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RESUMO

A Doenga do Refluxo Gastroesofagico (DRGE) pode ser definida como sintomas ou
danos na mucosa produzidos pelo refluxo anormal do contetudo géstrico no es6fago.
Formas alternativas de tratamento devem ser consideradas uma vez que o tratamento
padrdo falha em todos os fenétipos da doenca, majoritariamente em pacientes com o
fenotipo mais prevalente (Doenca do Refluxo Ndo-Erosiva, NERD). Nosso objetivo foi
avaliar o efeito protetor da mucosa esofagica pelo biopolimero da Goma do Cajueiro
(GC), um produto natural obtido da casca da arvore do Nordeste brasileiro (Anacardium
occidentale L.), em camundongos (modelo experimental de NERD) e em biopsias do
esdfago humano. O projeto experimental foi dividido em "Estudo Pré-Clinico: NERD
murino” e em "Estudo Clinico: Biopsias esofagicas humanas”. A principio, 0s
camundongos foram submetidos a uma inducéo cirurgica da NERD, na qual realizou-se
uma sub-estenose pilorica seguida de ligadura de fundo gastrico. Apds 7 dias, os animais
foram eutanasiados e amostras de es6fago distal retiradas para avaliar indicios sugestivos
de inflamacdo, tais como edema, atividade da MPO e infiltrado de neutrofilos [escores
histoldgicos e citocina inflamatoria (KC)]. No estudo da funcdo de barreira, amostras de
esofago distal de camundongos foram montadas em camaras Ussing para avaliar a
Resisténcia Elétrica Transepitelial (RETE) e, em seguida, a permeabilidade a
fluoresceina. Em bidpsias esofagicas humanas, também foi avaliado RETE e
permeabilidade transepitelial. Além disso, um teste de toxicidade aguda foi conduzido de
acordo com a diretriz 423 da OCDE. Por fim, realizamos um experimento utilizando
técnicas de microscopia confocal para localizar no epitélio esofagico o biopolimero GC
previamente marcado com FITC. Em nosso estudo, os animais com NERD estabeleceram
edema esofégico (peso umido aumentado como indicador indireto de edema e arquitetura
histoldgica alterada como marcador direto de edema) e aumento da atividade de MPO
(15,90 £ 1,68 mg/cm e 23,14 + 9,3 U/mg de tecido, respectivamente), enquanto a
administracdo diaria de GC reduziu (P<0,05) parametros inflamatorios de edema e
infiltracdo de neutrofilos (10,52 + 0,5 mg/cm e 6,11 £ 0,57 U/mg de tecido,
respectivamente). Os camundongos com NERD tiveram os niveis de KC aumentados
(40,82 £ 11,71 pg/mg de tecido) no tecido esofagico, enquanto esse fenémeno foi
reduzido (P<0,05) pela administracdo de GC (4,46 + 1,3 pg/mg de tecido). Os parametros
microscopicos (neutrofilos intraepiteliais e edema na lamina prépria diminuidos) e niveis
reduzidos de KC corroboram o perfil anti-inflamatério da GC. Os parametros funcionais
de barreira estudados demonstraram que a GC protegeu a mucosa esofagica. Enquanto os
animais do NERD apresentaram uma queda substancial na RETE (-40 + 3,5%) e uma
permeabilidade da mucosa esofagica aumentada (13,9 = 1,51 IF), GC 10% reverteu
parcialmente (P<0,05) esses marcadores funcionais (+0,3 = 0,82% e 3,99 + 1,13 IF,
respectivamente). Vale ressaltar que a GC néo induziu sinais de toxicidade que conferem
ao biopolimero GC seguranca e boa tolerabilidade de acordo com a diretriz 423 da OCDE.
Além disso, nossos dados em bidpsias humanas mostraram que 30 minutos de exposicao
acida a mucosa esofégica causou queda da RETE (-27,3 + 2,4 %) em comparagio com 0S
niveis da resisténcia basal, que pdde ser prevenida (P<0,05) pela aplicacdo do alginato
(+3,7 £ 6,1% em relacdo a resisténcia basal). Da mesma forma, o revestimento tecidual
com GC (10% e 5%) impediu a queda da RETE (P<0,05) quando comparada com a
resisténcia basal (+1,69 + 1,06% e -3,5 £ 2,4%, respectivamente). GC em 2,5% e
sucralfato ndo protegeram a mucosa esofagica contra a solucdo desafio que mimetiza o



conteudo de suco gastrico. O efeito protetor da mucosa foi sustentado até 1h, em que as
biopsias ndo submetidas a nenhuma protecdo apresentaram queda de -36,79 * 5,5% na
RETE, mas a aplicacdo de alginato e GC 10% impediu a queda de resisténcia causada por
acidificacdo, pepsina e TDCA (+4,2 £ 0,8% e +3,5 + 0,6%, respectivamente). A
permeabilidade a fluoresceina aumentou em bidpsias sem protecdo prévia (135,7 + 37,43
IF), enquanto que a GC 10% impediu (P<0,05) este evento (40,8 £ 17,1 IF). As imagens
do microscopio epifluorescente mostraram a aderéncia luminal & mucosa esofagica
exercida pela GC 10% marcado com FITC até 1h. Até o presente momento, ndo existe
um medicamento que atue tanto na mucosa esofagica evitando o ataque &cido quanto na
resolucdo no sitio da inflamag&o esofégica. Tanto no NERD experimental murino quanto
em bidpsias da mucosa esofagica humana, a GC mostrou 1) potencial anti-inflamatorio
ao es6fago, reduzindo marcadores da inflamacéo esofégica, 2) topica protecdo contra um
acido "agressivo", pepsina, solucdo BA, 3) aderéncia in vitro a mucosa esofagica humana
por pelo menos 1 hora, e 4) auséncia de sinais toxicos, ou seja, bem toleravel em
camundongos. Portanto, é a primeira vez que um produto exibe nao apenas uma protecdo
topica a mucosa esofagica, mas também a vantagem do perfil anti-inflamatorio que pode
ser Gtil no manejo da DRGE. Esses beneficios devem ser explorados ainda mais para o
desenvolvimento de uma nova abordagem tdpica e anti-inflamatéria como terapia
complementar para DRGE.

Palavras-chave: Anacardium occidentale, polimero, inflamacéo, refluxo.



