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“O mais corajoso dos atos ainda é pensar 

com a própria cabeça” 
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RESUMO 

Introdução: A doença do refluxo gastroesofágico (DRGE) é prevalente e está 
associada a síndromes esofágicas e extraesofágicas, que incluem várias 
condições pulmonares. A DRGE pode levar a complicações pulmonares através 
dos mecanismos de microaspiração ou espasmo das vias aéreas mediado pelo 
nervo vagal. Neste sentido a cirurgia antirrefluxo melhora os resultados de 
algumas complicações pulmonares da DRGE, entretanto não existe uma terapia 
medicamentosa eficaz e/ou menos invasiva para tratar esta afecção secundária 
ao refluxo. Objetivo: No presente estudo, objetivamos avaliar o efeito da 
pepstatina, um inibidor de pepsina na proteção das alterações inflamatórias e 
funcionais pulmonares secundária ao refluxo gastroesofágico em camundongos. 
Materiais e Métodos: O modelo cirúrgico de refluxo consiste em subestenose 
pilórica e ligadura do fundo gástrico em camundongos swiss. Primeiramente, foi 
realizado um curso temporal para definir o dia com maior inflamação pulmonar. 
Os grupos experimentais foram: sham (falso operado) foi o controle, DRGE 
experimental 7 dias, DRGE experimental 21 dias e DRGE experimental 28 dias, 
pós cirurgia. Ao final destes dias, os animais foram eutanasiados e os pulmões 
removidos para mensuração do peso úmido (PU), atividade de Mieloperoxidade 
(MPO), dano histológico (alveolite e fibrose), citocinas IL-6, KC e IL-10, 
concentrações de glutationa (GSH), níveis de malondialdeídeo (MDA), óxido 
nítrico, através da relação nitrato/nitrito (NO3/NO2) e teor de hidroxiprolina. Além 
disso, a função pulmonar foi avaliada por espirometria (fluxo expiratório [FE] e 
volume por minuto [VM]) e por fim avaliada a contratilidade traqueal (KCL e 
CCH). Em outros grupos experimentais, os animais foram tratados diariamente 
com pepstatina (inibidor de pepsina, 0,3 mg/kg via gavagem), omperazol (inibidor 
da bomba de prótons, 40mg/kg via intraperitoneal) ou soro fisiológico (controle). 
Ao final de 28 dias, os animais foram eutanasiados e os mesmos parâmetros 
foram avaliados. Resultados: Foi observado que o grupo DRGE 28 dias teve 
aumento significativo (P < 0,05) no PU e MPO quando comparado ao sham e ao 
grupo DRGE 21 dias. A partir destes resultados o modelo no 28°dia foi 
selecionado para os experimentos seguintes. Ao verificar os danos 
histopatológicos (alveolite e fibrose), citocinas IL-6, KC e IL-10, GSH, MDA e 
NO3/NO2 e teor de hidroxiprolina, foi observado que o grupo DRGE 28 dias 
apresentou diferenças significativas (P < 0,05) quando comparados ao sham. 
Em relação a função pulmonar foi visto que em animais do grupo DRGE 28 dias 
obtiveram uma diminuição significativa (P < 0,05) no FE e VM, quando 
comparados aos animais do grupo sham. A cerca da contratilidade traqueal, foi 
observado no grupo DRGE 28 dias apresentou maior reatividade (P < 0,05), 
tanto pelo KCl quanto por CCH quando comparado ao grupo sham. A inibição da 
pepsina protegeu parcialmente o pulmão contra as alterações inflamatórias, 
atividade pró-oxidante, fibrótica, função pulmonar e contratilidade traqueal, 
quando comparado ao grupo DRGE 28 dias. Conclusão: O refluxo 
gastroesofágico experimental em camundongos induziu de forma secundária a 
inflamação, atividade pró-oxidante, fibrótica, disfunção pulmonar, contratilidade 
e a inibição da atividade da pepsina foi capaz de proteger parcialmente o pulmão 
contra o refluxo. 
 
Palavras-Chave: Doença do refluxo gastroesofágico, Refluxo extraesofágico, 

Fibrose Pulmonar, Pepsina.  



 

ABSTRACT 
 

Introduction: Gastroesophageal reflux disease (GERD) is prevalent and 
associated with esophageal and extraesophageal syndromes, which include 
various pulmonary conditions. GERD can lead to pulmonary complications 
through the mechanisms of microaspiration or spasm of the airways mediated by 
the vagal nerve. In this sense, antireflux surgery improves the results of some 
pulmonary complications of GERD, however there is no effective and/or less 
invasive drug therapy to treat this condition secondary to reflux. Objective: In the 
present study, we aimed to evaluate the effect of pepstatin, a pepsin inhibitor, in 
the protection of pulmonary inflammatory and functional alterations secondary to 
gastroesophageal reflux in mice. Materials and Methods: The surgical model of 
reflux consists of pyloric substenosis and gastric fundus ligation in swiss mice. 
First, a time course was performed to define the day with the highest lung 
inflammation. The experimental groups were: sham (sham operated) was the 
control, experimental GERD 7 days, experimental GERD 21 days and 
experimental GERD 28 days after surgery. At the end of these days, the animals 
were euthanized and the lungs were removed for measurement of wet weight 
(PU), Myeloperoxide (MPO) activity, histological damage (alveolitis and fibrosis), 
cytokines IL-6, KC and IL-10, concentrations of glutathione (GSH), 
malondialdehyde (MDA) levels, nitric oxide, through the nitrate/nitrite ratio 
(NO3/NO2) and hydroxyproline content. In addition, lung function was assessed 
by spirometry (expiratory flow [EF] and volume per minute [MV]) and finally 
tracheal contractility (KCL and CCH). In other experimental groups, the animals 
were treated daily with pepstatin (pepsin inhibitor, 0.3 mg/kg via gavage), 
omperazol (proton pump inhibitor, 40mg/kg via intraperitoneally) or saline 
solution (control). At the end of 28 days, the animals were euthanized and the 
same parameters were evaluated. Results: It was observed that the GERD 28 
days group had a significant increase (P < 0.05) in PU and MPO when compared 
to the sham and the GERD 21 days group. From these results the model on the 
28th day was selected for the following experiments. When checking the 
histopathological damage (alveolitis and fibrosis), cytokines IL-6, KC and IL-10, 
GSH, MDA and NO3/NO2 and hydroxyproline content, it was observed that the 
GERD 28 days group showed significant differences (P < 0, 05) when compared 
to sham. Regarding pulmonary function, it was seen that in animals of the GERD 
group 28 days had a significant decrease (P < 0.05) in EF and MV, when 
compared to animals of the sham group. Regarding tracheal contractility, it was 
observed in the GERD group 28 days showed greater reactivity (P < 0.05), both 
by KCl and by CCH when compared to the sham group. Pepsin inhibition partially 
protected the lung against inflammatory changes, pro-oxidant and fibrotic activity, 
lung function and tracheal contractility, when compared to the GERD group at 28 
days. Conclusion: Experimental gastroesophageal reflux in mice induced 
secondary inflammation, pro-oxidant, fibrotic activity, lung dysfunction, 
contractility and inhibition of pepsin activity was able to partially protect the lung 
against reflux. 
 
Keywords: Gastroesophageal reflux disease, extraesophageal reflux, 
Pulmonary Fibrosis, Pepsin. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A doença do refluxo gastroesofágico (DRGE) é uma condição clínica 

desenvolvida quando o conteúdo gástrico retorna ao esôfago, causando 

sintomas como azia, regurgitação e dor retroesternal (VAKIL et al., 2006). 

Estima-se que aproximadamente 13% da população mundial tenha sintomas de 

DRGE e que seja uma das desordens gastrointestinais que tendem mais a 

crescer no mundo (EUSEBI et al., 2018; RICHTER; RUBENSTEIN, 2017). 

Os principais fatores para o desenvolvimento da DRGE são: disfunção do 

esfíncter esofágico inferior (EEI), hérnia hiatal, aumento do número de 

relaxamentos transitórios do esfíncter esofágico inferior (RTEEI), presença da 

bolsa ácida e o retardo do esvaziamento gástrico. Além disso, o estilo de vida 

surge como um fator de risco para pré-disposição da DRGE, assim a ingestão 

de alimentos cítricos, álcool, chocolate, cafeína, dieta rica em gordura, comer 

antes de deitar, dormir em decúbito dorsal e obesidade, contribuem para 

desencadear manifestações esofágicas e extraesofágicas (CHEN; BRADY, 

2019; KATZ et al., 2013). 

Evidências epidemiológicas, experimentais e clínicas mostram que a DRGE 

está associada a doenças respiratórias crônicas, como fibrose pulmonar 

idiopática (FPI), tosse crônica e asma (ROBINSON; DI MANGO, 2014; 

DURAZZO et al., 2020). Essas doenças compartilham características comuns de 

inflamação das vias aéreas, que podem ser exacerbadas por processos como a 

produção de células mesenquimais de moduladores imunológicos (BOORSMA 

et al., 2014; ALKHOURI et al., 2014), dano epitelial, fibrose, hiperplasia, 

hipertrofia de células musculares lisas e hiperemia do tecido pulmonar (ISLAMI 

et al., 2014). 

As manifestações extraesofágicas podem ser causadas devido à aspiração 

do conteúdo gástrico ou pela estimulação do nervo vago. Acredita-se que nos 

distúrbios respiratórios a microaspiração crônica de pequenas quantidades do 

conteúdo gástrico após o refluxo pode causar lesões repetitivas e por fim 

ocasionar fibrose pulmonar (HOM; VAEZI, 2013). Embora tenha-se demonstrado 

que o fluido gástrico pode servir como um fator pró-inflamatório e pró-fibrótico, 

existe uma lacuna para esclarecer os mecanismos e a relação causal entre 
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aspiração do fluido gástrico e doenças pulmonares. 

Portanto, pesquisas pré-clínicas, têm sido realizadas no intuito de 

compreender os mecanismos fisiopatológicos. Neste sentido, um dos primeiros 

estudos realizados com esse propósito, foi de Apell e colaboradores (2007), no 

qual os autores caracterizaram a resposta imune inata à aspiração crônica em 

um modelo animal, onde instila-se o conteúdo gástrico de forma endotraqueal 

em ratos. Observaram que a aspiração crônica iniciou uma resposta inflamatória 

que consiste em macrófagos e células T e caracterizada por aumento de TGF-

β, TNF-α, IL-1α, IL-1β, IL-2 e fibrose no pulmão. Posteriormente, Fekri e 

colaboradores (2014) mostraram que após a administração individual dos 

componentes gástricos (ácido, sais biliares e pepsina) de forma endotraqueal em 

ratos, causaram aumento de citocinas inflamatórias e fibrose de forma diferente 

entre os grupos trabalhados (FEKRI et al., 2014).  

Estudos mais recentes, demostraram também que componentes não 

ácidos, como os sais biliares, podem se tornar protagonistas na patogênese da 

FPI. Um estudo in vivo pré-clínico, demonstrou que a microaspiração de dois 

ácidos biliares, chenodeoxicólico (CDCA) e deoxicólico (DCA), pode promover o 

desenvolvimento de fibrose pulmonar (CHEN et al., 2017). Um outro estudo, in 

vitro, demonstrou que o CDCA estimula a liberação de TGF-β das células 

epiteliais das vias aéreas, levando à proliferação de fibroblastos, o que pode 

contribuir notavelmente para o desenvolvimento de fibrose das vias aéreas. 

Esses achados indicam que a microaspiração crônica de ácidos biliares pode ser 

um mecanismo desencadeante da fibrose pulmonar (CHEN et al., 2016). 

Um outro componente gástrico, a pepsina, também tem um papel 

importante na inflamação e fibrose, podendo agravar os mecanismos patológicos 

extraesofágicos. Há tempos que estudos relatam que na presença de ácido, a 

pepsina, pode causar o desnudamento do epitélio laríngeo com subsequente 

vazamento de membrana, bem como induzir a produção de citocinas 

inflamatórias (BULMER et al., 2010). Como também em ambientes não ácidos, 

promovem a diferenciação e migração de macrófagos, bem como induzem 

citocinas pró-inflamatórias no tecido tonsilar (KIM et al., 2016). Além disso, foi 

relatada há muito tempo como um marcador de aspiração gástrico-pulmonar 

demostrando associação com a DRGE e um vilão na rejeição pulmonar após 

transplante (FARRELL et al. 2006; STOVOLD et al. 2007). Entretanto, ainda não 
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se sabe se está enzima é simplesmente um biomarcador ou se desempenha um 

papel fundamental na fisiopatologia da doença pulmonar (HURLEY et al., 2019). 

Tendo em vista estas alterações moleculares causadas pelo conteúdo 

gástrico, surge um debate significativo sobre o papel da supressão ácida na 

prevenção de danos relacionados à pepsina nas superfícies mucosas. Como a 

pepsina é ativada em pH baixo, há um benefício hipotético em aumentar o pH 

gástrico usando inibidores da bomba de prótons (IBPs) para reduzir os danos 

relacionados ao ácido, no entanto, o tratamento com IBP não diminui a 

frequência de refluxo e microaspiração, apenas altera a acidez gástrica 

(MERTENS et al., 2010; HURLEY et al., 2019). Neste contexto, uma revisão 

sistemática demonstrou que não há evidências suficientes para concluir que 

medicações antiácidas melhoram os resultados respiratórios em pacientes, 

assim, não há uma terapia totalmente eficaz para o tratamento de DRGE e 

associações extraesofágicas pulmonares e, portanto, novos estudos são 

fundamentais para elucidar o papel das medicações utilizadas (KHOR et al., 

2022). 

Diante dessas premissas, a finalidade deste trabalho foi, através de um 

modelo animal de DRGE experimental, desenvolvido por Silva e colaboradores 

(2017), explorar ainda mais os efeitos inflamatórios, pró-oxidantes, pró-fibróticos, 

funcionais do pulmão e reatividade traqueal, devido a microaspiração crônica do 

conteúdo gástrico. Como também utilizar um inibidor específico de pepsina 

(pepstatina) para avaliar o papel desta enzima no mecanismo fisiopatológico de 

distúrbios extraesofágicos. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO  

 

2.1 ASPECTOS GERAIS DA DOENÇA DO REFLUXO GASTROESOFÁGICO 

(DRGE) 

 

A doença do refluxo gastroesofágico (DRGE) é definida pelo American 

College of Gastroenterology como “sintomas crônicos ou danos à mucosa 

produzidos pelo refluxo anormal do conteúdo gástrico para o esôfago” (figura 1) 

(DENT et al., 1999). Azia é um dos sintomas mais comuns da DRGE e estima-

se que entre 20% e 40% dos pacientes com pirose terão diagnóstico de DRGE 

(PATRICK, 2011).  

 

Figura 1. Refluxo gastroesofágico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                         Fonte: www.medicinanet.com  

 

A prevalência da DRGE, é caracterizada por uma combinação de sintomas 

(pirose e/ou regurgitação) por pelo menos uma vez por semana. Estima-se que 

aproximadamente 13% da população mundial tenha sintomas de DRGE. 

Entretanto estudos epidemiológicos são escassos (figura 2), e os existentes 

abrangem uma alta heterogeneidade, assim é estimado que a prevalência de 

DRGE parece ser mais alta no sul da Ásia e no sudeste da Europa, atingindo 

cerca de 25% da população e menor no sudeste asiático, Canadá e França 

(cerca de 10%) (RICHTER; RUBENSTEIN, 2018). Nos EUA a prevalência é 

estimada entre 18,1% e 27,8%. Neste sentido, estudos mostram que a incidência 

http://www.medicinanet.com/
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de DRGE é de aproximadamente 5 por 1.000 pessoas-ano, assim, estima-se 

que a DRGE pode tornar umas das desordens gastrointestinais que tendem mais 

a crescer no mundo, decorrente do estilo de vida, principalmente pelos hábitos 

alimentares (EUSEBI et al., 2018).   

 

Figura 2. Prevalência mundial da doença do refluxo gastroesofágico. 

Fonte: RICHETER; RUBENSTEIN, 2018. 

 

No Brasil, pesquisas epidemiológicas são insuficientes para demonstrar a 

real situação da DRGE. Entretanto, o estudo mais recente e fidedigno foi 

realizado por Moraes-Filho e colaboradores (2005), no qual objetivou avaliar a 

prevalência de pirose na população urbana brasileira. Envolveu 22 cidades 

brasileiras, composta por uma amostra de 13.959 indivíduos. Os autores 

demonstraram que a prevalência de DRGE no Brasil foi de aproximadamente 

11,3%, tendo predomínio do sexo feminino e que a pirose está associada ao 

aumento de idade, sendo hábitos alimentares um fator importante para o sintoma 

uma vez por dia (MORAES-FILHO et al., 2005). 

 

2.1.1 Fisiopatologia 

 

O refluxo ácido, comumente é fisiológico e geralmente ocorre após as 

refeições e o esôfago depura o ácido refluído através do peristaltismo. O 

funcionamento normal do esfíncter esofágico inferior (EEI) atua como uma 

barreira antirrefluxo protegendo o esôfago do conteúdo gástrico. Para que o EEI 
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funcione adequadamente, a junção gastroesofágica depende do diafragma 

crural como auxílio, atuando como um esfíncter externo (PATRICK, 2011). 

Os mecanismos de proteção contra o refluxo gastroesofágico (RGE) 

incluem: a) gravidade, a postura ereta em humanos, permite que aumente o 

esvaziamento ácido; b) peristaltismo, esvazia o conteúdo refluído do esôfago, e 

c) saliva, que tem um pH neutralizante em torno de 6,0. Já os fatores que 

contribuem para a DRGE estão expressos na figura 3: disfunção do EEI, hérnia 

hiatal, aumento do número de relaxamentos transitórios do esfíncter esofágico 

inferior (RTEEI), depuração esofágica ineficaz, presença de bolsa de ácido e 

retardo do esvaziamento gástrico (CHEN; BRADY, 2019).   

 

Figura 3. Potenciais mecanismo patogênicos que contribuem para DRGE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                        Fonte: Figura adaptada (CHANG; FRIEDENBERG, 2014) 

 

2.1.1.1 Disfunção do EEI 

 

O EEI está localizado na extremidade distal do esôfago, que se fecha (com 

pressão média de cerca de 20 mmHg) em repouso e se abre com a deglutição. 

