al., 2006; DE ALBUQUERQUE; OLIVEIRA, 2007).
O polissacarideo da GA apresenta importantes propriedades farmacolégicas, tais
como, atividade antioxidante (MELO et al., 2010; DA SILVA et al., 2011; DAMASCENA
et al., 2014; MOTA et al., 2017), atividade cicatrizante (WEBER et al., 2011), além de
produzir géis com bioadesividade (SILVA, RODRIGUES E PAULA 1998).

No presente trabalho, foi observado que os animais NERDS apresentaram
edema esofagico e laringeo acentuado, quando comparados com o grupo sham,
enquanto os animais tratados com a GA 10% tiveram os valores de PU reduzidos em
relacdo ao grupo com NERD. A participacédo da resposta inflamatéria que surge pelo
contato entre mucosa da laringe ou eséfago e material gastrico refluido, péde ser
avaliada por meio da alteracao dos niveis da atividade da MPO, enzima presente nos
granulos azurodfilos de neutréfilos. Animais com NERD apresentaram aumento da
atividade da MPO esofagica e laringea, contudo, animais tratados diariamente com a
GA 10% tiveram uma redugdo da atividade desta enzima que € um marcador da
presencga de neutrofilos no tecido.

Em um estudo com abordagem translacional, ou seja, uma parte realizada com
animais de laboratério e a outra em bidpsias de eséfago humano, foi demonstrado
que o acido sozinho (ou em combinagao com a pepsina e/ou acidos biliares) é capaz
de induzir esofagite. Componentes presentes no refluxato sdo potencialmente lesivos
a mucosa esofagica e laringea, além de acionarem uma resposta inflamatéria nos
respectivos 6rgaos, estes materiais gastricos em contato com a parede esofagica ou
da laringe podem comprometer, gerar um processo inflamatério e prejudicar a
integridade da mucosa (SEREG et al., 2015; FARRE et al., 2008).
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Em um outro estudo realizado por Oshima e colaboradores (2012), foi
demonstrado em um modelo de cultura de células esofagicas humanas em 3D que o
acido pode causar a queda da RETE do epitélio esofagico acompanhado da perda da
expressao da claudina-4, uma proteina do complexo juncional que promove adeséo
paracelular (OSHIMA et al., 2012). Nado somente a acidez, mas a pepsina também
tem um papel bastante importante e que ja € conhecida por degradar as proteinas do
complexo juncional, podendo também prejudicar proteinas vitais que estdo na
superficie das células epiteliais (THANGARAJAH et al., 2002). Dessa maneira, a
digestéo péptica das proteinas juncionais aumentam a permeabilidade da mucosa,
assim facilitando a entrada de ions de hidrogénio na mucosa, e torna as células nas
camadas profundas do epitélio estratificado esofagico vulneraveis ao ataque de acido
(ORLANDO, 2008).

Semelhante a isto, Pardon e colaboradores (2016) mostraram que mesmo em
eventos de refluxo no qual o conteudo era fracamente acido (pH 5), aparente aqueles
presentes em pacientes que fazem uso de IBPs, solugdes contendo sais biliares tem
a capacidade de alterar a integridade da mucosa esofagica. Os autores também
demonstraram que a presenca de sais biliares promove um aumento dos EID, causam
danos no material genético (sugestivo do processo apoptético) e promove queda na
RETE da mucosa esofagica (PARDON et al., 2016). Esses dados em conjunto
direcionam a utilizar um sistema aquoso que contém acidez, pepsina e sais biliares,
assim pode mimetizar bem as condi¢des do refluxato que causam prejuizo a
integridade da mucosa laringea e esofagica.

Na realizacdo de nossos estudos acerca da funcdo de barreira, obtivemos
resultados relevantes no qual a GA 10% foi capaz de prevenir no tecido esofagico a
queda da RETE nos animais tratados com ela durante 60 min de exposi¢cao ao acido,
enquanto tanto o grupo NERD quanto o grupo sham tiveram diminuigdo na RETE.
Outro achado importante foi 0 experimento de permeabilidade transepitelial, no qual
a GA 10% foi capaz de diminuir consideravelmente a permeabilidade da fluoresceina
a mucosa esofagica e laringea, comparada ao grupo NERD. Assim esses dados em
conjunto indicam que a GA é um possivel protetor da integridade tanto da mucosa
esofagica como da laringe.

Nesta perspectiva, temos como hipétese de que a GA pode ser um tratamento
promissor para DRGE, especialmente ao subtipo NERD. Neste trabalho,
reconhecemos a existéncia de algumas limitagdes, pois 0 mecanismo de acédo da GA



50

ainda nao é totalmente esclarecido em modelo de NERD, além do mecanismo da
fisiopatologia do RLF ndo estda bem elucidado. Também a necessidade de se
preencher algumas lacunas que ficaram vazias, de maneira que ha necessidade de
maiores pesquisas que explorem e estudem o tratamento da DRGE, principalmente
aqueles que utilizam produtos naturais que podem ser utilizados como coadjuvantes
aos tratamentos convencionais ou até mesmo os substituam, assim diminuindo os
efeitos adversos causados por IBP’s, com isso a GA vem como um possivel

tratamento promissor por possuir caracteristicas benéficas ao paciente.

7 CONCLUSAO

A Goma do Angico na concentragdo de 10% reduziu a resposta inflamatéria
tanto na laringe como no eséfago de camundongos com NERD, tais como: edema
esofagico, atividade de MPO e foi capaz de proteger a integridade da mucosa
esofagica, sustentando os niveis de RET basal e preveniu o aumento da
permeabilidade transepitelial basal da laringe e do es6fago. Porém, mais estudos

sobre o mecanismo de acado da GA sao necessarios.
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