ABSTRACT

ESOPHAGOPROTECTIVE EFFECT OF ABIOPOLYMER, CASHEW GUM, IN
MURINE NON-EROSIVE REFLUX DISEASE AND IN HUMAN ESOPHAGEAL
MUCOSA: ANTIINFLAMMATORY PROFILE AND TOPICAL EFFECT

Gastroesophageal reflux disease (GERD) can be defined as symptoms or mucosal damage
produced by the abnormal reflux of gastric contents into the esophagus. Alternative ways
of treatment must be considered since the standard therapy fails in all phenotypes of
GERD, expressly in the most prevalent form (Non-Erosive Reflux Disease, NERD). We
aimed to assess the esophageal mucosal protection effect of the biopolymer cashew gum
(CG), a natural product obtained from bark of Brazilian northeastern tree (Anacardium
occidentale L.), in mice (experimental model of NERD, non-erosive reflux disease) and
in human esophageal biopsies. Experimental design was divided in “Pré-Clinical Studies:
Murine NERD” and in “Human Oesophageal Biopsies Studies”. Firstly, mice were
achieved by a surgical induction of NERD in which a pyloric sub-stenosis and ligation of
forestomach were performed. After 7 days, animals were euthanized and samples of distal
oesophagus taken to assess suggestive hallmarks of inflammation such as oedema, MPO
activity and neutrophil infiltrate [histologic scores and keratinocyte-derived cytokine
(KC)]. In functional studies, distal oesophageal samples of mice were mounted in Ussing
chambers to evaluate Transepithelial Electrical Resistance (TER) and permeability to
fluorescein. In human esophageal biopsies, it was evaluated TER and permeabiliy, but
with pH adjustment to 2. As control in biopsies studies, alginate was used, besides
sucralfate also was evaluated. In addition, an acute toxicity test was conducted in
accordance with OECD guideline 423. Finally, we performed an epifluorescence
microscopy to localize on the oesopageal epithelium the biopolymer previously labeled
with FITC. In our study, animals with NERD established oesophageal oedema
(augmented wet weight as an indirect oedema hallmark and altered histologic architecture
as a direct oedema hallmark) and increased MPO activity (15.90+1.68 mg/cm and
23.14+9.3 U/mg tissue, respectively), while CG daily administration reduced (P<0.05)
inflammatory parameters of oedema and neutrophil infiltration (10.52+0.5 mg/cm and
6.11+0.57 U/mg tissue, respectively). Mice with NERD had increased KC levels
(40.82+11.71 pg/mg of tissue) in the oesophageal tissue while this phenomenon was
(P<0.05) reduced by CG administration (4.46x+1.3 pg/mg of tissue). The microscopic
parameters (reduced intraepithelial neutrophils and oedema in the lamina propria) and
reduced KC levels corroborate the anti-inflammatory profile of CG. Functional
parameters studied demonstrated that CG protected the oesophageal mucosa. While
NERD animals had a substantial drop in TER (-40+3.5%) and an augmented oesophageal
mucosal permeability (13.9+1.51 RFI), CG 10% reverted partially (P<0.05) these
functional markers (+0.3+£0.82% and 3.99+1.13 RFI, respectively). It is worth mentioning
that the CG did not induce any toxicity signs which ensured a safety biopolymer
according to OECD guideline 423. Furthermore, our data in human biopsies showed that
30 minutes of mucosal exposure to the acidic solution caused TER drop (-27.3+£2.4%)
compared with 100% of basal resistance, that could be prevented (P<0.05) by alginate
pre-coating (+3.7+£6.1% over basal resistance). Similarly, pre-coating with CG solutions
(10% and 5%) prevented the TER drop (P<0.05) when compared with basal resistance
(+1.69£1.06% and -3.5+2.4%, respectively). CG at 2.5% and sucralfate did not protect
the oesophageal mucosa against the challenge solution that mimics the gastric juice



content. The mucosal protective effect was extended up to 1h in which unprotected
biopsies had shown a drop of -36.79+£5.5%, but alginate and CG 10% pre-coating
prevented the resistance drop caused by acidification, pepsin and BA (+4.2+0.8% and
+3.5+0.6%, respectively). The permeability to fluorescein increased in unprotected
biopsies (135.7+£37.43 RFI), whereas CG 10% prevented (P<0.05) this event (40.8£17.1
RFI). Epifluorescent microscope images showed mucosal luminal adherence of FITC-
labeled CG 10% for up to 1h. Up to now, there is no therapeutic tools which could display
in the same time a role of pre-epithelial barrier and anti-inflammatory framework to
oesophageal mucosa injured by gastric contents such as CG did. Both in murine
experimental NERD and in human oesophageal mucosal biopsies CG showed 1) anti-
inflammatory potential to oesophagus by reducing key hallmarks of oesophageal
inflammation in reflux oesophagitis, 2) topical protection against an “aggressive” acid,
pepsin, BA solution, 3) in vitro adherence to human mucosa for at least 1 hour, and 4)
nontoxic signs, i.e., well tolerable by mice. Then, it is the first time that a product displays
not only a topical protection to oesophageal mucosa, but also an anti-inflammatory profile
advantage that may be useful in GERD management. These benefits should be further
explored in development of new topical and anti-inflammatory approach as add-on
therapy for GERD.

Key-words: Anacardium occidentale, polymer, inflammation, reflux.
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com NERD. Média da Resisténcia Basal (A), perfil temporal do Percentual da
Resisténcia Inicial (B) e a permeabilidade transepitelial da fluoresceina (C).........
Figura 21. Zona cortical renal em HE, corte sagital. Grupo Salina (A) e Goma
do Cajueiro (B), ambos os grupos apresentam corpusculo renal com glomérulo
normal (G) e espaco capsular normal, rodeados pela Capsula de Bowman, em
torno dos corpusculos estdo os tubulos contorcidos distal e proximal
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Figura 22. Pardmetros de funcdo de barreira sobre a RETE em bidpsas
esofagicas de pacientes com NERD. Perfil temporal do Percentual da Resisténcia

Inicial em 30 min (A) € em 60 MIN (B).....ccvvveiriiiiiiiirieee s
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1. INTRODUCAO

A Doenca do Refluxo Gastroesofagico (DRGE) € uma condicdo prevalente que
acomete cerca de 20% da populacdo ocidental. Embora a taxa de mortalidade diretamente
associada seja rara, a DRGE diminui a qualidade de vida de individuos e tem um alto
impacto econdmico nos custos diretos, como testes diagndsticos, uso de medicacéo e
hospitalizacGes, mas também em custos indiretos, como o absenteismo no trabalho e a
perda de produtividade (DENT et al., 2005; EL-SERAG et al., 2009; BREDENOORD,
PANDOLFINO, SMOUT, 2017). Alem disso, esta doenca € um forte fator de risco para
0 esdfago de Barrett e 0 adenocarcinoma esofagico (NAPIER et al., 2014).