O gatilho mais comum do refluxo ácido fisiológico é o relaxamento espontâneo 

do EEI, geralmente desencadeado pela distensão gástrica após as refeições. 

Estudos têm demonstrado que a pressão basal do EEI é um fator fisiopatológico 

menos relevante para a DRGE, pois apenas uma minoria dos pacientes com 
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DRGE apresenta pressão do EEI constantemente baixa (MITTAL et al., 1995). 

 

2.1.1.2 Relaxamento Transitório do Esfíncter Esofágico Inferior 

 

É o principal mecanismo de refluxo ácido e não ácido em indivíduos 

saudáveis e pacientes com DRGE. Esses RTEEI são reflexos mediados pelo 

nervo vagal e acredita-se que desempenhem um papel importante na 

fisiopatologia da DRGE, pois muitos estudos mostram que a maioria dos 

episódios de refluxo ocorre durante os RTEEI (SINGHAL & KHAITAN, 2014). 

Ocorrem principalmente no período pós-prandial e na posição vertical, são 

desencadeados pela distensão gástrica e servem para liberar o gás do estômago 

após as refeições (MITTAL et al., 1995). São mais frequentes com esvaziamento 

gástrico retardado, refeições ricas em gordura e dietas ricas em carboidratos 

indigeríveis devido à fermentação cólica (PICHE et al., 2003). Em pacientes com 

DRGE, os RTEEI são duas vezes mais propensos a estarem associados ao 

refluxo ácido (CHEN; BRADY, 2019). 

 

2.1.1.3 Bolsa ácida 

 

O conceito bolsa ácida foi introduzido pela primeira vez por Fletcher e 

colaboradores (2001) com a hipótese de que a bolsa ácida é formada como 

resultado da má mistura do ácido estimulado pela refeição com o quimo no 

estômago proximal. Devido ao baixo tamponamento das refeições nessa região 

este fenômeno foi denominado “bolsa ácida” (FLETCHER et al., 2001).  

Desde a descrição da bolsa de ácido, numerosos estudos confirmaram sua 

existência. É importante ressaltar que a margem proximal da bolsa ácida pode 

se estender ou cruzar o EEI, e a bolsa ácida correlaciona-se com a presença e 

o tamanho de uma hérnia hiatal (PANDOLFINO et al., 2007, KAHRILAS et al., 

2013). Estudos subsequentes mostraram que a bolsa ácida é significativamente 

maior em pacientes com DRGE, e seu tamanho e localização são muito 

influenciados pela presença de uma hérnia hiatal (BEAUMONT et al., 2010).  
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2.1.1.4 Hérnia hiatal 

 

A hérnia hiatal é a protusão do estômago através do esfíncter esofágico 

inferior e está envolvida na patogênese da DRGE, afetando tanto a função do 

EEI quanto a depuração esofágica, influenciando o tamanho e a posição da bolsa 

ácida, portanto, aumentando a exposição ácida no esôfago. A maioria das 

hérnias hiatais são assintomáticas e muitas vezes são descobertas 

acidentalmente. Em uma proporção relativamente menor nos pacientes, as 

hérnias podem predispor ao refluxo ou até piorar uma condição de refluxo 

existente (HYUN; BAK 2011, XIANG et al 2018).  

A fisiopatologia geral da hérnia hiatal inclui sangramento ocasional de 

esofagite e úlceras associadas, que podem resultar em anemia. Neste sentido é 

classificada em tipos: A hérnia hiatal tipo I é o tipo mais comum e incluem perda 

de hemoglobina, refluxo ácido, regurgitação, disfagia, dor torácica e tosse 

crônica. A hérnia hiatal tipo II é responsável por muitas complicações, algumas 

das suas características são: anemia, resultante do crescimento semelhante a 

uma úlcera ao longo do revestimento do estômago, refluxo ácido pós-prandial e 

dor torácica. A condição da doença envolve um atraso na deglutição, devido à 

digestão lenta e ao esvaziamento do esôfago e do estômago 

(PARAMESWARAN et al., 2006; KAVIC et al., 2006). As hérnias hiatais tipo III 

associam-se a um impedimento na terminação esofágica, resultando em 

regurgitação de alimentos não digeridos e sangue às vezes. Isso também pode 

levar a dor torácica subesternal, simulando uma dor de origem cardíaca. A hérnia 

hiatal tipo IV associa-se principalmente com acidez e úlcera péptica. 

(PARAMESWARAN et al., 2006; KAVIC et al., 2006)  

 

2.1.1.5 Fatores de Risco pra DRGE 

 

Os sintomas de refluxo ácido são frequentemente desencadeados por 

fatores de estilo de vida, como: exercícios, levantamento de peso, alimentos 

específicos, incluindo uma dieta rica em gordura (esvaziamento gástrico 

retardado), alimentos que reduzem a pressão do EEI (álcool, chocolate, hortelã-

pimenta, cafeína e cebola) e alimentos ácidos (cítricos, produtos de tomate e 

bebidas carbonatadas), comer imediatamente antes de deitar, dormir em 
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decúbito dorsal e obesidade. (KATZ et al., 2013). Assim todos esses fatores 

contribuem para desencadear manifestações esofágicas e extraesofágicas da 

DRGE.  

 

2.1.2 Manifestações Extraesofágicas da DRGE 

 

Estima-se que um terço dos pacientes com DRGE pode apresentar 

sintomas atípicos (figura 4), como: dor torácica não cardíaca, sendo a queixa 

mais comum (23,1%), seguida de manifestações pulmonares (bronquite—

14,0%, asma—9,3 %) e sintomas de cabeça e pescoço (rouquidão—14,8%, 

sensação globosa—7,0%). A prevalência de distúrbios extraesofágicos em 

pacientes que não se queixam de sintomas típicos é difícil de definir, devido à 

maior dificuldade de estabelecer o diagnóstico correto. Estima-se que entre 20% 

a 60% dos pacientes com DRGE apresentam sintomas de cabeça e pescoço 

sem qualquer azia considerável. Assim, o diagnóstico de manifestações 

extraesofágicas relacionadas à DRGE requer uma forte colaboração entre 

especialistas para excluir causas alternativas (JASPERSEN et al., 2003 

DURAZZO et al., 2020).  

 

Figura 4. Apresentação extraesofágica da doença do refluxo gastroesofágico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                            Fonte: Figura Adaptada (DURAZZO et al., 2020).  
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Neste contexto, existem dois mecanismos que têm sido propostos para 

explicar as manifestações atípicas relacionadas à DRGE: a) dano direto induzido 

pela aspiração de materiais gástricos e dano indireto, que é mediado pelo nervo 

vago (figura 5). Na hipótese de um estímulo direto, o resultado da exposição 

direta pelo conteúdo gástrico (ácido, pepsina e ácidos biliares) por 

microaspiração, causa afecções como: asma, tosse crônica, rouquidão, otite 

média, perda erosão dentário, fibrose pulmonar idiopática, pneumonia 

recorrente, bronquite crônica e até síndrome da morte súbita infantil (HOM; 

VAEZI, 2013; PARK et al., 2021). A hipótese de um mecanismo indireto baseia-

se na estimulação de receptores sensíveis ao ácido esofágico, onde inicia sinais 

aferentes no nervo vago levando uma constrição reflexa não apenas dos 

músculos lisos do esôfago, mas também dos músculos lisos das vias aéreas, 

ocasionando distúrbios pulmonares (TOKAYER et al., 2008; HOM; VAEZI, 

2013). 

 

Figura 5. Os dois mecanismos subjacentes à fisiopatologia das manifestações 

extraesofágicas da doença do refluxo gastroesofágico. 

 

Fonte: Figura Adaptada (HOM; VAEZI et al., 2013)  
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2.2 MANIFESTAÇÕES PULMONARES RELACIONADO A DRGE 

 

2.2.1 Tosse Crônica 

 

A tosse é definida como crônica quando persiste por mais de 8 semanas, 

tosse de duração muito mais longa é definida como tosse crônica refratária 

(BROERS et al., 2018). Causas comuns de tosse crônica são efeitos colaterais 

devido a drogas comumente usadas (especialmente inibidores da enzima 

conversora de angiotensina [ECA]), traqueobroncomalácia, doença pulmonar 

obstrutiva crônica (DPOC), bronquiectasias, asma, apneia obstrutiva do sono, 

rinossinusite e DRGE (GOOD et al., 2018).  

Quando a DRGE causa tosse, os sintomas gastrointestinais podem estar 

ausentes em até 75% das vezes, tornando o diagnóstico mais desafiador 

(IRWIN; MADISON, 2002; EASTBURN; KATELARIS; CHANG, 2007). Além 

disso, tosse e DRGE são doenças comuns e muitas vezes coexistem, vários 

estudos sugerem uma relação significativa entre tosse crônica e DRGE, com 

taxas de prevalência de 30% a 50%, mas a associação não implica uma relação 

causal em todos os casos. A associação temporal entre episódios de refluxo e 

tosse pode ajudar a abordar corretamente a tosse crônica ao refluxo, embora 

falte um padrão ouro no diagnóstico (HOM; VAEZI, 2013). 

Quando a DRGE causa tosse por irritação da laringe, a laringoscopia pode 

demonstrar sinais consistentes com “laringite de refluxo” (laringite posterior com 

aritenóides vermelhas). À broncoscopia, detecta anormalidades consistentes 

como aspiração, estenose subglótica, traqueobronquite hemorrágica e eritema 

de brônquios subsegmentares (ATES; VAEZI, 2013)  

Os IBPs são o tratamento mais comum usado na suspeita de tosse crônica 

induzida por DRGE. Vários estudos mostraram melhora da tosse crônica com 

esse tratamento; no entanto, um recente ensaio clínico randomizado não 

mostrou diferenças entre IBPs e placebo. Uma possível explicação pode ser 

encontrada no pequeno tamanho da amostra incluída e no efeito prejudicial da 

pepsina e sais biliares que independem do ácido para causar danos inflamatórios 

na mucosa (SHAHEEN et al., 2011).  

Assim a utilização dos IBPs, resolvem os sintomas gastrointestinais 

geralmente após 4 a 8 semanas de tratamento, entretanto, a literatura sugere 
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que a melhora da tosse associada ao refluxo pode levar até 3 meses. 

Geralmente, uma resposta positiva aos IBPs é evidente em poucas semanas, 

sendo o indicador mais forte para a resolução da doença. Desde modo é crucial 

reavaliar rapidamente a resposta do paciente para evitar o uso prolongado de 

terapias inúteis (MICHAUDET; MALATY, 2017). 

 

2.2.2 Asma 

 

Outra doença bastante associada a DRGE é a asma. Definida pela 

American Thoracic Society (ATS) como “uma condição com histórico de crises 

discretas de sibilos, tosse ou dispneia e aumento do volume expiratório forçado 

em um segundo (VEF1) de 20% da linha de base após administração de 

broncodilatador ou diminuição do VEF1 de 20% após broncoprovocação com 

metacolina” (REDDEL et al., 2009).  

O refluxo gastroesofágico tem sido proposto como desencadeante da 

asma, mesmo quando clinicamente silenciosa, assim, um tratamento eficaz do 

refluxo poderia melhorar o controle da asma (STEIN, 2003; TANNER et al 2022). 

Uma associação significativa entre asma e DRGE tem sido demonstrada em 

estudos epidemiológicos, onde até 50% dos pacientes com asma apresentam 

DRGE associada (JASPERSEN et al., 2003; DURAZZO et al., 2020). No entanto, 

a prevalência de asma em pacientes com DRGE ainda é incerta (BROERS et 

al., 2018).  

 Da mesma forma que os desafios encontrados na tosse crônica, o 

diagnóstico de asma relacionada à DRGE é difícil: endoscopia digestiva alta, pH 

impedância e teste de IBPs quando positivo, nem sempre demonstram a 

associação entre as doenças. O refluxo silencioso e o refluxo noturno são 

altamente prevalentes em pacientes com asma e sintomas respiratórios. Durante 

o sono, faltam as respostas protetoras usuais, assim aumentando os danos 

provocados pelos refluxos (GISLASON et al., 2002; KANG et al., 2022). 

Embora os IBPs tenham demonstrado superioridade sobre os 

bloqueadores H2 na cura da esofagite, a eficácia dos primeiros no tratamento da 

asma relacionada à DRGE ainda é motivo de debate: alguns estudos relatam 

melhora dos sintomas e da função pulmonar com o tratamento do refluxo, 

enquanto outros não demonstraram este efeito. Em uma revisão sistemática, foi 
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investigado o efeito dos IBPs e os bloqueadores H2. Os autores não encontraram 

nenhum efeito claro na função pulmonar, capacidade de resposta das vias 

aéreas ou sintomas de asma (CHAN et al., 2011). Embora a maioria dos estudos 

incluídos tenha relatado pelo menos um resultado significativo, não houve 

consistência nos resultados: aumento do VEF1, melhora significativa nos 

sintomas de asma, e melhora da asma noturna após o tratamento com IBPs 

(DURAZZO et al., 2020).  

As recomendações reais em pacientes com asma relacionada à DRGE 

(com ou sem sintomas esofágicos concomitantes) consistem em um ensaio 

empírico inicial de IBPs uma ou duas vezes ao dia por 2 a 3 meses. Em pacientes 

responsivos à terapia, os IBPs devem ser reduzidos para a dose mínima 

necessária para controlar os sintomas. Naqueles que não respondem, o teste de 

refluxo por teste de pH ou monitoramento de impedância-pH pode descartar 

refluxo patológico (GIBSON et al., 2003; DRUG et al., 2022). 

 

2.2.3 Fibrose Pulmonar 

 

A fibrose pulmonar idiopática (FPI) é uma doença respiratória crônica e 

progressiva de causa desconhecida, limitada aos pulmões e caracterizada pela 

deposição de tecido fibroso no interstício pulmonar, com mecanismos 

fisiopatológicos claros (KREUTER et al., 2016). De acordo com últimas 

evidências, a FPI pode ser considerada como resultado da interação entre 

fatores genéticos e danos teciduais causados por diversos agentes, como 

tabagismo, alguns vírus, refluxo gastroesofágico (DRGE) ou exposição 

ambiental e ocupacional a substâncias nocivas. Além disso, mutações 

epigenéticas estão envolvidas (LEE et al., 2012, ALHAMAD et al., 2020). 

A incidência da doença parece estar aumentando nas últimas décadas. É 

mais frequentemente diagnosticada no mundo industrializado, como América do 

Norte e Europa (até 9 casos por 100.000 pessoas-ano). É uma doença 

heterogênea, com curso clínico imprevisível. Enquanto a maioria dos pacientes 

apresenta evolução clínico-funcional estável, parte deles (10-15%) apresenta 

rápida deterioração da função pulmonar e alta mortalidade (RAGHU et al., 2015).  

Apesar da FPI ser rotulada como idiopática, vários fatores desempenham 

um papel na sua patogênese. Estudos anteriores mostraram que a DRGE é mais 
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comum em pacientes com FPI do que na população geral. Da mesma forma, em 

um estudo com mais de 100.000 pessoas com esofagite erosiva, a prevalência 

de fibrose pulmonar foi significativamente maior. Além disso, a incidência de 

DRGE recém diagnosticada está aumentando continuamente em pacientes com 

FPI. Além do mais, as evidências de hérnia de hiato parecem ser mais frequentes 

nesses pacientes, em comparação pacientes com outros problemas 

respiratórios, como DPOC ou asma (RAGHU et al., 2015, BAQUIR et al., 2021)  

Além dos dados epidemiológicos, modelos animais fortalecem essa 

relação. Estudos em camundongos mostraram como a presença de conteúdo 

gástrico nos pulmões pode induzir fibrose pulmonar. Histologicamente, resulta 

em espessamento das paredes alveolares, deposição de colágeno no nível 

intersticial, transição epitelialmesenquimal e expressão de fatores fibrogênicos, 

como TGF-β, NF-κB e receptor farnesóide (FXR) (LEE, 2014; CHEN et al., 2017). 

Também em humanos, vários estudos confirmam que pepsina e ácido estão 

frequentemente presentes no lavado broncoalveolar (LBA) de pacientes com FPI 

influenciando assim a resposta fibroproliferativa no parênquima pulmonar 

(VUKOVAC et al., 2014).  

Nos últimos anos tem-se assistido a um crescente interesse na 

investigação de novas estratégias terapêuticas na FPI. Avanços notáveis foram 

feitos com a introdução de nintedanibe e pirfenidona, dois medicamentos 

antifibróticos aprovados. Apesar desses avanços, no entanto, não foram obtidas 

mudanças significativas na história natural da doença. Provavelmente isso se 

deve ao desconhecimento do real mecanismos fisiopatológicos da doença e a 

ausência de um alvo real para tratar. Todos os tratamentos explicitam sua ação 

nas últimas etapas do processo patogenético e, portanto, não podem ser 

decisivos (GHISA et al., 2019). 

Partindo das premissas que a DRGE desempenha um papel importante na 

história natural da FPI, as últimas diretrizes sobre o manejo da FPI sugerem uma 

indicação condicional a favor do uso de IBP. Um número crescente de estudos 

mostra que os IBPs são capazes de estabilizar a função pulmonar, reduzir 

hospitalizações por problemas respiratórios e episódios de exacerbações e 

podem ter um papel prognóstico positivo em termos de aumento da sobrevida 

(RAGHU et al.,2015). Até, poucos anos atrás, pensava-se que o suposto 

mecanismo de ação dessas drogas estava ligado apenas à supressão ácida. As 
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últimas evidências em experimentos in vivo parecem indicam um papel dos IBPs 

na modulação de múltiplos processos sistêmicos, incluindo inibição de 

mecanismos pró-inflamatórios e de remodelação tecidual. Além dos efeitos 

sistêmicos, eles também têm efeitos locais, como a redução de apoptose e dos 

pneumócitos que expressam SP-C (surfactante) (GHEBREMARIAM et al., 

2015). Outros estudos mostram que a com lesão pulmonar induzida por 

bleomicina, o esomeprazol teve efeito positivo na redução das respostas 

inflamatórias e fibróticas. Assim, sugerindo que os IBPs podem inibir os efeitos 

causados pelo refluxato em pacientes com FPI associado a DRGE (GHEBRE; 

RAGHU, 2016). Entretanto os dados clínicos não mostram evidências suficientes 

para concluir que a medicação antiácida melhora resultado respiratórios em 

pacientes com FPI associados a DRGE. Acredita-se que estudos prospectivos 

bem desenhados e com poder adequado com avaliação objetiva do refluxo são 

fundamentais para elucidar o papel da medicação antiácida para resultados 

respiratórios em pacientes com FPI (KHOR et al., 2022). 