Embora a terapia com Inibidores da Bomba de Prétons (IBPs), considerada padréo
ouro no tratamento da DRGE, obtenha bom progndstico para a maioria dos pacientes com
DRGE [especialmente aqueles com Refluxo Erosivo (RE)], permanece uma minoria
significativa de 30% que ndo responde adequadamente aos IBPs (WEIJENBORG et al.,
2012). As razbes para esse evento refratario podem incluir refluxo fracamente acido
sintomético, refluxo biliar, regurgitacdo &cida noturna, concentracdo de pepsina ou
hipersensibilidade de vias aferentes nociceptivas (BREDENOORD; SMOUT, 2008).
Além disso, nos ultimos anos, alguns topicos de alerta tém sido levantados sobre a
seguranca a terapia de longo prazo com IBPs e pondo em questdo o uso deste farmaco
(MOAYYEDI; LEONTIADIS, 2012; REIMER 2013; ZHU; HONG, 2017). Desse modo,
existe uma necessidade clinica de desenvolver terapias alternativas para DRGE.

Anatomicamente, o esdfago esta posicionado de maneira acessivel a terapias
topicas, com excecdo de terapias para esofagite eosinofilica (EE), que é de cunho
imunolégico, e raramente tem sido empregada uma estratégia na doenca do eséfago
(SEGAL; CHANDE, 2013). Talvez essa dificuldade ocorra devido a problemas do rapido

transito esofagico e incertezas quanto a adesdo do medicamento ingerido a mucosa.

A mucosa do es6fago consiste de um epitélio escamoso estratificado que atua
como uma firme barreira defensiva contra os componentes nocivos do refluxo
gastroesofagico. Acredita-se que o dano na integridade desta barreira mucosa é
importante na patogénese dos sintomas do refluxo gastroesofagico. Pacientes com a
Doenca do Refluxo Gastroesofagico N&o-Erosiva (NERD, advindo da lingua inglesa)
correspondem a 70% dos pacientes com a DRGE, isto &, representam o fenétipo mais

prevalente da doenga (EL-SERAG, 2008). Embora possuam a mucosa esofagica
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macroscopicamente integra, suporta-se a hipotese de que estes pacientes possuam, em
termos morfoldgicos celulares e moleculares, defeito de barreira que permite a infiltracéo
de substancias nocivas tais como &cido gastrico e outros componentes em camadas mais
profundas do epitélio, os quais podem estimular nociceptores aferentes (ORLANDO,
2006). A integridade da mucosa pode ainda ser demonstrada funcionalmente, por
exemplo através de medidas de Resisténcia Elétrica Transepitelial (RETE), uma medida
de permeabilidade transcelular de cargas através da mucosa tanto de humanos quanto de
camundongos (TOBEY et al., 2007; PARDON et al., 2016; SILVA et al., 2017).
Recentemente, Woodland e colaboradores demonstraram, em um modelo experimental
através da camara de Ussing, que a exposicdo de bidpsias humanas de pacientes com
NERD a solucGes &cidas contendo &cido biliar e pepsina seria capaz de causar uma queda
significante na RETE (WOODLAND et al., 2015). Isso sugere que a integridade da

mucosa € notadamente vulneravel nesses pacientes.

Se topicamente protegida contra componentes nocivos do refluxo gastroesofagico,
a mucosa esofagica pode ser menos suscetivel as percepcdes sintomaticas dos eventos do
refluxo e, consequentemente, resistir as agressdes que desencadeiam a inflamacao

esofagica.

Usualmente combinadas com antidcidos, produtos contendo alginato sao
frequentemente utilizados na pratica clinica no tratamento da DRGE. Tem sido
demonstrado que alginato no meio gastrico pode ser capaz de reduzir o nimero de
episodios de refluxo acido. Sua propriedade fisica, considerada uma barreira de tensdo de
superficie proximo a juncdo esb6fago-gastrica, reduz as consequéncias do refluxo na
parede esofagica. Porém, evidéncias recentes sugerem que a habilidade do alginato na
reducdo do nimero de episddios de refluxo em pacientes pode ser limitado (ROHOF et
al., 2013; DE RUIGH et al., 2014).

O mecanismo de acdo mais evidente acerca das propriedades protetoras dos
alginatos no ambiente esofagico sugere que esta classe de polissacarideos naturais
proveniente de algas marinhas marrons ou pardas (Phacophycae), constituidos por uma
proporcdo de &cidos D-manurbnico e L-glicurdnico, possui adesividade a mucosa
esofagica que confere a eles o Unico mecanismo de agdo descrito na literatura, o qual esta
relacionado com o controle da pirose em pacientes (SAVARINO et al., 2012;
WOODLAND et al., 2015). Um outro polimero natural vem ganhando destaque em
diversas linhas de pesquisa como um versatil biomaterial, a goma do cajueiro, um
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heteropolissacarideo natural que ocorre na resina do cajueiro (Anacardium occidentale
L.) apos sutis incisdes em seu caule (KUMAR et al., 2012). Este biopolimero possuli
propriedades peculiares ja bem descritas na literatura tais como perfil imunomodulatério
em macrdéfagos murinos (reduz a secrecdo de citocinas pré-inflamatorias apos serem
estimulados com LPS), gastroprotetor em modelo experimental de Glcera gastroduodenal
induzida por AINEs, propriedades anti-diarréicas, cicatrizacdo de ferimentos, perfil anti-
inflamatorio na doenca periodontal experimental em ratos, efeito protetor topico em
laringes de camundongos e efeito adesivo em superficies inertes (LIMA et al., 2002;
MOREIRA et al., 2015; YAMASSAKI et al., 2015; CARVALHO et al., 2015; LEITE et
al.,, 2017; FIGUEIREDO et al., 2017; SOUZA FILHO et al., 2017). Embora as
propriedades supracitadas sejam atrativas no contexto do refluxo gastroesofagico, ndo ha
estudos que demonstrem seu efeito nem em tecidos humanos no ambito da DRGE, e nem

modelos experimentais que representem a DRGE.

Desse modo, o presente estudo teve como objetivo 1) avaliar o efeito anti-
inflamatdrio da goma do cajueiro no es6fago de camundongos com NERD, 2) investigar
o efeito topico protetor e sua durabilidade da goma do cajueiro in vitro em biopsias
esofagicas humanas e 3) checar a mucoadesividade da goma do cajueiro em bidpsias

esofagicas humanas.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Doenga do Refluxo Gastroesofagico (DRGE)

2.1.1. Histérico

Atualmente, é provavel que a Doenca do Refluxo Gastroesofagico (DRGE) seja
uma das afeccgdes digestivas mais relevantes no mundo, uma vez que as altas e crescentes
incidéncias, a intensidade da sintomatologia e a seriedade das complica¢des do ponto de
vista clinico (MORAES-FILHO et al., 2005). Entretanto, a no¢do do que vem a ser essa
patologia, sua relacdo com a acidez gastrica e repercussdes esofagicas ja percorreu um

longo caminho até os dias atuais.

Estima-se que desde o século XVII, os fisiologistas ja cogitavam a possivel
presenca de substancia acida no estbmago humano. Tal ideia deixou de ser hipétese e
passou a ser confirmada gracas a um experimento realizado pelo cirurgido do exército
americano William Beaumont. Beaumont conseguiu isolar o &cido cloridrico contido no
suco gastrico de um paciente pouco convencional, 0 jovem de 19 anos e cacador de peles
franco-canadense Alexis Saint Martin, o qual, em 1822, foi alvejado por um projétil de
arma de fogo (mosquetdo) em seu abdome superior esquerdo. Apds ter sido devidamente
tratado, St. Martin recuperou-se. Porém, adquiriu uma sequela: uma fistula gastrocutanea
que permitiu Beaumont observar que o suco gastrico tinha propriedades acidas que
ajudavam a digerir alimentos de diversas naturezas segundo seus experimentos. Ele
publicou no ano de 1833 um livro contendo todas suas observac6es detalhadas, incluindo
a constatacao da acidez gastrica, intitulado “Experiments and Observations on the Gastric
Juice and the Physiology of Digestion”. Dessa forma, o Dr. Beaumont entrou para a
histéria da medicina e se tornou o "pai da fisiologia gastrica" (MALFERTHEINER, 2007;
SCHWARTZ, 2009; BERCHE, LEFRERE, 2010).
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Figura 1. Fotografias de Alexis St. Martin (A) que ficou famoso apds sobreviver a um
tiro de mosquetdo e de Dr. William Beaumont (B) que fez diversos experimentos “gracas”
a St. Martin. Fonte: BERCHE, LEFRERE, Presse Medicale, 2010.

Talvez uma das especulacBGes mais antigas acerca da associacdo da acidez géastrica
e a DRGE tenha ocorrido em 1906. Neste ano, enquanto patologista de Harvard, Wilder
Tileston coletou todos os casos de "Ulcera péptica do esdfago™ que havia sido relatada no
momento (44 ao todo, incluindo trés dos seus proprios casos) e avaliou o histérico de cada
paciente e a patologia post mortem. Suas observacdes levaram-no a incluir a "Ulcera
péptica do es6fago" entre pelo menos outras 12 causas de ulceracdo esofagica. Tileston
relatou, em forma de especulacdo, que um dano na regido es6fago-gastrica poderia levar
ao evento do refluxo em sua publicagdo, na qual o proprio dissera: “Para que a Ulcera
péptica seja formada, é evidentemente necessario que a cardia seja insuficiente,
permitindo regurgitacdo de suco gastrico no eséfago” (TILESTON, 1906; DENT, 2006).
Em seguida, em 1925, Julius Friedenwald e Maurice Feldman publicaram um estudo, no
qual os autores descreveram sintomas tipicos da DRGE especialmente a pirose (“azia”).
Eles chegaram bem proximo de reconhecer a entidade da DRGE quando associaram 0s
sintomas classicos com a particularidade anatbmica da hérnia hiatal (FRIEDENWALD,
FELDMAN, 1925; GRANDERATH et al., 2006).
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Em registros da literatura cientifica, data-se o dia 16 de margo de 1935 a primeira
publicacdo que aborda a descricdo etiolégica do que viria a ser a DRGE cujo titulo
proposto pelo gastroenterologista americano Asher Winkelstein (Figura 2) foi “Esofagite
péptica: Uma nova entidade clinica” publicado na Revista da Associacdo Medica
Americana, JAMA (WINKELSTEIN, 1935). Esta noticia teve um predmbulo em junho
de 1934 durante a 852 Sessdo Anual da Associacdo Médica Americana na cidade de
Cleveland, EUA, na qual o Dr. Winkelstein relatou achados microscépicos em bidpsias
de pacientes que consistiam em infiltrados de células polimorfonucleares nas camadas
mucosa, submucosa e muscular. Ademais, gracas as contribuicdes do professor de
fisiologia Walter Cannon que em 1911, por meio de achados radioldgicos com o contraste
visualizou pela primeira vez os movimentos gastrintestinais de gatos acordados, o
gastroenterologista Winkelstein encontrou um alargamento na parte distal do eséfago em
humanos e ainda espasmos irregulares nesta parte do 6rgéo, o que viria a ser a hérnia
hiatal (GRANDERATH et al., 2006). Decerto, a montagem do principal quadro
conceitual classico da DRGE deve ser atribuida a Asher Winkelstein.

Figura 2. Gastroenterologista americano Dr. Asher Winkelstein (1893-1972). Fonte:
WOLF, The Mount Sinai Journal of Medicine, 2000.

A partir desse momento, a evolucdo que abrange os conhecimentos de

fisiopatologia e terapéutica da DRGE vieram referenciando e corroborando os achados
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das trés primeiras décadas do século XX. Em 1946, Allison descreveu a hérnia hiatal
como um fator causal no desenvolvimento da DRGE. Em 1958, Bernstein e Baker
mostraram uma relagdo direta entre acidificacdo esofégica e pirose em pacientes com
refluxo gastroesofagico, independentemente dos achados endoscopicos, levando ao
reconhecimento do fendtipo da Doenca do Refluxo Gastroesofagico Nao-Erosiva
(NERD). Na década de 1980, gravacdes continuas do Esfincter Esofagico Inferior (EEI)
mostraram que os episodios de refluxo se relacionam com relaxamentos transitérios no
ténus do EEI. Ha atualmente uma ideia crescente de que a DRGE surge da interacdo de
varios fatores anatdmicos e fisioldgicos. Uma revolugédo no tratamento médico da DRGE
veio com a introdugdo do primeiro Inibidor da Bomba de Prétons (IBP), omeprazol, em
1989 (DENT, 2006).

2.1.2. Epidemiologia e prevaléncia

A DRGE é afec¢do de demasiada relevancia médico-social pela alta e crescente
incidéncia e por determinar sintomas de intensidade variavel, que se manifestam por
tempo prolongado, podendo comprometer consideravelmente a qualidade de vida do
indididuo (SONNENBERG, EL-SERAG, 1999). E digno de nota que o surgimento
substancial evidenciado na DRGE tem sido associado a diversos fatores tais como estilo
de vida urbano, estado emocional alterado, exposicdo a intensas exposic¢des de estresse e
doencas mentais como ansiedade e depressdo, mas muito direciona-se ao fato de que nas
ultimas trés décadas a erradicacao de H pylori na populagéo geral apresenta-se como fator
de risco a patogénese da DRGE e, consequentemente, leva os individuos a buscar os
servigos ambulatoriais de gastrenterologia no mundo inteiro como mostra a Figura 3 (EL-
SERAG, SONNENBERB, 1998; JAVADI, SHAFIKHANI, 2017).
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Figura 3. Tendéncias temporais das taxas de hospitalizacbes por Ulcera géstrica, Ulcera
duodenal e refluxo gastroesofagico. Os dados pontuais representam a média de periodos
de tempo consecutivos como mostrado no eixo X. Fonte: Adaptado de EL-SERAG,
SONNENBERG, Gut, 1998.