 

2.3 REFLUXATO GÁSTRICO 

Os componentes gástricos são compostos por níveis variados de ácido 

clorídrico, ácido biliar, pepsina, conteúdo alimentar (figura 6). O mecanismo pelo 

qual cada componente afeta o epitélio dos tecidos são distintos e, portanto, pode 

ser específica para o componente predominante de refluxo e seu mecanismo de 

ação (SHARMA; YADLAPATY, 2020). 

 

Figura 6. Efeito dos componentes do refluxato. 

Fonte: Figura Adaptada (SHARMA; YADLAPATY, 2020) 
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2.3.1 Ácido Clorídrico 

 

O ácido clorídrico (HCl), é secretado nas células parietais, tem como 

principais estimulantes a histamina, gastrina e acetilcolina (ACh) (figura 7). A 

histamina, liberada das células tipo enterocromafina (ECL), liga-se aos 

receptores H2 que ativam a adenilato ciclase e geram cAMP. A gastrina, liberada 

das células G, liga-se aos receptores CCK-2 que ativam a fosfolipase C (PLC) 

para induzir a liberação de cálcio citosólico (Ca2+), estimulando a célula parietal 

diretamente e, mais importante, indiretamente pela liberação de histamina das 

células ECL. E por fim a ACh, liberada dos neurônios entéricos intramurais, liga-

se aos receptores muscarínicos tipo 3 (M3) que são acoplados a um aumento do 

cálcio intracelular. O AMPc intracelular e os sistemas de sinalização 

dependentes de cálcio ativam proteínas quinases a jusante, levando à 

translocação, fusão e ativação da H+K+-ATPase, a bomba de prótons 

(SCHUBERT, 2015).  

 

Figura 7. Modelo ilustrando receptores de células parietais e vias de transdução. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      Fonte: Figura Adaptada (SCHUBERT, 2015) 

 

O ácido no meio gástrico tem um papel importante na digestão química do 

alimento, facilita na absorção de cálcio/ferro e destrói diversas bactérias, 

entretanto quando refluído para órgão adjacentes ao estômago causa danos 

deletérios nas mucosas, e este evento tem sido bem estudado. No nível celular, 
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o dano induzido por HCl é em parte devido aos seus efeitos na diferença de 

potencial na mucosa. Geralmente, o epitélio é capaz de manter um gradiente 

eletroquímico medido in vitro como diferença de potencial transepitelial. No 

entanto, como mostrado em modelos animais, um aumento no HCl luminal leva 

a um aumento significativo na diferença de potencial. Consequentemente, a 

regulação do volume celular torna-se menos eficiente, o que pode ser visto 

histologicamente como uma perda de integridade celular, com evidência de 

edema celular e necrose dentro do revestimento epitelial tanto de esôfago quanto 

de laringe (ISOMOTO et al., 2003; FIGUEIREDO et al., 2018).  

Estudos mais recentes também identificaram efeitos inflamatórios mais 

diretos do HCl. Os mediadores pró-inflamatórios implicados em modelos animais 

e humanos incluem interleucinas, como interleucina -8 (IL-8), fator de ativação 

de plaquetas e interferon-gama (IFN-γ). A liberação desses mediadores leva ao 

recrutamento de células imunes e a uma cascata de vias inflamatórias que 

resultam na produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e mais danos 

celulares (SHARMA; YADLAPATY, 2020).  

 

2.3.2 Ácido Biliar 

 

Os sais biliares são moléculas produzidas no fígado, a partir do 

metabolismo do colesterol.  Quando esses sais são conjugados com alguns 

aminoácidos podem se tornar solúveis e atravessar as membranas celulares. 

Fazem parte do conteúdo duodenal e podem se misturar com o suco gástrico em 

meio ácido ou fracamente ácido e ser refluído para o esôfago, podendo levar ao 

desenvolvimento de manifestações esofágicas (inflamação, perda da integridade 

de mucosa e diminuição da contratilidade) e extraesofágicas do refluxo (FARRE 

et al., 2007, MCQUAID et al., 2011; GADELHA et al., 2019).  

Como são moléculas de detergente, os ácidos biliares são capazes de 

solubilizar as membranas celulares; no entanto, sua capacidade de permear 

através das membranas celulares depende de um estado neutralizado e, 

portanto, lipofílico. Na presença de um ácido, os ácidos biliares tornam-se 

protonados e, portanto, não mantêm uma carga, permitindo que os ácidos 

biliares atravessem as membranas celulares. Como tal, os efeitos citotóxicos dos 

ácidos biliares podem ser aumentados na presença de ácido, sugerindo um 
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papel mecanicista dos ácidos biliares na DRGE no contexto do refluxo 

duodenogastroesofágico (KAUER et al., 1997).  

Além disso, os ácidos biliares também demonstraram aumentar a absorção 

de íons hidrogênio no esôfago, o que pode explicar a relação encontrada entre 

a concentração de ácidos biliares e a gravidade dos sintomas de refluxo. 

Especificamente, no cenário de esofagite erosiva e esôfago de Barrett (BE), 

vários fatores inflamatórios têm sido associados aos ácidos biliares. Em 

particular, a expressão de IL-6, IL-8, COX-2 e TNF-α pode ser aumentada, com 

recrutamento associado de células inflamatórias. Esse aumento de citocinas e 

células pró-inflamatórias não foi observado em uma coorte apenas com ácido, 

sugerindo um papel direto dos ácidos biliares no dano esofágico (SUN et al., 

2015)  

Além disso, estudos recentes mostram que a microaspiração de sais 

biliares para o pulmão, levam distúrbios das estruturas alveolares e infiltração de 

células inflamatórias no interstício pulmonar em estágio inicial. 

Subsequentemente, numerosos fibroblastos proliferaram e a deposição de 

colágeno é profundamente aumentada no interstício das vias aéreas e vasos. 

Além disso, a microaspiração crônica de ácidos biliares levou a maiores níveis 

oxidativos, e por fim encontraram um crescimento consistente na expressão de 

FXR, sugerindo que a microaspiração crônica dos sais biliares, podem iniciar o 

processo de fibrose pulmonar (LIU et al., 2020). No geral, é evidente que os 

ácidos biliares podem desempenhar um papel importante na patogênese 

extraesofágica e, portanto, podem servir como um potencial biomarcador 

diagnóstico, bem como um alvo terapêutico.  

 

2.3.3 Pepsina 

 

As células principais sintetizam e liberam a proenzima pepsinogênio, o 

precursor da pepsina. As células principais são as células mais abundantes na 

mucosa gástrica e são encontradas no corpo, fundo e antro do estômago, bem 

como no duodeno. Sua liberação é estimulada pela acetilcolina, histamina e CCK 

e sua ativação em pepsina é dada em ambiente ácido, pela clivagem da 

sequência de aminoácidos N-terminal do pepsinogênio (BARRETT et al., 2012). 
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Como uma enzima peptidase, a pepsina decompõe as proteínas em 

peptídeos menores, permitindo a absorção de proteínas ou a quebra de 

proteínas no intestino. Apesar de sua ampla especificidade de substrato proteico, 

a pepsina é responsável por menos de 20% da digestão proteica que ocorre no 

trato digestivo. No entanto, dada a variedade de proteínas que a pepsina é capaz 

de hidrolisar, a liberação de pepsina em outros órgãos, podem levar a danos 

celulares (JOHNSTON et al., 2004). 

Assim, após o refluxo para o esôfago e tecidos extraesofágicos, a pepsina 

é capaz de se ligar e danificar as células epiteliais da superfície que revestem 

esses órgãos. Neste contexto a pepsina em refluxo fraco ou não ácido pode ser 

sequestrada pela protease extracelular alfa-2-macroglobulina (α2M) e 

endocitada por proteína um, relacionada ao receptor de lipoproteína de baixa 

densidade (LRP1). Após a endocitose, o LRP1 é tipicamente reciclado de volta 

à superfície da célula e os complexos de protease a2M são direcionados para 

degradação lisossomal. A pepsina ativa a sinalização de vírus do sarcoma de 

ratos (RAS) e proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK), potencialmente 

via LRP1. A sinalização de MAPK ativada por pepsina modula a expressão de 

HSP70, que regula a apoptose. A pepsina perturba a ultraestrutura e a atividade 

das mitocôndrias, um nexo de cascatas de sinalização molecular que regulam a 

apoptose, a sobrevivência celular, a transição epitelial-mesenquimal (EMT) e a 

proliferação. O dano mitocondrial mediado pela pepsina ocorre dentro de 1 h 

após a exposição, potencialmente via proteínas da família Bcl2, que são ativadas 

pela sinalização MAPK. E por fim, a pepsina induz a expressão de genes pró-

inflamatórios e pró-oncogênicos incluindo o mediador crítico de inflamação e 

câncer, fator de transcrição NFk-B e seus alvos, como COX-2 e o quimioatrativo 

de neutrófilos e fator de crescimento autócrino, IL-8, alterando a expressão de 

e-caderina, metaloprotease de matriz e b-catenina, reduzindo assim a 

integridade da barreira epitelial, facilitando a invasão de neutrófilos da mucosa 

levando a inflamação sustentada (figura 8) (SAMUELS; JOHNSTON 2020).  
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Figura 8. Modelo atual de sinalização molecular mediada por pepsina não ácida e danos 

durante o refluxo. 

Fonte: Figura Adaptada (SAMUELS; JOHNSTON 2020) 

 

Nesse caso, a pepsina também pode causar dano celular indireto ao 

romper as defesas celulares, por exemplo, a depleção das proteínas epiteliais 

escamosas Sep70 e Sep53 nas células epiteliais da laringe expostas a pepsina. 

Além disso, descobriu-se também que a pepsina causa danos diretos às 

organelas intracelulares, incluindo interrupções nas funções mitocondriais e do 

aparelho de Golgi. Em geral, a pepsina como componente do refluxo gástrico 

pode causar danos epiteliais e morte celular por vários mecanismos. Dada a sua 

capacidade de permanecer inativa e reativar após a exposição a ambientes 

ambientais apropriados, a pepsina e seus efeitos na DRGE podem ser refratários 

a terapias supressoras de ácido (JOHNSTON et al., 2006; SAMUELS; 

JOHNSTON 2020). 

 

2.4 PEPSTATINA 

 

Neste contexto, estudos sugerem novas abordagens terapêuticas com foco 

na inibição da enzima pepsina. Tendo em vista que pepsina é um dos principais 

componentes do refluxo gástrico e quando microaspirada pelas vias aéreas 
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causa danos epiteliais. Com isso, bloquear qualquer tipo de ligação da pepsina 

com o sítio ativo, inibindo assim a ligação e ativação dela, torna-se importante 

para evitar comprometimento esofágico e de órgãos adjacentes afetados pelo 

refluxo (KIM et al., 2018).  

Assim o uso da pepstatina A com espécies de streptomycer, (figura 9) (um 

hexapeptídeo - Isovaleril-L-val-L-val-statil-L-alanil-estatina [Isovaleril-L-val-L-val-

4-(S)-amino-3-(S)-hidroxi-6-metil-heptanoil-Ácido2-ala-4-(S)-amino-3-(S)hidroxi-

6-metil-heptanóico]) que tem a capacidade de inibir proteases aspárticas com 

alta afinidade, como a pepsina, se ligando a ela em pH entre 1,5 e 3,8 após 

ativação péptica, tem-se mostrado uma molécula com potencial para terapias 

adjuvantes na DRGE. Pesquisas mostram que a pepstatina foi capaz de prevenir 

erosão no esôfago em modelo de doença do refluxo gastroesofágico erosiva em 

ratos. Os autores observaram que a pepstatina administrada por via 

intragástrica, preveniram significativamente lesões esofágicas, embora não 

tenham afetado a secreção ácida basal em ratos ligados ao piloro. A pepstatina 

inibiu significativamente a atividade da pepsina in vivo e in vitro e além disso, a 

administração intragástrica de pepsina exógena piorou a gravidade do dano 

esofágico. Sugerindo que a pepstatina é altamente eficaz contra a esofagite de 

refluxo ácida, sem influenciar a secreção ácida (NAGAHAMA et al., 2006).  

 

Figura 9. Estrutura química da pepstatina com espécies de Streptomyces. 

Fonte: www.sigmaaldrich.com 

 

Um outro estudo, mais recente, in vitro, mostrou através do tecido de 

amígdala de paciente com DRGE, alterações no número de linfócitos e 

macrófagos na presença de pepsina e pepstatina. Descobriram que as células 

CD4 foram mais expressas após o tratamento com pepsina, mas esses números 

foram reduzidos pela pepstatina, que os níveis de IL-2 e IFN-γ aumentaram 

significativamente em resposta à pepsina, mas foram reduzidos quando inibida 
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pela pepstatina, e por fim, o nível de interleucina 10 (IL-10) é reduzido em células 

CD4 agredidas com pepsina e este nível é restaurado pela pepstatina. Assim, os 

autores sugerem que que a pepsina do refluxo extraesofágico agrava a 

hipertrofia das amígdalas e a pepstatina exerça um efeito protetor ao inibir a 

atividade da pepsina (KIM et al 2018). 

 

2.5 MODELOS EXPERIMENTAIS DE DRGE ASSOCIADOS A DOENÇAS DAS 

VIAS AÉREAS 

 

Diante desta problemática, envolvendo DRGE e associações 

extraesofágicas o desenvolvimento de modelos experimentais é crucial para o 

desenvolvimento de ferramentas para o conhecimento fisiopatológico e 

farmacológico. Modelos experimentais proporcionam um melhor controle de 

variáveis e identificam causa-efeito, assim sendo uteis na busca de compreender 

os mecanismos e eventos das doenças.  

Neste contexto, Appel e colaboradores (2007) padronizaram um modelo 

crônico de instilação de conteúdos gástricos (ácido clorídrico, sais biliares e 

pepsina) intratraqueal em ratos, o qual tem proporcionado um conhecimento 

considerável a respeito dos aspectos da fisiopatologia dessa doença, tais como 

perfis de citocinas (IL-1α, IL-1β, IL-2, TNF-α e TGF-β) importantes reguladores 

de eventos inflamatórios crônicos pulmonares (APPEL et al., 2007). Da mesma 

forma Omura e colaboradores (1999) padronizaram um modelo cirúrgico de 

esofagite erosiva (no qual ocorre estenoso pilórica e amarração do fundo 

gástrico) em ratos, e tem contribuído para compreensão dos aspectos 

fisiopatológicos tanto em esôfago quanto nas vias aéreas. Shimazu e 

colaboradores (2015), utilizando o modelo de Omura, observaram alterações 

patológicas como: espessamento das lâminas basais e proliferação das fibras 

colágenas no epitélio alveolar, durante um período de 20 semanas. Sugerindo 

que o refluxo ácido gástrico pode ser um dos fatores patogênicos ou 

exacerbadores da fibrose pulmonar (OMURA et al., 1999; SHIMAZU et al., 2015).    

Apesar dos grandes avanços na pesquisa destas associações, a 

complexidade de seus aspectos fisiopatológicos ainda não é totalmente 

compreendida. Dessa forma, o conhecimento da fisiopatologia, aspectos como 

a inflamação, atividade oxidante, atividade fibrótica e respostas funcionais é de 
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fundamental importância, pois pode contribuir para o desenvolvimento de novas 

estratégias terapêuticas.  

Nesse sentido, existe um modelo animal cirúrgico de DRGE, padronizado 

por Silva e colaboradores (2017), que utilizam camundongos swiss. Este modelo 

já foi utilizado para avaliar o refluxo laringofaríngeo, no qual foi observado 

inflamação da laringe e perda da integridade da mucosa laríngea (SILVA et al., 

2017; FIGUEIREDO et al., 2020). Dessa forma acreditamos que este modelo 

pode causar microaspiração do conteúdo gástrico para o pulmão e assim ser 

uma alternativa bastante atraente para a pesquisa de eventos iniciais e 

alterações de funcionalidade envolvidas entre DRGE e distúrbios pulmonares, 

como também para a descoberta de novos alvos terapêuticos. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o efeito da pepstatina na inflamação, atividade oxidante, fibrótica e 

funcional no pulmão de camundongos induzidos com DRGE experimental. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Estudar os eventos inflamatórios por meio do peso úmido, atividade de 

mieloperoxidase (MPO) e dosagens de citocinas (IL-6, KC e IL-10) no pulmão de 

camundongos induzidos com DRGE experimental;  

 Analisar as alterações histológicas do pulmão (Alveolite e fibrose) no 

pulmão de camundongos induzidos com DRGE experimental;  

 Avaliar atividade antioxidante por meio das análises bioquímica de 

Glutationa (GSH), Malondialdeído (MDA) e Nitrato/Nitrito (NO3/NO2) no pulmão 

de camundongos induzidos com DRGE experimental;  

 Detectar o teor de hidroxiprolina em camundongos induzidos com DRGE 

experimental;   

 Pesquisar a ocorrência de alterações funcionais do pulmão, analisadas 

através da técnica de espirometria (fluxo e volume minuto) em camundongos 

induzidos com DRGE experimental;  

 Avaliar a reatividade traqueal através da técnica de contratilidade, em 

camundongos induzidos com DRGE experimental; 

 Investigar os efeitos da inibição da bomba de prótons sobre as alterações 

inflamatórias, histológicas, fibróticas, oxidantes e funcionais no pulmão em 

camundongos induzidos com DRGE experimental; 

 Investigar os efeitos inibitórios da pepstatina sobre as alterações 

inflamatórias, histológicas, fibróticas, anti-oxidantes e funcionais no pulmão em 

camundongos induzidos com DRGE experimental.  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 DROGAS, REAGENTES E OUTROS MATERIAIS 

 

 Ácido etilenodiamino tetra acético (Real química®, Ribeirão Preto, 

Brasil)  

 Ácido tiobarbitúrico (Sigma®, St. Louis, MO, USA) 

 Ácido tricloroacético (Real química®, Ribeirão Preto, Brasil)  

 Brometo de hexadecitrimetilamônio (Sigma®, St. Louis, MO, USA) 

 Carbacol (Sigma®, St. Louis, MO, USA) 

 Cetamina (Syntec®, Santana de Parnaíba, Brasil) 

 Dodecil sulfato de sódio (Sigma®, St. Louis, MO, USA) 

 Fio de nylon 4-0 (Point suture®, Fortaleza, Brasil) 

 Fio de nylon 6-0 (Point suture®, Fortaleza, Brasil)  

 Fio Cat Gut (Point suture®, Fortaleza, Brasil)  

 Glutationa (Sigma®, St. Louis, MO, USA) 

 Kit de reagentes corante HE e Picrossirius red (Medicalexpo®, Brasil) 

 O-dianisidina (Sigma®, St. Louis, MO, USA) 

 Omeprazol (Cristália®, Fortaleza, Brasil) 

 Pepstatina (Sigma®, St. Louis, MO, USA) 

 Peróxido de hidrogênio (Sigma®, St. Louis, MO, USA) 

 Reagente de Ellman (Sigma®, St. Louis, MO, USA) 

 Tribromoetanol 2,5% (Sigma®, St. Louis, MO, USA) 

 Tetrahetoxipropano (Sigma®, St. Louis, MO, USA) 

 Xilazina (Konig®, Mairinque, Brasil) 

 

4.2 LOCAL E PERÍODO DA PESQUISA 

 

Os experimentos foram realizados no período de fevereiro de 2019 a março 

de 2022, no Laboratório de Estudo da Fisio-Farmacologia Gastrintestinal 

(LEFFAG) e no Laboratório de Farmacologia do Musculo Liso (LAFARMULI), que 

ficam localizados no Centro de Biomedicina da Universidade Federal do Ceará 
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(UFC) no qual dispõe de toda a infraestrutura física e tecnológica para a 

execução completa do projeto. 