A prevaléncia combinada de sintomas de GERD pelo menos semanais relatados
em estudos populacionais em todo o mundo é de aproximadamente 13%, mas ha uma
variacdo geografica consideravel. As estimativas precisas sdo dificeis devido a
heterogeneidade nos projetos de estudo, mas a prevaléncia de DRGE parece ser mais alto
no sul da Asia e no Sudeste da Europa (mais de 25%) e menor no Sudeste Asiatico,
Canada e Franca (abaixo de 10%) como mostra a Figura 4 (RICHTER, RUBENSTEIN,
2017; EUSEBI et al., 2017).

N&o ha dados sobre a prevaléncia de DRGE na Africa. Nos Estados Unidos, as
estimativas da prevaléncia de sintomas de DRGE variaram de 6% a 30%, com
heterogeneidade relacionada ao questionario especifico utilizado, incluindo a frequéncia

e a duracdo dos sintomas exigidos para serem classificados como DRGE (RICHTER,
RUBENSTEIN, 2017).
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Figura 4. Prevaléncia de sintomas semanais de refluxo gastroesofagico em todo o mundo,
baseado nos sintomas em uma frequéncia de uma vez por semana ou mais. Fonte:
Adaptado de EUSEBI, et al., Gut. 2017

No Brasil, um estudo populacional realizado no inicio do século XXI, ano de
2003, em 22 metrépoles, entrevistando-se amostra populacional de 13.959 individuos,
constatou-se que 4,6% dos entrevistados apresentavam pirose (azia) uma vez por semana
e que 7,3% apresentavam tal sintoma duas ou mais vezes por semana. Em funcao desses
dados, estima-se que a prevaléncia da DRGE, no Brasil, seja em torno de 12%
(MORAES-FILHO et al., 2003). Vale ressaltar que os indices da DRGE vém crescendo
e trazendo essa proporcao do ultimo estudo realizado por Moraes-Filho e colaboradores
em 2003 para dias de hoje, estima-se que o nimero relativo de individuos acometidos
com a doenca do refluxo seja cerca de 25 milhdes considerando que a populacdo passa de

207,7 milhdes de habitantes de acordo com o IBGE em nota publica.

2.1.3. Conceitos e classificacdo da DRGE

Por consenso, a Doenca do Refluxo Gastroesofagico (DRGE) foi definida como
0 movimento sem esfor¢co do conteudo estomacal no es6fago ou na boca causando
sintomas ou complicacdes problematicas que podem apresentar ou ndo lesdes na mucosa
esofagica. Como forte caracteristica da condicdo clinica, os sintomas cardinais da DRGE

séo pirose (azia) e regurgitacdo (VAKIL et al., 2006).
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Em se tratando de patogénese da DRGE, existem dois conceitos (Figura 5) que
compartilham de informagGes que culminam no estabelecimento do dano esofagico e
convergem na ideia da resposta inflamatoria, a qual em um dos conceitos € tida como

consequéncia, ja no outro como fator causal da génese.

O conceito tradicional, suportado e aprimorado a partir de sua primeira publicagéo
em 1935 por Winkelstein, no qual a morte da superficie epitelial induzida pelo acido do
suco gastrico refluido é o evento iniciador, resultando em inflamacéo que progride até a
lamina prépria. Recentemente, um novo conceito proposto por Dunbar e colaboradores
ressalta que a injaria no esdfago ndo é proveniente do contato direto do material gastrico
em contato com a mucosa esofégica, e propde que o suco gastrico refluido inicia um
influxo de células T mediado por citocinas que causam alteracGes microscopicas €, por
fim, eros6es (DUNBAR et al., 2016; SMOUT, BREDENOORD, 2016).
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Figura 5. Alterac6es macroscopicas e microscéopicas durante o refluxo gastroesofagico.
Representacdo esquematica das alteragdes macroscopicas (erosdo) e microscopicas
(hiperplasia da camada basal, alongamento das papilas e espacos intercelulares dilatados)
no epitélio esofagico que estdo associados ao refluxo gastroesofagico. Fonte: Adaptado
de SMOUT, BREDENOORD, Nat Rev Gastroenterol Hepatol., 2016.

E digno de nota que a DRGE pode apresentar-se com ou sem erosdo, pois mesmo
com auséncia de achados endoscopicos alterados, 0 paciente pode sentir 0s sintomas

classicos da doenca. A proposito, essas diferencas de padrdes endoscopicos classifica a
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DRGE em trés fendtipos (Figura 6) que sdo: Doenca do Refluxo Nao-Erosiva (NERD),
Esofagite Erosiva e Esofago de Barrett (FASS, DICKMAN, 2006).

| Fenotipos da Doen¢a do Refluxo
Gastroesofagico (DRGE)

v v v
Doenca do Refluxo Esofagite Erosiva Esofago de Barrett

Nao-Erosiva (NERD)

60-70% 20-30% 6-12%

i

Figura 6. Fenotipos e porcentagens de prevaléncia em pacientes com a DRGE. Fonte:
Adaptado de FASS, DICKMAN, GI Moatility online, 2006.

2.1.4. Doenca do Refluxo Néo-Erosiva (NERD)

Como mostra a Figura 6, a NERD é o fenétipo mais comum da DRGE,
compreendida por pacientes que apresentam sintomatologia tipica de refluxo,
principalmente pirose (azia) e/ou regurgitacdo, e auséncia de erosées na mucosa esofagica
sob a avaliacdo endoscopica (FASS, OFMAN, 2002). A pirose é definida como uma
sensacdo de queimacdo que irradia desde a regido epigastrica até a base do pescoco,
ocorrendo principalmente no momento pds-prandial e apds o decubito. Ja a regurgitacédo
é o retorno do conteudo gastrico para o esdfago ou até a boca, ndo associado ao esforgo
de vomito (NASI, MORAES-FILHO, CECCONELLO, 2006).

Juntos, esses sintomas em pacientes com NERD sdo responsaveis por significativa
limitacdo da qualidade de vida, de modo que seu controle se torna uma necessidade na
pratica médica e que até o momento ndo foi completamente atendido. Esses aspectos
sobre o subtipo mais prevalente da DRGE, sua fisiopatologia e progressdo sdo dilemas
cientificos relevantes e atuais, o que tem levado pesquisadores a testar hipoteses e levar
motes acerca deste proeminente e fascinante tema na gastrenterologia clinica
(WOODLAND, SIFRIM, 2014).
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Embora o paciente com NERD ndo apresente erosdes esofagicas, sua mucosa nao
é completamente integra. Um estudo realizado entre pacientes assintomaticos para a
DRGE e pacientes diagnosticados com a NERD mostrou diferengas celulares em relacao
ao espaco intercelular dilatado, isto €, pacientes com NERD apresentaram maior espaco
comparado aos assintomaticos como mostra a Figura 7 (CAVIGLIA et al., 2005).
Ademais, outros estudos demonstram que solucGes &cidas ou fracamente &cidas contendo
sais biliares e pepsina sdo capazes de alterar a integridade da mucosa esofégica de
pacientes com NERD de modo que a funcgéo de barreira esofagica séo enfraquecidas pela
diminuicdo da Resisténcia Elétrica Transepitelial (RETE) e o aumento da permeabilidade
da mucosa esofégica a pequenas moléculas (CHEN et al., 2012; PARDON et al., 2016).
Tomados juntos, esses fendmenos direcionam a hipotese de que o &cido luminal pode
infiltrar a camadas mais profundas e sensibilizar neurbnios aferentes que culminam na
sensacdo da dor epigastrica e pirose nos pacientes como representa a Figura 8
(ORLANDO, 2006).

TN

Y,
AN

Figura 7. Fotomicrografias eletrnicas de transmissdo de espécimes de bidpsia esofégica
de (A) um sujeito assintomatico e (B) um paciente com NERD. Fonte: Adaptado de

CAVIGLIA et al., Aliment Pharmacol Ther, 2007.
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Figura 8. Difusdo do refluxo acido gastrico (H*) no espaco intercelular. Fonte: Adaptado
de ORLANDO, GI Motility online, 2006.

No ambito da patologia experimental, a NERD n&o possui robustas ferramentas e
abordagens experimentais que revelem os fenémenos que acontecem na pratica clinica,
contudo, recentemente, um modelo experimental da NERD em camundongos foi
desenvolvido, o qual demonstrou uma comunicacdo interativa entre achados de
inflamacéo esofagica e o envolvimento da integridade da barreira epitelial induzidos por
acido que contribui para o entendimento da fisiopatologia da NERD (SILVA et al., 2017).
Outro dado recente acerca do subtipo mais prevalente da DRGE sugere que a mucosa
esofagica proximal e distal de pacientes com NERD tem nervos aferentes mais
superficiais em comparacao com saudaveis ou pacientes com fenétipos Esofagite Erosiva
ou Esbfago de Barrett (Figura 9). Segundo os autores, este dado sugere que a
hipersensibilidade acida em pacientes com NERD pode ser parcialmente explicada pela
maior proximidade de seus nervos aferentes ao limen esofagico e, portanto, maior

exposicao a substancias nocivas em refluxo (WOODLAND et al., 2017).
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Location of DIS

Figura 9. Um corte histoldgico de espessura total demonstrando a localizacao relativa de
uma fibra nervosa superficial (CGRP, em verde). Nerve: nervo; Location of DIS:
localizagdo dos EID. Fonte: WOODLAND et al., Gastroenterology, 2017.

2.2. Composicado do Refluxato

A patogénese da DRGE é multifatorial, na qual o material gastrico que reflui,
refluxato, é inerente ao processo da doenca. As caracteristicas e a composi¢do do
refluxato dependem de vérias variaveis fisioldgicas. Nao é de surpreender que o efeito da
composicdo do refluxato seja mais complexo do que os efeitos da acidez isolados.
Também incorporados ao refluxo estdo os conteddos do duodeno, incluindo &cidos

biliares e enzimas pancreaticas, e ar — refluxo gasoso (WOODLAND, SIFRIM, 2010).

O pH fisioldgico (usual) do estbmago € altamente 4acido variando
aproximadamente entre 1,5 a 3,5. Quando este suco gastrico entre em contato com o
esdfago, a mucosa esofagica é exposta ao acido e pode levar a injuria epitelial. Em
algumas situacdes, o refluxo serd menos &cido devido a um maior pH géstrico, mais
comumente em pacientes tratados com Inibidores da Bomba de Prétons (IBPs). Estes

bloqueiam poderosamente a secrecdo de acido gastrico e, ao fazé-lo, podem elevar o pH
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gastrico para acima de 4, comumente dito um refluxo fracamente acido, porém, ainda
assim estes pacientes podem sentir um dos sintomas cléssicos, a pirose (WOODLAND,
SIFRIM, 2010). Se o &cido e o acido fraco podem ser uma causa dos sintomas na DRGE,
e qual o seu papel no dano da mucosa? Para refluxos fortemente &cidos, a evidéncia é
convincente. Em estudos com animais e em bidpsias de es6fago humano, o acido sozinho
(ou em combinagdo com a pepsina e/ou acidos biliares) é capaz de induzir esofagite
(GOLDBERG et al., 1969; FARRE et al., 2008).

A pepsina € uma enzima cujo precursor, pepsinogénio, é liberado por Células de
Chief no estdmago. Sua atividade proteolitica tem sido proposta como um possivel
candidato na lesdo da mucosa em GORD, particularmente em associagdo com o refluxo
acido (a pepsina causa maior dano na sua faixa de atividade de pH ideal: pH 2-3). Existem
algumas evidéncias para o papel da pepsina no curso da DRGE. Estudos ex vivo em
coelhos mostraram que a infusdo de &cido causou lesdo na mucosa esofagica apenas
quando combinada com pepsina (LILLEMOE, JOHNSON, HARMON, 1982).
Suportando essa ideia sobre o papel da pepsina ha DRGE, um estudo experimental onde
ratos foram induzidos a exposicdo do conteido gastrico, exceto aos conteddos duodenais
por meio de uma ligadura pilérica e do fundo géstrico por 4 horas. Os resultados
evidenciaram que a inibi¢do da atividade da pepsina por um inibidor seletivo (peptastina),
sem interferéncia na secrecao gastrica, exibiu acdo protetora sobre as lesbes esofagicas,
demonstrando que o &cido cloridrico (HCI) sozinho é capaz de injuriar a mucosa
esofagica. Por outro lado, a introducdo de pepsina exdgena potencializou os efeitos
danosos, especialmente em pH 1,5-3 (NAGAHAMA et al., 2006).

Outra classe de componentes do refluxato referente aos acidos biliares tem sido
associada com o dano a mucosa esofagica. Com relacdo a estes elementos, um estudo
utilizando cultura de células primarias epiteliais esofégicas, o qual mimetiza um modelo
in vitro de epitélio estratificado esofagico humano foi utilizado para avaliar as funcdes de
barreira do tecido. Neste estudo, foi demonstrado que os &cidos biliares acido taurocolico
(TCA) e éacido glicocdlico (GCA) comprometem a funcdo da barreira epitelial por
modular a expresséo das proteinas do complexo juncional (claudinas, ocludinas e zénulas
de oclusdo), diminuem a RETE e aumentam a permeabilidade paracelular (CHEN et al.,
2012). Recentemente, estudos mostraram que uma solugdo fracamente acida (pH 5)
contendo acido deoxicoélico (DCA) promove EID e diminui a RETE na mucosa esofagica

de coelhos e de humanos. Alem disso, os estudos evidenciaram mecanismos que
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envolvem esses danos morfoldgicos e funcionais, sao eles a indugéo da apoptose e o efeito
répido e sustentado do material luminal nocivo (FARRE et al., 2008; PARDON et al.,
2016).