 

4.3 ASPECTOS ÉTICOS 

 

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o 

guia de cuidado em uso de animais de laboratório do National Institutes of Heath 

(Bethesda, MD, USA) e esse projeto foi submetido por partes e aceito pela 

Comissão de Ética no uso de animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceará 

– UFC, com os números de protocolos 2346010321 e 2946300919 (Anexos). 

 

4.4 ANIMAIS 

 

Foram utilizados camundongos machos, linhagem: swiss, pesando entre 

30 a 35 g, provenientes do biotério setorial do campus Porangabuçu Prof. 

Eduardo Torres da Universidade Federal do Ceará – UFC. Os animais foram 

mantidos em 10 animais por caixas de polipropileno (41 cm profundidade x 34 

cm largura x 16 cm altura), em um ambiente com temperatura (22 ± 2 °C) e 

acondicionados em câmaras com exaustão de ar com luminosidade controladas, 

em um ciclo de 12h luz/12h escuro, com acesso a comida, água ad libitum e 

enriquecimento ambiental com canos pequenos de PVC (10 cm comprimento e 

3,5 cm altura) de modo que os animais fiquem mais bem acomodados e reduza 

o estresse.  

 

MODELO EXPERIMENTAL 

 

4.5 PROCEDIMENTO CIRÚRGICO 

 

O modelo de doença do refluxo gastroesofágico (DRGE) foi produzido 

cirurgicamente utilizando o método previamente descrito por Omura e 

colaboradores (1999) e adaptado por Silva e colaboradores (2017). Após um 

período de jejum de 12h, os animais foram anestesiados por uma injeção 

intraperitoneal de uma solução de cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) e 
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em seguida foi realizada uma laparotomia mediana para exteriorização do 

estômago. A região gástrica não-glandular (fundo Gástrico) foi completamente 

ligada com um fio de nylon 4-0, com intuito de eliminar a complacência gástrica 

e posteriormente foi feito uma sub-estenose na região pilórica, com um anel 

siliconado (cerca de 1,5 mm), próximo ao duodeno, com o objetivo de diminuir o 

esvaziamento gástrico, assim desenvolvendo de forma mecânica o refluxo ácido 

gástrico. Os animais foram operados e eutanasiados nos dias, 7, 21 e 28 pós-

operatório para as análises de peso úmido, níveis de mieloperoxidase (MPO), 

histologia (Alveolite e Fibrose), teor de hidroxiprolina, atividade oxidante 

(glutationa redutase [GSH], malondialdeídeo [MDA] e Nitrato/Nitrito [NO3/NO2]), 

espirometria (Fluxo e volume minuto) e reatividade traqueal.   

 

Figura 10: Indução do refluxo gastroesofágico e curso temporal do modelo.  

Fonte: Adaptado de Omura e colaboradores 1999 e Silva e colaboradores 2017. 

 

4.6 GRUPOS EXPERIMENTAIS 

 

Os animais foram divididos nos seguintes grupos de acordo com os 

períodos de pós-operatório:  
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 Grupo controle (SHAM): falso operado  

  DRGE Experimental 7° dia  

  DRGE Experimental 21° dia  

  DRGE Experimental 28° dia 

 

4.7 AVALIAÇÃO DO PESO ÚMIDO 

 

O peso úmido do esôfago, traqueia e pulmão foram utilizados como um 

indicador adicional de edema, um sinal clínico da inflamação. Para isso os 

órgãos foram dissecados, lavados com soro fisiológico estéril, pesados e 

medidos. Os resultados do esôfago e traqueia foram expressos em miligramas 

por centímetro (mg/cm) e do pulmão (pulmão [g]/animal [g]). 

 

4.8 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE DE MIELOPEROXIDASE (MPO) 

 

Amostras de tecido do esôfago, traqueia e pulmão foram homogeneizadas 

com tampão de fosfato de potássio com 0,5% de brometo de 

hexadecitrimetilamônio (HTAB -  pH 6,0) para preparar um homogenato a 10%. 

A seguir, o homogeneizado foi centrifugado a 5000 rpm, a 4ºC por 5 minutos, e 

o sobrenadante foi utilizado para a análise. A atividade da MPO foi aferida 

utilizando 3% de peróxido de hidrogênio como substrato para essa enzima. 

Durante o ensaio, à medida que o peróxido de hidrogênio for degradado, ocorreu 

a produção de ânion superóxido, responsável pela conversão de o-dianosidina 

em um composto de cor amarelada (BRADLEY et al., 1982). Os resultados foram 

expressos em unidades (U) de MPO/mg de tecido.  

 

4.9 INVESTIGAÇÃO HISTOPATOLÓGICA 

 

As amostras de pulmão foram retiradas, fixadas em formol tamponado a 

10% por 24 horas e depois substituídas por álcool 70%. Posteriormente foram 

embebidas em parafina por métodos padronizados, cortados em seções de 5 

mm, com auxílio de um micrótomo e corados com hematoxilina e eosina para 

avaliar alveolite e coradas com picrosirius red para avaliar fibrose. As alterações 
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avaliadas no pulmão foram: Alveolite (Score: 0 – ausência de alveolite; 1 – leve 

[espessamento do septo alveolar pelo infiltrado e lesão de pelo menos 20% do 

pulmão]; 2 – moderado [ 20 -50% do pulmão] e 3 – grave [> 50% do pulmão]) e 

fibrose pulmonar (Score: 0 – ausência de fibrose; 1 – 20% do pulmão; 2 – 20-

50% do pulmão, 3 - > de 50% do pulmão) (LIU et al., 2020). 

 

4.10 MENSURAÇÃO DE CITOCINAS (IL-6, KC e IL-10) 

 

Serão retirados os fragmentos do pulmão dos animais para dosagem de IL-

6, KC e IL-10. Estes fragmentos serão adicionados em um tampão inibidor de 

protease (500 µL de tampão para cada 100 mg de tecido) e depois processados 

em um homogeneizador de tecido e centrifugado a 3000 rpm a 4º C por 10 

minutos. Posteriormente, o sobrenadante será coletado e incubado com 2 µg/ml 

de anticorpo de captura (DuoSet - DY501) diluído em tampão de bicarbonato (pH 

8.2), 100 µL por poço por 24 horas a 4º C. A placa será lavada com PBS-Tween 

20 a 0,1%. A reação será bloqueada com albumina bovina 1% diluída em tampão 

de lavagem, 100 µL por poço por 2 horas à temperatura ambiente. Depois a 

placa será novamente lavada usando a mesma solução. A placa será então 

incubada com a curva padrão das citocinas (IL-6, KC e IL-10) diluídas em tampão 

de lavagem e com as amostras de tecido do pulmão a serem dosadas, 100 µL 

por poço por 24 horas a 4º C. A placa será novamente lavada e depois incubada 

com o anticorpo biotinilado diluído de 1:1000 em tampão de lavagem contendo 

1% de soro de carneiro por 1h à temperatura ambiente. Novamente a placa será 

lavada e depois incubada com avidina peroxidase (SIGMA ALDRICH - A7419) 

diluída de 1:5000 em tampão de lavagem, 100 µL por poço por 15 minutos à 

temperatura ambiente. A placa será então lavada e incubada com 

ofenilenediamina diidrocloreto (OPD) em tampão, 100 µL por poço, no escuro à 

temperatura ambiente por um período que varia de 5 a 20 minutos dependendo 

da citocina. A reação será parada com 150 µL por poço de H2SO4 1M. A 

intensidade da coloração será medida em espectrofotômetro a 490 nm e os 

resultados serão expressos como média ± erro da quantidade de IL-6, KC e IL-

10 em pg/ml (TAVARES-MURTA et al., 2008). 
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4.11 MENSURAÇÃO DO CONSUMO DA GLUTATIONA (GSH)  

 

O método de Sedlak e Lindsay (1968) foi utilizado para análise de glutationa 

nas amostras de tecido do pulmão. Para determinação dos níveis de grupos 

sulfidrílicos não-proteicos, amostras de 100 mg do pulmão dos animais foram 

homogeneizadas em 1 ml de ácido etilenodiamino tetraacético (EDTA) 0,02 M 

para cada 100 mg de tecido. Alíquotas de 400 µL do homogeneizado foram 

misturadas a 320 µL de água destilada e a 80 µL de ácido tricloroacético (TCA) 

a 50% para precipitação de proteínas e os tubos foram centrifugados (3.000 rpm, 

20 min., 4 °C). Para 400 µL do sobrenadante foi adicionado 800 µL de tampão 

Tris 0,4 M (pH 8,9) e 20 µL de reagente de Ellman (DTNB) 0,01 M. A mistura foi 

agitada por 3 minutos e a absorbância lida a 412 nm em espectrofotômetro. As 

concentrações de grupos sulfidrílicos não-proteicos foram expressas em mg de 

µg/g de tecido (SEDLAK; LINDSAY, 1968).  

 

4.12 EXPRESSÃO DOS NÍVEIS DE MALONDIALDEIDEO (MDA) 

 

Para a dosagem de MDA, foi utilizado o método de Mihara e Uchiyama 

(1978). A mistura 100 mg de tecido para 1mL de dodecil sulfato de sódio ficou 

em banho-maria por 30 min a 37°C. Em seguida foi adicionado 200mL do ácido 

tiobarbitúrico (0,6%) nos tubos e esta solução permaneceu em banho-maria por 

mais 50min a 100°C. Como padrão foi utilizada o 1,1,3,3 tetrahetoxipropano. O 

sobrenadante foi mensurado em espectrofotômetro na faixa de 535 e 510 nM. 

Os dados foram expressos por nMol/mg de tecido (MIHARA; UCHIYAMA, 1978). 

 

4.13 DOSAGEM DE NITRATO/NITRITO (NO3/NO2)  

 

A produção de NO foi avaliada pela dosagem de nitrito, sendo um indicador 

indireto da produção de óxido nítrico, através da determinação da concentração 

total de nitrato/nitrito (NO3/NO2) nas amostras, determinada 

espectrofotometricamente pela reação de Griess (GRANGER et al., 1996). 

Inicialmente, amostras de pulmão (50 mg) foram maceradas em KCL 1,5n (1ml) 

e posteriormente foram centrifugados à 10000 rpm por 5 min à 4°C. Para o 

ensaio, 20 μl do macerado foram incubados por 12 horas com 40 μl de tampão 
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contendo a enzima nitrato redutase em placas de 96 poços. A seguir, foram 

adicionados 80 μL da solução de Griess (2% de sufanilamida, ácido fosfórico 

5%, NEED e água destilada) em cada poço. A coloração púrpura/magenta 

aparece imediatamente e é medida em leitor de placas com filtro de 540 nM. A 

curva-padrão foi obtida a partir de uma série de diluições de NO2 - (640 μM, 320 

μM, 160 μM, 80 μM, 40 μM, 20 μM, 10 μM, 5 μM, 2,5 μM, 1,25 μM e 0,625 μM). 

Os valores obtidos para as amostras experimentais foram comparados com os 

obtidos para curva padrão. 

 

4.14 DETERMINAÇÃO DO TEOR DE HIDROXIPROLINA  

 

O teor de hidroxiprolina foi determinado a partir da adaptação do protocolo 

elaborado por Woessner (1961). O protocolo foi iniciado com o preparo das 

amostras, na proporção de 25 mg da do tecido para cada 100 µl de água Mille 

Q. As amostras foram diluídas na proporção de 1:1, sendo retirado um volume 

final de100 µl do e misturado com 100 µl de HCL a 12N e deixadas na 

temperatura de 100 º C por 1 h, para formação do hidrolisado. Em seguida as 

amostras foram centrifugadas a 10.000rpm por 5 minutos e foi coletado 50µl do 

sobrenadante, adicionados em uma placa de 96. A reação foi iniciada com a 

adição de 100 µl da solução de Cloramina T (Sigma-Aldrich) em todos os poços 

respeitando o tempo de espera de 5 minutos em temperatura ambiente, 

posteriormente foi adicionado 100 µl do Reagente Ehrlich em todos os poços e 

incubado por 90 minutos a 60º C em banho-maria e realizada a leitura de 

absorbância a 560 nM. A determinação da concentração de hidroxiprolina nas 

amostras foi realizada a partir da regressão linear dos valores de absorbância 

curva padrão de hidroxiprolina (Sigma-Adrich) nas concentrações de 6 a 0,2 

mMol (WOESSNER, 1961). 

 

4.15 AVALIAÇÃO DA CONTRATILIDADE DE TIRAS DE TRAQUEIA 

 

Tiras de traqueia foram montadas verticalmente em um banho de órgãos 

contendo solução de KREBS (37° C; NaCl a 118,4 mM; KCl a 4,7 mM; MgSO4 

a 1,2 mM; CaCl2 a 2,5 mM; Glicose a 11,7 mM e NaHCO3 a 25,0 mM; KH2PO4 

a 3,2 mM) e oxigenados continuamente com mistura carbogênica (O2 95%; CO2 
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5%). Após preparada a solução o pH foi ajustado e mantido em 7,4. Em seguida, 

tiras de traqueias foram ligadas à base fixa dentro do banho de órgãos e a outra 

a um transdutor de força isométrico ligado a um sistema computadorizado. Foi 

aplicada tensão basal de 500 mg aos tecidos e destinado período de 50 minutos 

de estabilização para a adaptação dos mesmos às novas condições, sendo a 

solução de Krebs substituída por outra nova a cada 15 minutos. Somente após 

o período de estabilização os protocolos experimentais foram executados 

(GADELHA et al., 2019).  

A avaliação do comportamento contrátil dos segmentos de traqueia foi 

realizada através da construção de curvas concentração-efeito a um dado 

estímulo representante de um acoplamento eletromecânico, no caso o agente 

despolarizante cloreto de potássio (KCl, 10 a 160 mM), ou de um acoplamento 

farmacomecânico, no caso o agonista muscarínico carbamilcolina (CCh, 0,01 a 

100 μM).  

 

4.16 ESPIROMETRIA PULMONAR 

 

Os animais foram anestesiados (Tribromo 100 mg/kg) por via 

intraperitoneal, em seguida traqueostomizados e colocados em um espirômetro 

para pequenos animais (AD Instruments®, Sidney, Austrália), onde 

permaneceram por dez minutos e os seguintes parâmetros foram avaliados: 

fluxo, volume corrente (VC) e volume minuto (VM); os dados foram obtidos e 

analisados através do software LabChart® (GUENTHER et al., 2010).  

 

4.17 TRATAMENTO 

 

Após padronizar o dia com mais alterações inflamatórias, pró-oxidante e 

funcional do pulmão, foi realizado dois tratamentos, com intuito de investigar o 

papel da pepsina e do ácido clorídrico frente as alterações pulmonares. A 

terapêutica utilizada foi: a) Pepstatina (diluído em DMSO 4%), um inibidor da 

pepsina (Sigma®, St. Louis, MO, USA) na dose de 0,3 mg/ kg, via gavagem 

(NAGAHAMA et al., 2006). b) Omeprazol (diluído em água destilada), um inibidor 

da bomba de prótons (Cristália®, Fortaleza, Brasil) na dose de 40 mg/kg, via 

intraperitoneal (SILVA et al., 2017). Todos os agentes terapêuticos foram 
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administrados uma vez por dia durante os dias que os animais ficaram operados, 

e por fim, os animais foram eutanasiados e o esôfago, traqueia e pulmão foram 

retirados e analisados. 

 

4.18 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

A análise estatística foi realizada empregando primeiramente pelo teste de 

normalidade Shapiro-Wilk. Posteriormente foi utilizado ou o teste t student ou o 

teste análise de variância (ANOVA) seguido de pós teste de bunferroni. Para 

análise das alterações histológicas, foi utilizado o teste não paramétrico de 

Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparação múltipla de Dunn´s. Os 

resultados foram expressos como média ± Erro Padrão da Média (variáveis com 

distribuição normal) ou pela mediana com mínimo e máximo (variáveis sem 

distribuição normal), sendo as diferenças consideradas estatisticamente 

significativas quando P < 0,05. Os dados foram analisados através do programa 

estatístico GraphPad Prism 7.0®. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 VALIDAÇÃO DO MODELO DE DOENÇA DO REFLUXO 

GASTROESOFÁGICO EXPERIMENTAL 

 

Em nosso estudo, os animais com DRGE experimental 7, 21 e 28 dias pós 

cirúrgicos, estabeleceram edema esofágico (peso úmido) aumentado (P < 0,05) 

como marcador indireto de edema (19,79 ± 0,77; 19,24 ± 2,63; 15,23 ± 1,13 

mg/cm, respectivamente), quando comparados com o grupo sham (9,47 ± 0,38 

mg/cm) como consta no gráfico 1A. 