2.3. Diagndstico

A DRGE ¢ extremamente comum, estando dentre os diagndsticos gastrintestinais
mais frequentes associados a visitas ambulatoriais na pratica da gastrenterologia clinica.
Embora complicacdes como esofagite erosiva sangrenta ou estenose péptica sejam cada
vez menos comuns, os individuos com sintomas de DRGE tém uma diminuicdo da
qualidade de vida que é semelhante aos pacientes com doenca inflamatéria intestinal. Para
diagnosticar e gerenciar com precisdo a DRGE, é importante reconhecer os fatores de
risco epidemioldgicos para DRGE, a variedade de apresentar sintomas e sua relativa
probabilidade de representacdo do refluxo patoldgico e o potencial de sobreposi¢do com
outras doengas gastrointestinais (VAKIL et al., 2006; RICHTER, RUBENSTEIN, 2017).

O diagndstico da NERD parte inicialmente por meio da anamnese do paciente,
que € capaz de detectar as caracteristicas de sintomas tais como intensidade, duracéo,
frequéncia e evolucdo ao longo do tempo. Ademais, € valido ressaltar que a presenca de
sinais de alarme (disfagia, odinofagia, anemia e emagrecimento) e pacientes acima de 40
anos com histdrico familiar de cancer digestivo deve ser considerado um importante
sugestivo para realizacdo do exame de endoscopia digestiva alta. Este exame consiste na
avaliacdo da presenca de alteracGes esofagicas macroscépicas e exclusdo de outras
condi¢cBes mais graves como o adenocarcinoma esofagico (MORAES-FILHO et al.,
2002).

O teste terapéutico com IBPs em dose plena diaria por 4 semanas como conduta
inicial direciona-se a pacientes sintomaticos ou que apresentem sinais de alarme com
endoscopia negativa. Caso 0s sintomas sejam satisfatoriamente resolvidos, faz-se a
inferéncia do diagnosticado do paciente de DRGE. Por outro lado, caso ndo respondam
ao teste terapéutico, deve-se realizar testes complementares para melhor diagnosticar em
termos de classificacdo esse paciente (SCARPELLINI et al., 2016). Tomando sequéncia
apos a resposta negativa ao teste terapéutico, realiza-se o0 exame de impedancio-pHmetria,
0 qual é capaz de verificar alteracdes de resisténcia elétrica através de eletrodos

posicionados no lumen esofagico. Combinado com uma sonda de pH, o exame permite
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ainda detectar os eventos de refluxo gastroesofagico em acido (pH<4), fracamente acido
(pH 4-7) ou fracamente alcalino (pH>7), e ainda mensurar o volume do material refluido
(SAVARINO, GIACCHINO, SAVARINO et al., 2013).

2.4. Tratamento da DRGE

A abordagem terapéutica da NERD propGe-se em aliviar a sintomatologia,
prevenir recaidas dos sintomas e melhorar a qualidade de vida dos pacientes. Seu

monitoramento e controle consiste em intervengdes nao farmacoldgicas e farmacoldgicas.

2.4.1. Terapias Nao Farmacoldgicas

Mudangas no estilo de vida auxiliam na prevencao de situagdes que podem ser o
gatilho de um evento de refluxo gastroesofagico tais como uso substancias e consumo de
alimentos que promovam ou facilitem o refluxo gastroesofagico, comumente chamados
de trigger foods pela comunidade cientifica (YAMAMICHI et al., 2012; SAVARINO et
al., 2017; SOUZA et al., 2017). Tais medidas podem ser:

v Elevacdo do angulo da cabeceira da cama, especialmente os individuos com
disturbio do sono decorrente de pirose noturna.

v Consumo moderado de alimentos possam se desencadear com 0s sintomas tais
como cafe, bebidas alcodlicas, fumo, citricos, chocolate etc.

v Reduzir os alimentos ricos em lipidios.

v' Evitar medicamentos risco potencial como por exemplo AINEs, bisfosfonatos e
antibidticos.

v" Aumentar o tempo entre refeicGes e 0 momento de deitar-se de pelo menos 2 horas
apos as refeicoes.

v Reducao do peso corporal, principalmente para obesos.

<\

Exercicios respiratorios que fortalecam o diafragma crural.

v Em alguns casos, intervencao cirargica da fundoplicatura de Nissen.

2.4.2. Terapias Farmacoldgicas
2.4.2.1. Antagonistas dos Receptores de Histamina tipo 2 (ARH?2)
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Antes do desenvolvimento dos IBPs, ARH: foi a primeira classe de drogas tidas
como agentes supressores de acido a atuar pela inibicdo competitiva da histamina nos
receptores Ha localizados nas células parietais e na redugdo da secrecdo de pepsina, bem
como o volume de secrecdo gastrica. ARH> mostram melhor eficicia do que os antiacidos
na cicatrizacdo da esofagite erosiva e no alivio dos sintomas do refluxo (TRAN et al.,
2007). ARH: também sdo medicamentos populares que ndo requerem receita médica e
amplamente utilizados para controlar os sintomas da DRGE devido ao seu rapido inicio
de acdo. No entanto, desde o desenvolvimento dos IBPs, os ARH: apresentam uma
resposta terapéutica inferior no alivio dos sintomas de refluxo e cicatrizacao da esofagite

erosiva em comparagao com os IBPs (CHIBA et al., 1997).

2.4.2.2. Inibidores da Bomba de Protons (IBPs)

Ao inibir a bomba H*/K*-adenosina trifosfatase (ATPase) presente na membrana
apical das células parietais gastricas, o passo final da secrecdo acida, o IBP tem sido o
tipo mais potente de supressor de &cido desde o seu desenvolvimento e é mais eficaz que
0 ARH:2 na cicatrizagdo da esofagite erosiva e alivio de sintomas. Como sugerem as
diretrizes, o IBP é o tratamento de primeira linha da DRGE, e um curso de 8 semanas de
IBPs ¢ a terapia de escolha para alivio de sintomas e cicatrizacdo de esofagite erosiva
(KUNG et al., 2017). Em se tratando do fen6tipo mais prevalente (NERD), é digno de
nota que embora seu primeiro representante, 0 omeprazol, tenha sido descoberto em 1979,
os IBPs foram introduzidos na terapéutica apenas no final da década de 80 e atualmente
ainda sdo considerados a terapia de primeira escolha para o tratamento de pacientes com
NERD, tanto no tratamento agudo quanto de manutencdo (DENT, 2006).