Outro marcador do processo inflamatório, a atividade da MPO, foi avaliado 

e os resultados mostraram (gráfico 1B) que os animais com DRGE experimental 

expressaram um aumento significativo (P < 0,05) na atividade da MPO nos dias 

7, 21 e 28 pós cirúrgico (18,69 ± 1,72; 11,14 ± 1,45; 7,33 ± 1,14 U/mg de tecido, 

respectivamente) em comparação com o grupo sham (0,86 ± 0,35 U/mg de 

tecido).  
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Gráfico 1. Peso úmido e atividade mieloperoxidase do esôfago no modelo experimental de 

doença do refluxo gastroesofágico em camundongos. 
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Legenda. O peso úmido (A) e a atividade da Mieloperoxidase (MPO) (B) foram medidos no grupo 

sham, grupo DRGE experimental 7 dias, 21 dias e 28 dias após a cirurgia. Os resultados são 

expressos como a média ± erro padrão da média, n = 6 por grupo. * P < 0,05 vs. Sham (Foi 

usado o teste de Shapiro-Wilk posteriormente a ANOVA seguido de Bonferroni). 
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AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS INFLAMATÓRIOS NO PULMÃO 

 

5.2 PESO ÚMIDO DO PULMÃO 

 

Após a pesagem dos pulmões (direito e esquerdo) de cada animal, 

observou-se o aumento significativo (P < 0,05) da relação peso pulmão/peso 

animal (gráfico 2A) dos camundongos do grupo DRGE experimental 21 e 28 dias 

pós cirúrgicos (0,53 ± 0,03; 0,54 ± 0,01 g, respectivamente) em comparação ao 

grupo sham (0,45 ± 0,01 g). Este parâmetro não alterou no sétimo dia de pós-

cirúrgico (0,47 ± 0,01 g).  

 

5.3 ATIVIDADE DA MIELOPERIOXIDASE (MPO) NO PULMÃO 

 

Como pode-se visualizar no gráfico 2B, os animais com DRGE 

experimental 21 e 28 dias pós cirúrgico apresentaram aumento significativo (P < 

0,05) da atividade de MPO do pulmão (11,13 ± 1,7; 20,05 ± 2,0 U/mg de tecido, 

respectivamente) quando comparados aos animais do grupo sham (2,28 ± 0,3 

U/mg de tecido). Este parâmetro não alterou no sétimo de pós-cirúrgico (5,23 ± 

1,0 U/mg de tecido). 
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Gráfico 2. Peso úmido e atividade mieloperoxidase do pulmão no modelo experimental de 

doença do refluxo gastroesofágico em camundongos. 
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Legenda. O peso úmido pulmonar (A) e a atividade da Mieloperoxidase (MPO) (B) foram 

medidos no grupo sham, grupo DRGE experimental 7 dias, 21 dias e 28 dias após a cirurgia. Os 

resultados são expressos como a média ± erro padrão da média, n = 6 por grupo. * P < 0,05 vs. 

Sham, # P < 0,05 vs DRGE 21 D. (Foi usado o teste de Shapiro-Wilk posteriormente a ANOVA 

seguido de Bonferroni). 
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5.4 DRGE EXPERIMENTAL INDUZ ALVEOLITE EM PULMÃO DE 

CAMUNDONGOS  

 

A avaliação histopatológica mostra que os animais DRGE experimental 28 

dias (2 [2-3]) apresentaram alterações microscópicas com uma resposta 

inflamatória (Alveolite) pulmonar, quando comparados aos animais do grupo 

sham (1 [1-2]). Foi observado que animais do grupo DRGE 28 dias apresentam 

inflamação em no mínimo 20-50% do pulmão (gráfico 3). Essas alterações 

microscópicas são caracterizadas por infiltrado celular de polimorfonucleares 

(figura 11).  

 

Gráfico 3. Scores de avaliação histopatológica em animais com DRGE experimental.  
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Legenda. Alveolite foi presente no grupo DRGE experimental 28 dias pós cirúrgico. Os 

resultados são expressos como mediana como mostrados no gráfico. n = 5-6 por grupo. * P < 

0,05 vs. grupo sham. (Os dados foram analisados pelo teste Mann-Whitney).  
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Figura 11. Fotomicrografias do pulmão em camundongos com DRGE experimental.  

 

 

 

 

 

Legenda. Animais do grupo sham apresentaram arquitetura normal do pulmão (A). Alterações 

microscópicas no pulmão foram observadas em animais operados e eutanasiados no 28º dia 

(painéis B). Seta vermelha apontada aos polimorfonucleares. Painéis A – B (100×).  
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5.5 INVESTIGAÇÃO DAS CITOCINAS IL-6, KC E IL-10. 

 

No gráfico 4 (a e b) observa-se também que os animais do grupo DRGE 

experimental 28° dia apresentam aumento significativo (P < 0,05) dos níveis de 

IL-6 e de KC no pulmão (14,41 ± 1,78 e 96,83 ± 16,13 pg/mg de proteínas, 

respectivamente) quando comparado ao grupo sham (3,65 ± 1,03 e 23,8 ± 4,97 

pg/mg de proteínas, respectivamente). Em relação a citocina IL-10, foi observado 

que o grupo DRGE experimental 28° (6,51 ± 0,69 pg/mg de proteínas) obteve 

uma diminuição significativa (P< 0,05) quando comparados aos animais do grupo 

sham (9,48 ± 0,90 pg/mg de proteínas).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



61 
 

Gráfico 4. Avaliação das citocinas IL6, KC e IL-10 na inflamação pulmonar no modelo 

experimental de doença do refluxo gastroesofágico em camundongos. 
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Legenda.  Interleucina 6 (A), citocina KC (MDA) (B) e Interleucina 10 (C) foram medidos no grupo 

sham, e DRGE experimental 28 dias. Os resultados são expressos como a média ± erro padrão 

da média, n = 6 por grupo. * P <0,05 vs. Sham (Foi usado o teste de Shapiro-Wilk posteriormente 

o teste t student). 
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AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS OXIDANTES NO PULMÃO 

 

5.6 DRGE EXPERIMENTAL 28° DIA AUMENTA O CONSUMO DA 

GLUTATIONA (GSH) 

 

De acordo com o gráfico 4A, o grupo DRGE experimental 28 dias 

apresentou significativo consumo dos níveis de GSH pelos radicais livres 

provenientes da lesão (126.1 ± 3.85 µg/g de tecido) quando comparado ao grupo 

sham (180,3 ± 31,32 µg/g de tecido) demostrando diferença estatística (P < 

0.05). 

 

5.7 DRGE EXPERIMENTAL 28° DIA AUMENTA A EXPRESSÃO DE 

MALONDIALDEÍDEO (MDA) 

 

Como mostrado no gráfico 4B, o grupo DRGE experimental 28 dias pós 

cirúrgico expressou níveis mais altos de MDA (707,9 ± 21,86 nmol/g de tecido) 

em comparação com o grupo sham (593,9 ± 10,47 nmol/g de tecido), 

demonstrando diferença estatística (P < 0,05). 

 

5.8 DRGE EXPERIMENTAL 28° DIA AUMENTA A PRODUÇÃO DE 

NITRATO/NITRITO (NO3/NO2) 

 

Houve também um aumento significativo (P < 0,05) na quantidade de nitrito, 

indicando presença de NO, no grupo DRGE experimental 28 dias pós cirúrgico 

(0,193 ± 0.004 uM), quando comparado ao grupo sham (0,143 ± 0,011 uM), 

gráfico 4C. 
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Gráfico 5. Avaliação da atividade pró-oxidante do pulmão no modelo experimental de 

doença do refluxo gastroesofágico (DRGE) em camundongos. 

 

Sham DRGE 28 D
0

50

100

150

200

250

*

G
S

H
 (

u
g

/g
 d

e
 T

e
c
id

o
)

A

 

Sham DRGE 28 D
0

200

400

600

800
*

B

M
D

A
 (

n
m

o
l/
m

g
 d

e
 T

e
c
id

o
)

 

Sham DRGE 28 D
0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

*

C

N
O

3
/N

O
2
( 

M
)

 

Legenda. O consumo de Glutationa (GSH) (A), níveis de Malondialdeídeo (MDA) (B) e dosagem 

de Nitrito (NO3) (C) foram medidos no grupo sham, e DRGE experimental 28 dias. Os resultados 

são expressos como a média ± erro padrão da média, n = 6 por grupo. * P <0,05 vs. Sham (Foi 

usado o teste de Shapiro-Wilk posteriormente o teste t student). 
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AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS FIBRÓTICOS NO PULMÃO 

 

5.9 PRESENÇA DE FIBROSE PULMONAR NO PROCESSO DA DOENÇA DO 

REFLUXO GASTROESOFÁGICO EXPERIMENTAL 

 

Sendo a fibrose uma importante característica morfológica das inflamações 

crônicas, observou-se e quantificou-se essa atuação por meio da coloração por 

Picrosirius red. Nos animais do grupo DRGE experimental 28 dias, é possível 

observar alterações morfológicas (2 [1-2]) significativas (P < 0,05) no pulmão, 

com uma presença importante (20-50% da estrutura pulmonar) de fibrose nos 

tecidos. Em contrapartida, a análise do grupo sham (1 [0-1]), observou-se que 

as estruturas e característica do pulmão estão preservadas (gráfico 5 e figura 

12). 

 

Gráfico 6. Scores de avaliação histopatológica de fibrose em animais com DRGE 

experimental. 
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Legenda. Fibrose foi presente no grupo DRGE experimental 28 dias. Os resultados são 

expressos como mediana como mostrados no gráfico. n = 5-6 por grupo. *p < 0,05 versus grupo 

sham. (Os dados foram analisados pelo teste Mann-Whitney).  
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Figura 12. Fotomicrografias de fibrose pulmonar de camundongos com DRGE 

experimental. 

 

 

 

 

Legenda. Animais do grupo sham não apresentam fibrose no pulmão (A). Alterações estrutural 

no pulmão (Fibrose) foram observadas em animais operados e eutanasiados no 28º dia (B). Seta 

preta aponta para fibrose. Painéis A – B (100×). 
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5.10 DRGE EXPERIMENTAL 28° DIA AUMENTA O TEOR DE 

HIDROXIPROLINA  

 

Hidroxiprolina é um componente restrito ao colágeno e um importante 

índice de metabolismo em muitos tecidos, a presença de hidroxiprolina reflete a 

deposição de colágeno. No estudo, podemos verificar que houve a presença 

significativa (P < 0,05) de hidroxiprolina no grupo DRGE 28 dias (0,339 ± 0,081 

µg/proteína), comparado ao grupo sham (0,088 ± 0,038 µg/proteína), observado 

no gráfico 6. 

 

Gráfico 7. Teor de Hidroxiprolina do pulmão no modelo experimental de doença do refluxo 

gastroesofágico (DRGE) em camundongos. 
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Legenda. A presença de hidroxiprolina reflete a deposição de colágeno no pulmão de 

camundongos com DRGE experimental 28 dias. Os resultados são expressos como a média ± 

erro padrão da média, n = 5 por grupo. * P < 0,05 vs. Sham (Foi usado o teste de Shapiro-Wilk 

posteriormente o teste t student). 
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AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS FUNCIONAIS NO PULMÃO  

 

5.11 DRGE EXPERIMENTAL 28° DIA REDUZ A FUNÇÃO PULMONAR 

 

A espirometria foi realizada nos animais do grupo sham e DRGE 

experimental 28 dias. Observou-se a diminuição significativa (P < 0,05), no fluxo 

em animais do grupo DRGE experimental 28 dias (0,18 ± 0,08 ml/seg) quando 

comparados aos animais do grupo sham (0,25 ± 0,01 ml/seg), visto no gráfico 

7A. Houve também diminuição no volume corrente por minuto (P < 0,05) dos 

animais DRGE experimental 28 dias (122,2 ± 6,0 ml/min) quando comparados 

ao grupo sham (141,3 ± 2,5 ml/min) (gráfico 7B).  
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Gráfico 8. Análise da função pulmonar em camundongos com DRGE experimental. 
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Legenda. Fluxo expiratório (A) e volume minuto (B). Os grupos sham e DRGE experimental 28 

dias foram submetidos à espirometria. Os resultados são expressos como a média ± erro padrão 

da média, n = 8 por grupo. * P < 0,05 vs. Sham (Foi usado o teste de Shapiro-Wilk posteriormente 

o teste t student). 
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AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS INFLAMATÓRIOS E FUNCIONAIS NA 

TRAQUEIA 

 

5.12 DRGE EXPERIMENTAL 28° INDUZ EDEMA NA TRAQUEIA 

 

Após a retirada, dissecação e pesagem da traqueia do animal, observou-

se o aumento significativo (P < 0,05) da relação peso úmido (mg/cm) dos 

camundongos do grupo DRGE experimental 28 dias (20,16 ± 0,63 mg/cm) em 

comparação ao grupo sham (15,16 ± 0,98 mg/cm) (gráfico 8A).  

 

5.13 DRGE EXPERIMENTAL 28° AUMENTA NÍVEIS DE MPO NA TRAQUEIA 

 

Visualiza-se no gráfico 8B, que os animais com DRGE experimental 28 dias 

apresentaram aumento significativo (P < 0,05) da atividade de MPO do pulmão 

(4,88 ± 0,26 U/mg de tecido) quando comparados aos animais do grupo sham 

(1,3 ± 0,40 U/mg de tecido).  

 

5.14 DRGE EXPERIMENTAL 28° CAUSA REATIVIDADE TRAQUEAL  

 

As respostas contráteis de segmentos de traqueia frente à solução 

despolarizante de KCl (10 a 160 mM), ao agonista muscarínico carbacol (CCh; 

0,01 a 100 µM) são mostradas no gráfico 9A. Na exposição de preparação à 

solução despolarizante de KCl, revela-se que o grupo DRGE 28 dias aumenta 

significativamente (P < 0,05) a resposta contrátil aos estímulos aplicados (80 -

160 KCl mM) quando comparados com o grupo sham. Em relação a exposição 

ao CCH, o gráfico 9B mostra que o grupo DRGE 28 dias também teve uma 

resposta aumentada significativamente (P < 0,05) a resposta contrátil os 

estímulos aplicados (0,01 – 100 CCH µM) quando comparado ao grupo sham.   
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Gráfico 9. Peso úmido e atividade mieloperoxidase da traqueia no modelo experimental de 

doença do refluxo gastroesofágico em camundongos. 
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Legenda. O peso úmido pulmonar (A) e a atividade da mieloperoxidase (MPO) (B) foram 

medidos no grupo sham e DRGE 28 dias. Os resultados são expressos como a média ± erro 

padrão da média, n = 6 por grupo. * P < 0,05 vs. Sham (Foi usado o teste de Shapiro-Wilk 

posteriormente o teste t student). 
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Gráfico 10. Efeito da exposição de segmentos de traqueia de camundongos com DRGE 

experimental frente a solução de KREBS com estímulos contráteis por KCl e CCh. 
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Legenda. Curva concentração-efeito ao KCl 10 – 160 mM (A) e CCh 0,01 – 100 µM (B). 

Segmentos de traqueia foram montados e expostos à solução controle (Krebs pH 7,4) e a cada 

3 minutos aplicado o estímulo contrátil. n = mínimo de 6. Os dados são expressos em tensão (g). 

* P < 0,05 vs Sham. (Foi usado o teste de Shapiro-Wilk posteriormente o teste t student). 
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EFEITO DA PEPSTATINA E DO OMEPRAZOL EM PARÂMETROS 

INFLAMATÓRIOS, OXIDANTES, FIBRÓTICOS E FUNCIONAIS DO PULMÃO 

DE CAMUNDONGOS COM DRGE EXPERIMENTAL 

 

5.15 PEPSTATINA ATENUA PARÂMETROS INFLAMATÓRIOS DO ESÔFAGO 

E PULMÃO 

 

Como observado anteriormente o grupo DRGE experimental 28 dias, 

estabelece edema esofágico (16,27 ± 1,14 mg/cm), quando comparados com o 

grupo sham (9,47 ± 0,38 mg/cm) (P < 0,05). Enquanto isso o tratamento com a 

pepstatina e omeprazol diminuíram este processo inflamatório (9,96 ± 0,49; 

12,00 ± 0,8 mg/cm, respectivamente) (gráfico 10A). Em relação a atividade de 

MPO os animais do grupo DRGE 28 dias estabelecem níveis maiores (P < 0,05) 

de MPO (10,68 ± 0,78 U/mg de tecido) quando comparados com o grupo sham 

(1,38 ± 0,58 U/mg de tecido) e os tratamentos com pepstatina e Omeprazol (2,23 

± 0,37; 4,16 ± 0,89 U/mg de tecido, respectivamente) atenuam a inflamação 

(gráfico 10B).  

Em relação a inflamação no pulmão, observou-se que o grupo DRGE 

experimental 28 dias teve um aumento significativo (P < 0,05) no edema 

pulmonar (0,54 ± 0,013 g/g) quando comparados com o grupo sham (0,44 ± 

0,012 g/g). Assim como no esôfago, a pepstatina diminui o edema pulmonar 

(6,84 ± 0,49 g/g) de forma significativa (P < 0,05), entretanto o omeprazol (12,58 

± 2,75 g/g) não teve o mesmo efeito (Gráfico 11A) quando comparado ao grupo 

DRGE. De forma semelhante, foi observado que os animais do grupo DRGE 

experimental 28 dias teve um aumento significativo (P < 0,05) na atividade do 

MPO (16,40 ± 2,99 U/mg de tecido) quando comparados com o grupo sham (2,26 

± 0,32 U/mg de tecido). O tratamento com pepstatina obteve efeito na diminuição 

da atividade de MPO (6,84 ± 0,49 U/mg de tecido) de forma significativa (P < 

0,05). Todavia a utilização do omeprazol não obteve efeito (12,58 ± 2,75 U/mg 

de tecido) quando comparado ao grupo DRGE (gráfico 11B).  
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Gráfico 11. Efeito da pepstatina e omperazol no peso úmido e atividade mieloperoxidase 

do esôfago no modelo experimental de doença do refluxo gastroesofágico em 

camundongos. 
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Legenda. O peso úmido esofágico (A), atividade da mieloperoxidase esofágica (MPO) (B). 

Foram medidos no grupo sham, DRGE 28 dias, DRGE 28 dias + omeprazol e DRGE 28 dias + 

pepstatina. Os resultados são expressos como a média ± erro padrão da média, n = 6 por grupo. 

* P <0,05 vs. Sham; # P < 0,05 vs. DRGE 28 D (Foi usado o teste de Shapiro-Wilk posteriormente 

a ANOVA seguido de Bonferroni). 
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Gráfico 12. Efeito da pepstatina e omperazol no peso úmido e atividade mieloperoxidase 

do pulmão no modelo experimental de doença do refluxo gastroesofágico em 

camundongos. 
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Legenda. O peso úmido do pulmão (A) e a atividade da mieloperoxidase pulmonar (B). Foram 

medidos no grupo sham, DRGE 28 dias, DRGE 28 dias + omeprazol e DRGE 28 dias + 

pepstatina. Os resultados são expressos como a média ± erro padrão da média, n = 6 por grupo. 

* P <0,05 vs. Sham; # P < 0,05 vs. DRGE 28 D (Foi usado o teste de Shapiro-Wilk posteriormente 

a ANOVA seguido de Bonferroni). 
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5.16 PEPSTATINA DIMINUI A PRESENÇA DE ALVEOLITE EM 

CAMUNDONGOS COM DRGE EXPERIMENTAL 

  

O tratamento com o inibidor da pepsina (pepstatina) diminui a presença de 

alveolite em animais com DRGE experimental 28 dias pós cirúrgico. Os scores 

da avaliação histopatológica (gráfico 12) mostram que os animais operados 

apresentam alterações microscópicas significativas (P < 0,05) com uma resposta 

inflamatória (2 [2-3]) pulmonar, quando comparados aos animais do grupo sham 

(1 [0-1]). E que o tratamento com pepstatina diminuiu de forma significativa (P < 

0,05) a alveolite instalada (1,5 [1-2]), porém o omeprazol não teve eficácia (3 [2-

3]). Essas alterações microscópicas são caracterizadas por infiltrado celular de 

polimorfonucleares (figura 13). 

 

Gráfico 13. Scores de alveolite em camundongos com DRGE experimental tratados com 

pepstatina e omeprazol. 
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Legenda. Alveolite foi presente nos grupos DRGE experimental 28 dias e omeprazol. A 

pepstatina foi capaz de diminuir a alveolite. Os resultados são expressos como mediana como 

mostrados no gráfico. n = 5-6 por grupo. * P < 0,05 vs. grupo Sham; # P < 0,05 vs. grupo DRGE 

28 D. (Os dados foram analisados pelo teste Kruskal–Wallis seguido pelo teste de Dunn´s.). 
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Figura 13. Fotomicrografias do pulmão de Camundongos com DRGE experimental 

tratados com pepstatina e omeprazol. 

 

 

 

 

Legenda. Animais do grupo sham apresentam arquitetura normal do pulmão (A). Alterações 

microscópicas no pulmão foram observadas nos grupos DRGE experimental 28 dias (B) e 

omeprazol (C). Pepstatina diminui alveolite (D). Seta vermelha apontada para os 

polimorfonucleares. Painéis A – D (100×).  
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5.17 EFEITO DA PEPSTATINA NOS NÍVEIS DAS CITOCINAS IL-6, KC E IL-10 

NA INFLAMAÇÃO PULMONAR SECUNDÁRIA AO REFLUXO 

GASTROESOFÁGICO EXPERIMENTAL. 

 

No gráfico 14 (a e b) além de observar que os animais do grupo DRGE 

experimental 28° dia apresentam aumento significativo (P < 0,05) dos níveis de 

IL-6 e de KC no pulmão (14,41 ± 1,78 e 96,83 ± 16,13 pg/mg de proteínas, 

respectivamente) quando comparado ao grupo sham (3,65 ± 1,03 e 23,8 ± 4,97 

pg/mg de proteínas, respectivamente), a administração diária da pesptatina 

diminuiu de forma significativa os níveis de citocinas IL-6 e KC (5,77 ± 0,64 e 

25,97 ± 2,28 pg/mg de proteínas, respectivamente) quando comparado com o 

grupo DRGE, como também a administração diária de omeprazol diminuiu 

significativamente a IL-6 e IL-8 (8,27 ± 0,78 e 39,94 ± 9,17 pg/mg de proteínas, 

respectivamente).  Em relação a citocina IL-10 (gráfico 14c), foi observado que 

o grupo DRGE experimental 28° (6,51 ± 0,69 pg/mg de proteínas) obteve uma 

diminuição significativa (P< 0,05) quando comparados aos animais do grupo 

sham (9,48 ± 0,90 pg/mg de proteínas) e que o grupo pepstatina (11,68 ± 1,12 

pg/mg de proteínas) preservou os níveis de Il-10 de forma significativa (P < 0,05), 

entretanto, o grupo omeprazol (3,28 ± 1,50 pg/mg de proteínas) não obteve 

eficácia em preservar os níveis de IL-10.  
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Gráfico 14. Efeito da pepstatina e omeperazol na avaliação das citocinas (IL-6, KC, IL-10) 

do pulmão no modelo experimental de doença do refluxo gastroesofágico em 

camundongos. 
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Legenda. Interleucina 6 (A), Citocina KC (B) e Interleucina 10 (C) foram medidos no grupo sham, 

DRGE experimental 28 dias, DRGE experimental 28 dias + omeprazol e DRGE experimental 28 

dias + pepstatina. Os resultados são expressos como a média ± erro padrão da média, n = 6 por 

grupo. * P < 0,05 vs. Sham; # P < 0,05 vs. DRGE experimental 28 D (Foi usado o teste de Shapiro-

Wilk posteriormente o ANOVA seguido de Bonferroni). 



79 
 

5.18 PEPSTATINA PRESERVA ATIVIDADE ANTI-OXIDANTE DO PULMÃO 

 

No gráfico 13A, observa-se o que os animais DRGE experimental 28 dias 

tiveram menores níveis de glutationa (126,1 ± 3,85 µg/g de tecido) ou seja, maior 

(P < 0,05) consumo dessa proteína quando comparados com o grupo sham 

(210,3 ± 21,85 µg/g de tecido). O tratamento com pepstatina preservou o 

consumo dessa proteína (230,7 ± 23,50 µg/g de tecido) com valores 

semelhantes ao grupo sham. A terapia com omeprazol não teve eficácia (183,7 

± 19,54 µg/g de tecido). 

Em relação aos níveis de malondialdeídeo (gráfico 13B), os animais do 

grupo DRGE experimental 28 dias apresentaram valores maiores (707,9 ± 21,86 

nmol/g de tecido) significativos (P < 0,05) quando comparados com o grupo 

sham (593,9 ± 10,47 nmol/g de tecido). Já o tratamento com pepstatina 

preservaram os níveis de MDA no sitio da inflamação (630,4 ± 28,62) e a terapia 

com omeprazol não teve efeito (691,7 ± 26,28). 

Não houve diminuição na quantidade de nitrito, quando comparado o grupo 

pepstatina (0,212 ± 0,007 uM), omeprazol (0,204 ± 0,017 uM) com o grupo DRGE 

experimental 28 dias pós cirúrgico (0,193 ± 0.004 uM), assim indicando presença 

de NO (gráfico 13C) 
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Gráfico 15. Efeito da pepstatina e omeprazol na atividade pró-oxidante pulmonar no 

modelo experimental de doença do refluxo gastroesofágic0 em camundongos. 
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Legenda. GSH (A), MDA (B) e NO3/NO2 (C) foram medidos no grupo sham, DRGE experimental 

28 dias, DRGE experimental 28 dias + omeprazol e DRGE experimental 28 dias + pepstatina. 

Os resultados são expressos como a média ± erro padrão da média, n = 6 por grupo. * P < 0,05 

vs. Sham; # P < 0,05 vs. DRGE experimental 28 D (Foi usado o teste de Shapiro-Wilk 

posteriormente o ANOVA seguido de Bonferroni). 
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5.19 PEPSTATINA DIMINUI DE FORMA PARCIAL A PRESENÇA DE FIBROSE 

PULMONAR NO PROCESSO DA DOENÇA DO REFLUXO 

GASTROESOFÁGICO EXPERIMENTAL 

 

O tratamento com o inibidor da pepsina (pepstatina) diminuiu a 

porcentagem de fibrose, entretanto não mostra significância estatística quando 

comparado aos animais com DRGE experimental 28 dias. Os scores da 

avaliação histopatológica em relação a fibrose (gráfico 14) mostram que os 

animais operados apresentam alterações com uma resposta cerca de 20% do 

pulmão (2 [2-2]) quando comparados aos animais do grupo sham (1 [0-1]). E que 

o tratamento com pepstatina e omeprazol não previnem a fibrose (1,5 [1-2]) e (2 

[1-2]), respectivamente (figura 14). 

  

Gráfico 16. Scores de avaliação de fibrose em animais com DRGE experimental tratados 

com pepstatina e omeprazol. 
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Legenda. Fibrose foi presente no grupo DRGE experimental 28 dias e omeprazol. Pepstatina 

diminui de forma parcial a porcentagem de fibrose no pulmão. Os resultados são expressos como 

mediana como mostrados no gráfico. n = 6-5 por grupo. * P < 0,05 vs grupo Sham. (Os dados 

foram analisados pelo teste de Kruskal–Wallis seguido pelo teste de Dunn´s).  
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Figura 14. Fotomicrografias do pulmão com fibrose em camundongos com DRGE 

experimental tratados com pepstatina e omeprazol. 

 

 

 

Legenda. Animais do grupo sham não apresentam fibrose no pulmão (A). Alterações estrutural 

no pulmão (Fibrose) foram observadas em animais operados e sacrificados no 28º dia (B) e 

Omeprazol (C). Pepstatina diminui de forma parcial a fibrose (D). Seta preta apontada para 

fibrose. Painéis A – B (100×). 
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5.20 PEPSTATINA PREVINE O AUMENTO DO TEOR DE HIDROXIPROLINA  

  

 No trabalho, podemos verificar no gráfico 15, uma diminuição significativa 

(P < 0,05) da presença de hidroxiprolina no grupo pepstatina (0,153 ± 0,032 

µg/proteína) quando comparados com o grupo DRGE 28 dias (0,339 ± 0,068 

µg/proteína) e omeprazol (0,839 ± 0,200 µg/proteína). 

 

Gráfico 17. Efeito da pepstatina no teor de hidroxiprolina do pulmão em camundongos 

com DRGE experimental. 
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Legenda. O teor da hidroxiprolina foram medidos no grupo sham, DRGE experimental 28 dias, 

DRGE experimental 28 dias + omeprazol e DRGE experimental 28 dias + pepstatina. Os 

resultados são expressos como a média ± erro padrão da média, n = 6 por grupo. * P < 0,05 vs. 

Sham; # P < 0,05 vs. DRGE experimental 28 D (Foi usado o teste de Shapiro-Wilk posteriormente 

o ANOVA seguido de Bonferroni).  
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5.21 PEPSTATINA PROTEGE OS PARÂMETROS FUNCIONAIS DO PULMÃO 

 

Afim de avaliar se o pepstatina melhorava também parâmetros funcionais, 

realizamos a técnica de espirometria, observando o fluxo expiratório e o volume 

minuto. Foi observado que em relação ao fluxo, os animais do grupo DRGE 

experimental 28 dias apresentaram diminuição significativa (P < 0,05) dos 

valores (0,012 ± 0,007 ml/seg) quando comparado com os animais do grupo 

sham (0,020 ± 0,006 ml/seg). O tratamento com a pepstatina melhora esse 

processo em partes (0,016 ± 0,002 ml/seg) (gráfico 16A), já o omeprazol não 

obteve efeito (0,014 ± 0,009 ml/seg). De forma semelhante, foi demonstrado na 

figura 31 B, que ao avaliar o volume por minuto os animais do grupo DRGE 28 

dias apresentaram de forma significativa (P < 0,005) valores (123,0 ± 0,92) 

diminuídos quando comparados com o grupo sham (134,5 ± 2,89). Já o 

tratamento com pepstatina melhorou este processo (131,3 ± 1,51) e o omeprazol 

não teve efeito (129,6 ± 1,83) (gráfico 16B).  
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Gráfico 18. Efeito da pepstatina e omeprazol na função pulmonar em camundongos com 

DRGE experimental. 
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Legenda. Fluxo expiratório (painel A) e volume minuto (painel B). Os grupos sham, DRGE 

experimental 28 dias, DRGE 28 dias + omeprazol e DRGE 28 dias + pepstatina foram submetidos 

à espirometria. Os resultados são expressos como a média ± erro padrão da média, n = 8 por 

grupo. * P <0,05 vs. Sham; # P < 0,05 vs DRGE 28 D (Foi usado o teste de Shapiro-Wilk 

posteriormente o ANOVA seguido de Bonferroni). 
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5.22 PEPSTATINA PREVINE A INFLAMAÇÃO E REATIVIDADE TRAQUEAL  

 

Após 28 dias de pós cirúrgico, foi encontrado um aumento significativo (P 

< 0,05) no peso úmido (gráfico 17A) da traqueia dos animais com DRGE 

experimental 28 dias (20,16 ± 0,63 mg/cm) quando comparado com o grupo 

sham (15,16 ± 0,98 mg/cm). A diminuição do edema foi encontrada no grupo 

pepstatina (14,23 ± 0,95) e o grupo omeprazol (19,80 ± 1,74) os valores ficaram 

semelhante ao grupo DRGE experimental 28 dias.  

Ao avaliar a enzima da MPO, foi observado que o grupo DRGE 

experimental 28 dias (4,88 ± 0,26 U/mg de tecido) obteve um aumento 

significativo (P < 0,05) quando comparado com o grupo sham (1,3 ± 0,40 U/mg 

de tecido). O tratamento com pepstatina diminui o nível dessa enzima (2,58 ± 

0,40 U/mg de tecido), como mostra no gráfico 17B. Entretanto o grupo omeprazol 

não teve efeito (4,32 ± 0,83 U/mg de tecido).  

Em relação as respostas contráteis de segmentos de traqueia frente à 

solução despolarizante de KCl (10 a 160 mM), e ao agonista muscarínico 

carbacol (CCh; 0,01 a 100 µM), revela-se que o grupo DRGE 28 dias aumenta 

significativamente (P < 0,05) a resposta contrátil aos estímulos aplicados (80 -

160 KCl mM) quando comparados com o grupo sham. O tratamento com 

pepstatina reverte este processo diminuindo níveis de contração semelhantes ao 

sham (gráfico 18A). Em relação a exposição ao estímulo do CCH, o gráfico 18B 

mostra que a pepstatina não melhorou este parâmetro, e os grupos DRGE 28 

dias e omeprazol tiveram respostas aumentadas significativamente (P < 0,05) 

aos estímulos aplicados (1 – 100 CCH µM) quando comparado ao grupo sham. 
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Gráfico 19. Efeito da pepstatina e omperazol no peso úmido e atividade mieloperoxidase 

da traqueia no modelo experimental de doença do refluxo gastroesofágico em 

camundongos. 
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Legenda. O peso úmido traqueal (A) e a atividade da mieloperoxidase (MPO) (B) foram medidos 

no grupo sham, DRGE 28 dias após a cirurgia, DRGE experimental 28 dias + omeprazol e DRGE 

experimental 28 dias + pepstatina. Os resultados são expressos como a média ± erro padrão da 

média, n = 6 por grupo. * P <0,05 vs. Sham; # P < 0,05 vs DRGE experimental 28 dias (Foi usado 

o teste de Shapiro-Wilk posteriormente o ANOVA seguido Bonferroni). 
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Gráfico 20. Efeito do tratamento com pepstatina e omperazol a exposição de segmentos 

de traqueia de camundongos com DRGE experimental frente a solução de KREBS com 

estímulos contráteis por KCl e CCh. 
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Legenda. Curva concentração-efeito ao KCl 1 – 160 mM (A) e CCh 0,01 – 100 µM (B). 

Segmentos de traqueia foram montados e expostos à solução controle (Krebs pH 7,4) e a cada 

3 minutos aplicado o estímulo contrátil. Os dados são expressos em tensão (g). * P < 0,05 vs 

Sham # P < 0,05 vc DRGE experimental (Foi usado o teste de Shapiro-Wilk posteriormente o 

ANOVA seguido de Bonferroni). 
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6. DISCUSSÃO 

 

No presente estudo, nós buscamos padronizar alterações morfofuncionais 

pulmonares, utilizando um modelo experimental de doença do refluxo 

gastroesofágico (DRGE), padronizado por Silva e colaboradores (2017). Estas 

alterações pulmonares foram caracterizadas por: a) resposta inflamatória 

(aumento do edema [peso úmido], atividade de mieloperoxidase e citocinas [IL-

6, KC e IL-10]), b) alterações histopatológicas no pulmão (alveolite e fibrose), c) 

atividade oxidante (consumo de glutationa, aumento nos níveis de 

malondialdeideos e nitrito), d) teor de hidroxiprolina, e) resposta funcional 

prejudicada do pulmão (fluxo expiratório e volume por minuto) e resposta contrátil 

da traqueia exacerbada (contratilidade traqueal por KCl e CCh). Tais 

comprometimentos são observados em animais cirurgiados até o 28° dias pós 

cirúrgico.  

Além disso, nossos dados mostram que esses transtornos pulmonares são 

mediados pelo menos em parte, pela presença de pepsina refluída a partir do 

estômago, uma vez que um inibidor de pepsina (pepstatina) foi capaz de prevenir 

essas alterações. No presente estudo, foi também demonstrado que o inibidor 

da bomba de prótons (omeprazol) não foi capaz de atenuar o desencadeamento 

da inflamação, atividade oxidante, fibrótica e funcional.  

Na prática clínica não existe uma abordagem terapêutica totalmente eficaz 

para reduzir os sintomas clínicos de pacientes com distúrbios pulmonares 

associado a DRGE e assim melhorar sua qualidade de vida (KIKUCHI et al., 

2020; DRUG et al., 2022). O que explica esta limitação é o conhecimento 

moderado acerca do desenvolvimento e progressão da doença pulmonar, bem 

como os mecanismos moleculares envolvidos no estabelecimento de sintomas. 

Nesse sentido, modelos animais surgem como valiosa ferramenta para a 

elucidar os processos envolvidos na fisiopatologia de afecções. 

Tendo em vista que pacientes com distúrbios pulmonares associados a 

DRGE, podem apresentar, asma, fibrose pulmonar, tosse crônica e bronquite, 

alguns modelos experimentais têm sido propostos para estudar a fundo os 

mecanismos moleculares na inflamação, atividade oxidante, fibrótica e funcional 

do pulmão oriundos da agressão do conteúdo gástrico. Appel e colaboradores 

(2007) estabeleceram um modelo animal no qual instilam o conteúdo gástrico de 
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forma endotraqueal causando uma cascata inflamatória no pulmão. Este modelo 

permitiu avanços na fisiopatologia da doença pulmonar, por conta da 

caracterização da inflamação provinda do conteúdo gástrico e forneceu 

perspectivas para perguntas e aprofundamento dos estudos em animais para 

esta problemática (APPEL et al., 2007). Entretanto por ser um modelo invasivo 

e não representar mimeticamente a fisiopatologia da doença observada nos 

pacientes, nosso grupo optou por utilizar um modelo animal de DRGE 

padronizado por Silva e colaboradores (2017), no qual consiste em subestenose 

pilórica seguido de estenose do fundo gástrico em camundongos swiss. Este 

modelo já demonstrou inflamação com perda da integridade da mucosa 

esofágica como também laríngea, deste modo acredita-se que o refluxo causado 

cirurgicamente nos animais, entre em contato direto com as vias aéreas e de 

modo similar a fisiopatologia da microaspiração, cause danos pulmonares 

(SILVA et al., 2017; FIGUEIREDO et al., 2020). 

Nossos primeiros resultados demonstram que o modelo utilizado foi 

reproduzido e validado. Pois quando observado os dados de peso úmido e a 

atividade de mieloperoxidase nos grupos 7, 21 e 28 dias pós cirúrgico, foi visto 

um estabelecimento inflamatório em função do aumento dos parâmetros 

avaliados. Silva e colaboradores (2017) demonstram que o esôfago dos animais 

cirurgiados até o 3° e 7° dia apresentaram aumento no peso úmido como 

também aumento na MPO, porém ao 14° dia a inflamação esofágica cessa 

(SILVA et al., 2017). Neste sentido, a curva temporal que utilizamos foi além do 

14° dia, deste modo, acredita-se que o processo de inflamação esofágica neste 

modelo tenha características de emissão e remissão. 

Após a validação do modelo, nossos resultados pulmonares mostram que 

os animais com DRGE experimental 21 e 28 dias apresentaram níveis maiores 

de peso úmido (pulmão esquerdo e direito pesados juntos) e na atividade de 

MPO foi observado que o grupo DRGE 28 dias apresentou níveis maiores 

quando comparados com o grupo DRGE 21 dias, devido a este teor maior de 

inflamação, nós optamos por utilizar somente o grupo DRGE 28 dias para o 

restante dos protocolos experimentais. Neste caso, foi observado pela histologia 

que o pulmão destes animais apresentava inflamação mediada por 

polimorfonucleares, assim confirmando em parte nossa hipótese, que no modelo 
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animal utilizado, possa causar uma microaspiração do conteúdo gástrico para o 

pulmão independente da inflamação esofágica. 

A presença de neutrófilos no sítio de inflamação crônica não é comum, 

entretanto pode ser explicada em parte, devido à presença do aspirado da 

pepsina. Um estudo recente, utilizando cultura de células do epitélio pulmonar, 

demonstrou que a pepsina desencadeou a migração de neutrófilos, através das 

barreiras epiteliais das vias aéreas e conseguiu comprometer a integridade da 

barreira epitelial, quando suspensa por 1 hora em tampão a um pH 3 e aplicada 

à superfície apical das barreiras das vias aéreas. Por outro lado, o tratamento 

com tampão sozinho em pH 3 por 1 hora tornou as células epiteliais das vias 

aéreas metabolicamente inativas, mas não instigou a migração de neutrófilos 

através das camadas epiteliais e nem causou ruptura da barreira epitelial. No 

entanto, a atividade proteolítica da pepsina parece ser necessária para o influxo 

de neutrófilos, uma vez que esses processos ocorrem apenas com a exposição 

à pepsina (HURLEY et al., 2019). 

Assim, na busca de caracterizar melhor a inflamação no modelo de DRGE, 

nosso grupo realizou lâminas histológicas no intuito de verificar a porcentagem 

alveolite e posteriormente realizou-se dosagem de citocinas (IL-6, KC e IL-10). 

Nossos dados mostram que o grupo de animais com DRGE 28 dias 

apresentaram maior porcentagem de alveiolite, maiores níveis de IL-6 e KC e 

menores níveis de IL-10. Neste contexto, nossos dados corroboram com a 

literatura, onde, um estudo realizado por Shimazu e colaboradores (2015) 

mostraram através da histologia, uma inflamação desencadeada por 

polimorfonucleares, usando o modelo experimental de DRGE padronizado por 

Omura e colaboradores (1999), durante um período de 20 semanas (SHIMAZU 

et al., 2015; OMURA et al., 1999). 

Em relação as citocinas pesquisadas, o aumento da KC (análoga da IL-8 

em humanos) fortalece mais ainda a hipótese do influxo de neutrófilos para o 

sítio inflamado, já que esta cictocina pró-inflamatória tem como função o estímulo 

de recrutamento das células do sistema imune, principalmente os neutrófilos. Já 

o aumento da IL-6 relaciona com nossos dados de porcentagem de alveolite, 

pois esta citocina é a mais importante mediador da resposta inflamatória, 

sinalizando o sistema imunológico contra a fonte de inflamação. E por fim, a 

diminuição da IL-10, já era esperado, pois esta citocina anti-inflamatória é um 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hurley%20BP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31551494
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fator de inibição das sínteses de citocinas, neste caso ela é consumida, assim, 

regulando negativamente as expressões de citocinas Th1 (JOHN, S. R. 2018; 

FAJGENBAUM, D. C.; JNE, C. H. 2020)   

Corroborando com nossa pesquisa, estudo antigos, já demonstravam que 

ao instilar o conteúdo gástrico de forma endotraqueal no pulmão causava uma 

cascata de inflamação mediada por diversas citocinas pró-inflamatórias. Appel e 

colaborados (2007) mostraram in vivo o aumento das proteínas TNF-α, IL-1α, IL-

1β e IL-2 em amostras de LBA em comparação com controles, um perfil 

dominado por citocinas TH1. Um outro estudo mostrou resultados similares de 

Appel, onde observou o aumento de citocinas pro-inflamatórias, especialmente 

quanto utilizou sais biliares (FERKI et al., 2014). Mais recentemente Chiang e 

colaboradores (2020) mostraram em estudo in vivo e in vitro (cultura de células 

epiteliais brônquicas humanas) que ao utilizar conteúdo gástrico como agressor, 

obtém-se aumento na citocina IL-6 (CHIANG et al., 2020). 

A aspiração repetitiva de fluido gástrico resulta na produção de TNF-α e 

estimula uma resposta inflamatória generalizada, não apenas potencializando a 

fibrose, mas também induzindo a regulação positiva da adesão de moléculas e 

a produção de citocinas, incluindo IL-1α e IL-1β. O TNF- α também desempenha 

um papel crítico no tráfego de linfócitos T e C. As células T ativadas produzem 

IL-1α e IL-1β adicionais, bem como IL-2, que propagam ainda mais a resposta 

inflamatória ativando macrófagos, células serial killer ocasionando uma resposta 

que gera TGF-β, um quimiotático para fibroblastos (HOU et al., 2018). 

Ao exacerbar a resposta imune pulmonar, é possível que tal meio 

inflamatório possa iniciar o desenvolvimento de várias doenças pulmonares. A 

resposta de um indivíduo pode influenciar na resposta fenotípica no pulmão, a 

maioria dos pacientes pode apresentar uma resposta reparadora normal, 

enquanto certos indivíduos podem ser mais propensos a fibrose ou outra 

fisiopatologia (BALDOMERO et a., 2020).  

Neste contexto inflamatório, o próximo passo do presente estudo foi avaliar 

a atividade oxidante e fibrótica no modelo animal de DRGE. Nossos achados 

oxidantes levaram a maiores níveis de malondialdeído e a relação Nitritato/Nitrito 

(inferindo maiores níveis de NO), enquanto menor nível de glutationa nos tecidos 

pulmonares em comparação com o sham, resultando assim no desequilíbrio 

enzimático oxidante/antioxidante. Além disso, também encontramos um 
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aumento no teor da proteína hidroxiprolina, culminando com os achados de 

fibrose através da histologia. 

Estudos recentes evidenciam que a microaspiração do conteúdo gástrico 

desenvolve um papel importante na atividade oxidante e na fibrose pulmonar. 

Chiang e colaboradores (2020) observaram o aumento da expressão elevada da 

via de sinalização RHO-quinase em células de fibroblastos estimuladas com 

fluido gástrico. Este resultado indica que o fluido gástrico pode estimular a 

inflamação, migração e diferenciação de células fibroblásticas pulmonares 

(CHIANG et al., 2020). Li e colaboradores (2021) também obtiveram resultados 

semelhantes corroborando com o nosso estudo, os autores mostraram que 

houve aumento nos valores de MDA, TGF-β, HYP, p-Smad3, vimentina, p-

ERK1/2 e caspase-3 em animais induzidos com DRGE em ratos (LI et al., 2021).  

Outros estudos relatam que além do conteúdo gástrico estimular efeitos 

fibróticos, os ácidos biliares em específicos, são os principais agentes para a 

fibrose pulmonar. Chen e colaboradores (2016) e (2017) demonstraram que os 

ácidos biliares induzem a ativação de células epiteliais alveolares e fibroblastos 

pulmonares in vitro (CHEN et al., 2016). E em outra pesquisa, in vivo, foi 

realizado um modelo de microaspiração de ácido biliar (CDCA, DCA e LCA) em 

ratos, por instilação endotraqueal. O procedimento causou alterações fibróticas, 

espessamento da parede alveolar, deposição de colágeno, EMT, regulação 

negativa de E-caderina e citoqueratina no epitélio alveolar. A expressão de 

mediadores fibrogênicos, TGF-β, fator de crescimento do tecido conjuntivo 

(CTGF), fator de crescimento de fibroblastos básico (FGF2), fator de crescimento 

endotelial vascular (VEGF) e periostina, foi significativamente elevada. E por fim 

induziu a expressão de fosfo-Smad3 e do receptor FXR (CHEN et al., 2017).  

Liu e colaboradores (2020), observaram a associação da atividade oxidante 

com o aparecimento da fibrose. Assim, em um modelo de instilação endotraqueal 

semanal de DCA e CDCA em ratos, foi observado alteração na estrutura alveolar 

no interstício pulmonar, proliferação fibroblástica, deposição de colágeno tipo I, 

aumento na expressão de α-actina, hidroxiprolina, TGF-β, e matriz 

metaloproteinase-9 (MMP9). Além disso, a microaspiração crônica de ácidos 

biliares levou a maiores níveis de malondialdeído, enquanto níveis mais baixos 

de superóxido dismutase e glutationa, resultando assim no desequilíbrio 

enzimático oxidante/antioxidante (LIU et al., 2020). 
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Além da inflamação, as ROS também causam danos celulares. Em vários 

estudos, evidenciam que o dano à camada mucosa do esôfago é causado pela 

presença de refluxo, que estimula a formação de ROS, levando ao estresse 

oxidativo, dano tecidual, e inibição do sistema antioxidante endógeno (FEAGINS 

et al., 2008; HUO et al., 2017; FRANCESCHELLI et al., 2018). A formação de 

ROS e a inflamação desempenham papéis importantes na patogênese da 

fibrose pulmonar associada a DRGE.  

Há cada vez mais relatos que sugerem que o dano ao tecido pulmonar é 

mediado por ROS, ocasionando a sinalização de TGF-β e a ativação da NADPH 

oxidase. Assim, a produção de TGF-β mediada por ROS, por sua vez, promove 

mais danos pró-inflamatórios e pró-fibróticos aos pulmões, bem como acúmulo 

de colágeno. Além disso, as ROS aumentam a progressão da doença por meio 

de danos diretos ao DNA, proteínas e tecido pulmonar por meio da oxidação 

lipídica da membrana celular, inativação de enzimas, alterações na expressão 

de citocinas pró-inflamatórias e apoptose (NELKINE et al., 2020). 

A fibrose pulmonar é considerada um processo de cicatrização influenciado 

em resposta a danos epiteliais, levando a uma remodelação pulmonar 

irreversível e progressiva, mediado, pela oxidação, aumento da ativação e 

expressão de óxido nítrico, produção mitocondrial elevada de superóxido de 

oxigênio e peróxido de hidrogênio, por causa de mitocôndrias disfuncionais 

(BRAND, M. D 2016). O NO desempenha um papel crucial como mediador intra 

e extracelular em muitos processos fisiológicos e patológicos, como modulação 

do tônus vascular, espessamento e remodelação da parede muscular brônquica 

e na regulação da inflamação local. A maioria das células residentes no sistema 

respiratório pode produzir NO, incluindo pneumócitos I e II, epitélio brônquico, 

endotélio, células musculares lisas e células imunes alveolares (macrófagos, 

eosinófilos e neutrófilos). No entanto, a produção de NO favorece a fibrose 

devido a sua função cicatrizante regulando a colagênese, proliferação celular e 

pela fibrogênese pulmonar (CAMELLI et al., 2020) 

Neste sentido, o que explica em parte, nossos resultados, é o fato de que 

o conteúdo gástrico em contato direto de forma crônica no pulmão, causa uma 

inflamação mediada por polimorfonucleares, aumentando o estresse oxidativo 

associando a um desequilíbrio oxidante/antioxidante e a produção elevada de 

ROS facilitando a presença de fibrose pulmonar em animais com DRGE 
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experimental. As ROS danificam as células epiteliais alveolares e desempenham 

um papel significativo na produção de NO e aumento dos níveis de MDA 

culminando com a redução do GSH, uma das enzimas essenciais que 

influenciam significativamente a eliminação dos radicais superóxido e, portanto, 

protege as células dos danos causados pelas ROS. Assim, induzindo o aumento 

da proteína hidroxiprolina através dos mecanismos de cicatrização causados 

pelo aumento do NO e por fim ocasionando um remodelamento no tecido 

pulmonar. 

Como bem observado, estudos que investigam as alterações inflamatórias 

do pulmão decorrente da DRGE são bem exploradas, contudo, a funcionalidade 

pulmonar é pouco pesquisada no curso dessa afecção. As técnicas invasivas de 

avaliação da função pulmonar são ferramentas úteis para descrever modelos de 

doenças respiratórias em camundongos. No intuito de preencher esta lacuna, 

nosso grupo de pesquisa resolveu avaliar a função pulmonar através da 

espirometria, um exame que permite medir o fluxo de ar que entra e sai dos 

pulmões, por meio dela, pode-se verificar se existe obstrução ou restrição ao 

fluxo de ar (PEREIRA, 2002).  

Nossos resultados revelam que os animais DRGE 28 dias obtém valores 

menores no fluxo expiratório no volume minuto quando comparados com o grupo 

sham. Dessa maneira, quando comparamos nossos dados com a literatura 

observamos que pesquisas in vivo, utilizando porcos, demostraram que a 

instilação do sulco gástrico diminui a oxigenação e complacência pulmonar e 

aumenta a hemorragia, edema e inflamação de neutrófilos. Assim, o sulco 

gástrico em pulmões de porco causou lesão pulmonar aguda com oxigenação 

prejudicada e aumento da inflamação no LBA, corroborando com nossos 

achados (MEERS et al., 2010).  

Fodor e colaboradores (2014) também mostraram alterações nas 

propriedades mecânicas e ventilatórias do pulmão após aspiração unilateral do 

suco gástrico, no qual o pulmão direito recebeu o suco gástrico e o esquerdo 

não. Essa abordagem permitiu uma comparação intra-indivíduo dos efeitos 

sistêmicos locais e indiretos da broncoaspiração. Os resultados revelaram uma 

associação significativa entre a mecânica e ventilação do pulmão intacto e no 

pulmão aspirado (FODOR et al., 2014). Em um dos raros estudos utilizando 

camundongos, foi observado que animais com fibrose (induzidos com 
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bleomicina), diminuíram os valores nos parâmetros relacionados a expiração 

forçada, volume expiratório forçado em 0-1 segundo, capacidade na força vital e 

pico de fluxo expiratório, assim, servindo como parâmetros de diagnóstico, tendo 

algumas semelhanças com aqueles usados rotineiramente na clínica (DEVOS et 

al., 2017). 

Essa alteração adversa pode ser atribuída ao efeito corrosivo direto do 

conteúdo gástrico aspirado, ocasionando edema, aumento da permeabilidade 

vascular, inflamação, atividade oxidante, uma possível liberação localizada de 

mediadores broncoativos e a consequente lesão do epitélio alveolar e finalizando 

com fibrose pulmonar. Como todos esses processos promovem o 

desenvolvimento de atelectasias levando a uma perda de volume pulmonar, é 

provável que a diminuição do fluxo expiratório e do volume minuto ocorram 

posteriormente a esse fenômeno. 

Em sequência, nosso grupo buscou avaliar a contratilidade traqueal, um 

importante parâmetro funcional nas doenças inflamatórias das vias aérea. Neste 

sentido, observamos que os animais DRGE 28 dias além de apresentar 

inflamação na traqueia (aumento do peso úmido e da atividade de MPO) 

obtiveram maior reatividade traqueal quando comparados com o grupo sham, 

tanto pelo mecanismo de despolarização da membrana, ocasionada pelo 

aumento da concentração externa de k+, como, pela ativação de canais 

operadores por receptor (ROC) em especial os muscarínicos tipo 3 (M3), pelo 

uso do neurotransmissor carbacol. 

Neste contexto a contração do músculo liso ocorre por conta do aumento 

intracelular de Ca2+, sendo regulada pela proteína calmodulina. Vários 

mecanismos são descritos na literatura mostrando como transcorre a atividade 

contrátil (canais operados por voltagem, canais operados por receptor, receptor 

de potencial transitório, canais ativados por K+, canais de Ca2+ operados por 

estoque). Assim, o presente estudo avaliou a reatividade traqueal através dos 

canais de Ca2+ operados por voltagem (VOC), chamado de acoplamento 

eletromecânico, este processo ocorre após a despolarização da membrana, que 

pode ser ocasionada de forma direta, pelo aumento da concentração externa de 

k+. E pelos canais de Ca2+ operados por receptor (ROC), um acoplamento 

farmacomecânico, sendo o principal mediador da contração em vias aéreas, com 

ênfase na participação da via parassimpática, utilizando os receptores 
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muscarínicos (M3), no qual é responsável pela manutenção do controle motor do 

musculo liso traqueal (LAUZON, MARTINA 2016; LAM et al., 2019). 

Estudos demonstram que a inflamação nas vias aéreas, podem ter um 

papel crucial na reatividade traqueal. Vasconcelos e colaboradores (2016) 

mostraram que em um modelo de inalação de fumaça por cigarro os animais 

apresentaram aumento significativo na degranulação de mastócitos, e nos níveis 

de glutationa, bem como redução significativa da função pulmonar e 

hiperreatividade traqueal à estimulação contrátil eletromecânica (K+) e à 

estimulação contrátil farmacomecânica (carbacol) (VASCONCELOS et al., 

2016). Um outro estudo revelou que a instilação intratraqueal de HCl causa 

hiperresponsividade das vias aéreas. Basoalto e colaboradores (2021), 

observaram uma resposta inflamatória aguda neutrofílica com extravasamento 

de líquido e proteínas para os pulmões, o que finalmente resultou em edema 

pulmonar e culminou com diminuição de troca gasosa e hiperresponsividade das 

vias aéreas ao utilizar estímulos de carbacol e histamina (BASOALTO et al 

2021).  

Nossos achados corroboram com a literatura, no qual a atividade 

inflamatória interfere diretamente na hiperreatividade das vias aéreas. 

Aghasafari e colaboradores (2018) afirmam que uma das características 

principais na alteração da hiperresponsividade brônquica das vias aéreas são o 

seu caráter inflamatório, com a participação de várias tipos celulares e liberação 

de mediadores pró-inflamatórios, principalmente, mastócitos (histamina, 

leucotrienos, triptase e prostaglandinas), macrófago, eosinófilo, mediadores 

lipídicos e células TH2 (IL-4, IL-13, IL-5, IL-9)  pelos neutrófilos (elastase) e pelas 

células epiteliais (endotelina-1, mediadores lipídicos, óxido nítrico) 

(AGHASAFARI et al., 2018).  

Neste contexto, não temos um esclarecimento total do mecanismo contrátil 

observado, pois avaliamos somente o evento funcional causado pela inflamação 

traqueal. Assim, hipotetizamos que o dano causado nas células epiteliais da 

traqueia pelo conteúdo gástrico exacerba a contratilidade traqueal, mostrando 

uma relação direta entre a inflamação e contratilidade. Estudos na literatura 

corroboram com os nossos achados, Vasconcellos e colaboradores (2016), 

apresentaram resultados mostrando que a inalação de fumaça de cigarro produz 

respostas aumentadas em canais de Ca2+ operados por voltagem e em canais 



98 
 

de Ca2+ operados por receptor, devido a degranulação de mastócito e o aumento 

do estresse oxidativo nas células epiteliais da traqueia cigarro (VASCONCELOS 

et al., 2016). 

Os achados do presente estudo até agora, demonstraram que a 

microaspiração crônica do conteúdo gástrico pode levar à inflamação, atividade 

oxidante, desenvolvimento de fibrose, prejuízo na função pulmonar e aumento 

da contratilidade traqueal. Assim os resultados apontam para um efeito direto do 

conteúdo gástrico para o pulmão. Deste modo, o modelo experimental utilizado 

foi eficaz para causar alterações morfofuncionais pulmonares. A partir destas 

premissas, nosso grupo objetivou estudar o papel da pepsina nas alterações 

morfofuncionais pulmonares secundária ao DRGE experimenta, utilizando a 

pepstatina (inibidor da pepsina) e um IBP (omperazol) muito utilizado na clínica, 

no intuito de atenuar o comprometimento pulmonar. 

A terapêutica para estas condições respiratórias é bastante desafiadora. 

Nesse sentido as diretrizes romanas para o diagnóstico e tratamento de 

manifestações respiratórias induzidas por DRGE esclarecem em partes a 

utilização das terapias para as afecções. A medicação padrão ouro é a utilização 

dos IBPs, porém a sua eficiência no tratamento de sintomas respiratórios 

induzidos pela DRGE não alcançou um acordo, mesmo assim a diretriz 

recomenda o uso da terapia com IBP, mas reconhece uma eficácia limitada. A 

terapia com bloqueadores H2, um medicamento menos eficiente que o IBP, não 

é recomendada para esses tipos de pacientes (HASANOGLU   et al., 2003; 

MCDONNELL et al., 2020; DRUG et al., 2022). O baclofeno pode ser uma opção 

viável na tosse induzida por DRGE para paciente que não respondem a IBP, e 

também foi usado com algum sucesso como terapia adjuvante aos IBPs (LI et 

al., 2014; ZHANG et al., 2020). O tratamento com procinéticos também não é 

recomendada pelos especialistas (SHARMA et al 2007). Por fim, o procedimento 

cirúrgico de Fundoplicatura de Nissen (LNF) é atualmente usado para DRGE 

refratária. Muitos artigos, mostram que o LNF pode melhorar não apenas os 

sintomas típicos da DRGE, mas também sintomas atípicos, como tosse e asma 

brônquica (TUSTUMI et al., 2021; DRUG et al., 2022). 

O que explica em partes a falha aos IBPs nas doenças respiratórias 

associado a DRGE, é o fato da atividade enzimática da pepsina, uma forma ativa 

de pepsinogênio, excretada pelas células glandulares (células principais) do 
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estômago, que tem como função digerir proteínas através da hidrólise das 

ligações peptídicas. Uma vez que extravasa do estômago junto com outros 

conteúdos gástricos, danifica as membranas mucosas das estruturas com as 

quais entra em contato, digerindo as conexões intercelulares, e posteriormente 

prejudicando a barreira epitelial (KOWALIK et al., 2017).  

A pepsina atinge o pico de atividade em um ambiente de baixo pH (2-3), 

entretanto estudos mostram que esta enzima permanece estável até pH 8 e 

reativada pela redução do pH, assim, o refluxo misto ou levemente alcalino 

também pode ativar a pepsina (JOHNSTON et al., 2007). Além disso, estudos 

evidenciam que a pepsina tem um receptor específico. Recentemente, a análise 

transcriptômica global de células laríngeas (cordas vocais verdadeiras) 

agredidas com pepsina forneceu pistas sobre este receptor A análise revelou 

alterações na expressão de um RNA, que exerce controle transcricional sobre a 

proteína relacionada ao receptor de lipoproteína de baixa densidade (LRP1) 

(SAMUELS et al., 2020). Além de tudo, a pepsina é capaz de aumentar estresse 

oxidativo e acúmulo ROS, influencia a expressão de genes envolvidos em 

reações inflamatórias e danifica DNA mitocondrial (KOWALIK et al., 2017).  

Um outro fato interessante é que a presença da pepsina no lavado 

broncoalveolar (LBA) está associada à contagem de neutrófilos e gravidade dos 

sintomas pulmonares (SAMUELS et al., 2009; MCNALLY et al., 2011; TAN et al 

2019). Um outro evento associado a esta enzima, foi demonstrado por Chen e 

colaboradores (2019), recentemente observaram um papel direto da pepsina não 

ácida na FPI, utilizando um modelo de aspiração em ratos (instilação duas vezes 

por semana por um período de 2 meses), e descobriram que a pepsina não ácida 

sozinha provocou inflamação, fibrose e TGF-β e fator de crescimento do tecido 

conjuntivo (CHEN et al., 2019). 

Diante destes efeitos prejudiciais que a pepsina causa, e a ausência de 

uma terapia totalmente eficaz, nosso grupo de pesquisa resolveu utilizar a 

pepstatina A (um hexapeptídeo com sequência isovaleril-L-valil-L-valilstatil-

alanil-estatina), derivada de Streptomyces species, um inibidor potente a quase 

todas as proteases, como: do HIV, pepsina, renina, catepsina D, quimosina, 

protease B de Aspergillus niger e proteases ácidas de origem microbiana, 

entretanto sem inibir serina, cisteína e metaloproteinase (PURUSHOTHAMAN et 
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al., 2021). Neste sentido, é de interesse examinar se a pepstatina tem alguma 

ação protetora na patogênese dos distúrbios pulmonares associados a DRGE.  

Nossos dados mostram primeiramente que tanto a pepstatina como o 

omeprazol diminuíram edema e atividade de MPO no esôfago, demostrando 

assim que estes fármacos tiveram o efeito desejável, enquanto um diminuiu a 

inflamação esofágica ao inibir a acidez gástrica o outro inibiu a enzima pepsina. 

Quando observado os resultados de pulmão, podemos verificar que  omeprazol 

na dose de 40 mg/kg obteve efeito somente nas avaliação das citocinas IL-6 e 

KC, já a pepstatina na dose de 0,3mg/kg atenuou os efeitos inflamatórios (peso 

úmido, atividade de MPO e citocinas IL-6, KC e IL-10), em relação a atividade 

oxidante, somente não diminuiu os valores de nitrito/nitrato, entretanto melhorou 

os aspectos de GSH e MDA, de forma parcial preveniu a fibrose ao avaliar a 

histologia, porém diminuiu o teor de hidroxiprolina, e por fim melhorou parâmetro 

funcionais do pulmão tanto no fluxo expiratório quanto no volume por minuto, 

como também diminuiu a hiperreatividade traqueal pelo  mecanismo de 

despolarização de membrana mas não pelo farmacomecânico. 

Como já descrito, a DRGE está associada à redução da integridade da 

barreira epitelial e a pepsina desregula as moléculas de adesão celular, 

sugerindo que, além de recrutar neutrófilos via IL-8, a pepsina pode promover a 

infiltração de neutrófilos no epitélio pulmonar (GIL et al., 2005). Dados anteriores 

demonstraram que o fluido gástrico de pacientes tratados com IBP desencadeou 

maior secreção de IL-8 e maior migração de neutrófilos através das 

monocamadas epiteliais pulmonares em relação a contrapartes que não 

tomaram IBPs, mostrando um efeito independente de ácido (MERTENS et al., 

2010; HURLEY et al., 2019). Hurley e colaboradores (2019) também revelaram 

que o fluido gástrico de pacientes pediátricos em uso de IBPs continha maiores 

concentrações de pepsina em relação aos que não tomavam IBPs e, quando 

acidificado, provocava maior ruptura da barreira epitelial pulmonar e migração 

transepitelial de neutrófilos (HURLEY et al., 2019).  

E mais recentemente Marshall e colaboradores (2019), confirmaram que a 

pepsina em meio não ácido estimula a expressão de IL-8 em células epiteliais 

pulmonares (MARSHALL et al., 2019). Esses dados explicam em partes o motivo 

pelo qual o omperazol não funcionou no nosso estudo. Tendo em vista que os 

outros componentes gástricos não dependem totalmente do ácido para gerar 
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dano celular, então diminuir a acidez parecer não ser a melhor alternativa 

terapêutica. Portanto estudos sugerem que os IBPs podem ser mais prejudiciais 

do que benéficos em pacientes com refluxo e aspiração pela concentração 

indireta de pepsina no líquido gástrico. 

Por outro lado, estudos mostram que a pepstatina pode ser uma atraente 

abordagem terapêutica em pacientes com transtornos pulmonares associados a 

DRGE. Nagama e colaboradores (2006) estudaram o efeito da pepstatina em um 

modelo de esofagite induzida em ratos. A pepstatina administrada por via 

intragástrica, preveniu significativamente lesões esofágicas, embora não tenham 

afetado a secreção ácida basal (NAGAMA et al., 2006). Estudos in vitro reforçam 

mais ainda essa ideia, Kim e colaboradores (2018) avaliaram o desenvolvimento 

da hipertrofia das amígdalas em biópsias de pacientes, para investigar o papel 

da pepsina na patogênese das lesões da amígdala. Descobriram que houve 

significativamente mais células CD4+ e que níveis de IL2- e IFN-γ aumentaram 

após a agressão com pepsina, mas esses números foram reduzidos pela 

pepstatina. Também foi avaliado o nível de IL-10 e foi observado redução em 

células CD4 agredidas com pepsina e restaurado pela pepstatina (KIM et al., 

2018). 

 Recentemente Hurley e colaboradores (2019), mostraram in vitro que a 

pepsina em tampão ácido desencadeou a migração de neutrófilos através da 

ruptura da integridade da barreira epitelial e que o tampão ácido sozinho não 

instigou a migração de neutrófilos. Além disso, o inibidor de protease ácida, 

pepstatina, inibiu significativamente a migração transepitelial de neutrófilos 

induzida pela pepsina em pHs baixos (HURLEY et al., 2019). Tanto estes 

resultados quanto os dados do presente estudo, sugerem que a pepstatina pode 

ser eficaz contra a inflamação das vias aéreas frente à agressão do conteúdo 

gástrico em especial a pepsina. 

Em relação aos nossos achados, nós hipotetizamos que a pepstatina liga-

se a pepsina após a sua liberação por meio de ligações moleculares com o sítio 

ativo da pepsina (ROBERTS; TAYLOR, 2003), assim a enzima sofre uma 

mudança conformacional, envolvendo firmemente o inibidor fazendo com que os 

sítios ativos percam a sua especificidade tendo ligações distintas das de origem 

(FUJINAGA et al., 1995). Deste modo acredita-se que quando o conteúdo 

gástrico for refluído a pepsina diminua os seus efeitos deletérios nas células das 
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vias aéreas. Entretanto foi observado que a pepstatina não melhorou todos os 

parâmetros, uma possível explicação para isso é que este inibidor é volátil, assim 

tendo uma meia vida curta, e o tratamento foi realizado contendo somente uma 

aplicação diária durante 28 dias do protocolo experimental.   

Devemos consideram algumas limitações deste estudo, em primeiro lugar 

foi utilizado camundongos swiss ao invés de camundongos albinos BALB/c. Esta 

espécie de camundongo é mais utilizada em modelos de inflamação das vias 

aéreas, por conta da resposta inflamatória ser bem específica (TH2). Em seguida 

deduzimos que é improvável que os ácidos biliares e as enzimas pancreáticas 

participem da patogênese do presente modelo de DRGE, porque o modelo foi 

induzido pela ligadura total do fundo gástrico e subestenose do piloro, onde não 

ocorre regurgitação do conteúdo duodenal para o estômago. Para nos 

certificarmos disso, no presente estudo avaliamos alguns parâmetros utilizando 

quelante de sal biliar e observamos que não possuía efeito tanto no esôfago 

quanto no pulmão (dados não mostrado). Utilizamos somente doses alvos 

(encontradas na literatura) tanto do omperazol quanto da pepstatina. E por fim, 

é conhecido que a utilização de modelo experimentais servem de base para 

estudos clínicos, portanto não podemos concluir que a pepstatina é uma nova 

abordagem terapêutica em doenças pulmonares associado a DRGE, pois o 

objetivo do trabalho foi observar o papel nocivo da pepsina quando refluída para 

o pulmão. 

Diante dos dados apresentados, nosso grupo de pesquisa ainda busca 

caracterizar melhor o mecanismo da fibrose investigando a expressão de TGF-

β e α-smad pela técnica de wertern blotting e por fim administrar o polissacarídeo 

sulfatado da Gracilaria caudata. Afim de investigar o potencial efeito inibitório de 

enzimas proteases e examinar se este polissacarídeo tem capacidade de 

diminuir a frequência do refluxo, devido a uma suposta precipitação ao entrar em 

contato com o conteúdo gástrico.   
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7. CONCLUSÃO 

 

     No presente estudo foi padronizado um modelo experimental de 

inflamação pulmonar que cursa com a doença do refluxo gastroesofágico (DRGE) 

experimental em camundongos.    

     Observou-se no modelo que o 28° dia pós-cirúrgico obteve maior 

inflamação pulmonar (aumento do peso úmido, atividade de MPO, aumento das 

citocinas IL-6 e KC e diminuição da IL-10 no pulmão). 

     O modelo experimental de DRGE apresentou alveolite e fibrose pulmonar 

através da histologia. 

     O modelo experimental de DRGE exibiu aumento no teor de hidroxiprolina.  

 Ao avaliar a atividade pró-oxidante, observou-se que há o aumento do 

consumo da glutationa, aumento de níveis de malondialdeídeo e óxido nítrico no 

pulmão.  

 As alterações funcionais foram presentes tanto na espirometria como na 

reatividade traqueal.  

 A inibição da bomba de prótons não foi capaz de prevenir as alterações 

inflamatórias, histopatológicas, atividade antioxidante, e o comprometimento 

funcional do pulmão.  

 A pepsina possui papel importante nos aspectos inflamatórios, pró-

fibróticos, pró-oxidantes, funcionais no pulmão e na traqueia.  

   Estima-se que este modelo experimental possa vir a permitir uma melhor 

compreensão dos aspectos fisiopatológicos desencadeados pela pepsina no 

pulmão. E tem-se a perspectiva de através desse modelo a busca de novas 

terapias para esta afecção.  
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