Embora o IBP seja o supressor de acido mais eficaz no tratamento da DRGE, ainda
existem resultados insatisfatérios durante a terapia com IBP em cerca de um terco dos
pacientes que nédo responde adequadamente a terapia com IBP (SIFRIM, ZERBIB, 2012).
Ao avaliar a resposta a longo prazo da terapia de IBP com uma dose diéria, a porcentagem
de pacientes com sintomas persistentes de refluxo tem sido relatada como sendo de até
59% (RAGHUNATH et al., 2009).

Fass e Dickman (2006) propuseram um esguema sobre as taxas de falha do
tratamento da DRGE com IBPs e expressou esses dados em percentagem de falha como

ilustra a Figura 10, isto €, séo pacientes que nao respondem de modo satisfatorio as doses
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padrdo da terapia de primeira escolha. Estes sdo chamados de refratarios na pratica

médica e tém sido considerados um desafio no tratamento da NERD.

Doenca do Refluxo Gastroesofagico (DRGE)

Doenga do Refluxo

N3o-Erosiva (NERD) Esofagite Erosiva Esofago de Barrett
-309 -129
0% 20-30% 6-12%
| |
Falha de IPBs em Falha de IPBs em Falha de IPBs em
40-50% 6-15% 20%

v v v
FALHA NO TRATAMENTO COM IBPs

Figura 10. Proporcdo de falha sintomética de pacientes com DRGE frente aos IBPs.
Fonte: Adaptado de FASS, DICKMAN, GI Moatility online, 2006.

2.4.2.3. Alginato/Antiacido

O bolséo acido ou “acid pocket” é uma zona curta de suco gastrico altamente acido
e sem tampdo que se acumula no estdbmago proximal apds as refei¢cdes. Servindo como
fonte de refluxo &cido, o bolséo &cido aumenta a propensdo ao refluxo acido por todos 0s
mecanismos convencionais, como 0s Relaxamentos Transitorios do Esfincter Esofagico
Inferior (RTEEI) e hérnia de hiato, e tem sido considerada como uma causa importante
causa da DRGE (BECHER, MULLIGAN, JOHNSON, 2012). O alginato é um
polissacarideo anidnico que ocorre naturalmente em algas marrons e tem uma
propriedade Unica no tratamento da DRGE, eliminar o bolsdo acido. A formulacédo
“alginato-antiacido” pode reduzir os sintomas pés-prandiais ao neutralizar a acidez do
conteido gastrico. Além de neutralizar a acidez gastrica, mais importante ainda, o
alginato e o bicarbonato, geralmente contidos numa formulagdo a base de alginato,
formam um gel espumoso flutuante na superficie do conteido gastrico depois de interagir
com o acido gastrico, e este gel forma uma barreira que desloca o bolsdo &cido da jungéo
esofagogastrica e protege a mucosa esofagica do refluxo acido e ndo éacido pelo

revestimento do gel formado (SWEIS et al., 2013). Semelhante a um antiacido, uma
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formulacéo contendo alginato desempenha um efeito de inicio imediato dentro de 1 h de
administracdo, que € mais rapido que um IBP e ARH> (DETTMAR et al., 2006).

Ha exemplos classicos de formulacdes a base de alginato que séo o Gaviscon® e
o Faringel®, estes produtos sio comercializados em todo o mundo sob outras marcas com
0 apelo terapéutico para pacientes sintomaticos com DRGE, incluindo a NERD
(SAVARINO et al., 2012). Em um ensaio clinico duplo-cego randomizado, comparou-se
a eficacia do alginato com o omeprazol em pacientes com NERD. O alginato nédo
demonstrou inferioridade ao omeprazol e foi tdo efetivo quanto o omeprazol ao alivio
sintomatico (CHIU et al., 2013). Além disso, adicionar alginato a um IBP pode aliviar
significativamente a pirose em comparacao com a utilizacdo de um IBP em pacientes com
NERD, sugerindo um beneficio adicional de alginato como terapia complementar no
tratamento de sintomas refratarios (MANABE et al., 2012).

Além do mecanismo ja sabido, uma pesquisa recente comprovou que uma solucao
contendo alginato de sodio (Gaviscon®) pode aderir a mucosa esofagica formando uma
barreira topica capaz de proteger a integridade da mucosa do eséfago contra fatores
agressores contidos no refluxato. Tal fendmeno foi evidenciado por meio da aplicagéo
topica em bidpsias esofagicas humanas, nas quais o Gaviscon® foi capaz de prevenir a
gueda da RETE provocada pela exposicdo a uma solucdo acida contendo pepsina e sal
biliar (TDCA), mesmo ap06s 1 hora de exposicdo (WOODLAND et al., 2015). Em outras

palavras, a abordagem topica também contribui para a protecdo da mucosa esofagica.

2.4.2.3. Outras Terapias Farmacoldgicas

O sucralfato, um complexo de sulfato de sacarose e hidroxido de aluminio, liga-
se a mucosa do trato gastrintestinal. E usado para tratar pacientes com Esofagite Erosiva,
particularmente Ulceras de estresse. O sucralfato tem niveis mais elevados de eficacia do
que o placebo em pacientes com Esofagite Erosiva, mas seu beneficio néo foi estabelecido
em pacientes com NERD (SIMON, RAVELLI, GOFFIN, 1996). Além disso, o sucralfato
deve ser tomado com a frequéncia de 4 vezes ao dia. A disponibilidade de medicamentos
alternativos efetivos (IBPs, ARHy) limita o uso rotineiro de sucralfato a mulheres
gravidas ou a pacientes com doenga erosiva que ndo respondem a supressdo acida
(GYAWALL, FASS, 2017).
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Em teoria, existem vérias vantagens potenciais no uso de drogas procinéticas no
manejo da DRGE, incluindo aumento do peristaltismo esofagico, aceleracdo do clearance
esofagico, facilitando o esvaziamento gastrico e aumentando a pressdo basal do EEI. Em
vez dos procinéticos serem usados sozinhos, 0s procinéticos sao usados geralmente como
um adjunto a terapia de IBP. Alguns procinéticos, como metoclopramida, domperidona e
cisaprida, ndo sdo sugeridos para uso rotineiro por diretrizes devido aos beneficios
limitados e ao alto perfil de efeito colateral (DEVAULT, CASTELL, 2005; KUNG et al.,
2017).

O Relaxamento Transitério do Esfincter Esofagico Inferior (RTEEI) é um
mecanismo fisiolégico normal de eructacdo e respostas a distenséo gastrica pos-prandial.
Esse tipo de relaxamento é um reflexo desencadeado pela ativacdo de mecanorreceptores
na regido da cardia devido a distensdo gastrica proximal e é transmitido pela via
vagovagal para o tronco encefalico. O RTEEI permite que a ventilagdo e o refluxo do
contetido gastrico ocorram ao mesmo tempo. Varios receptores e neurotransmissores sao
capazes de modular o RTEEI e assim se tornam potenciais alvos terapéuticos para DRGE.
Estes agentes farmacoldgicos incluem agonistas de receptores de acido y-aminobutirico
de tipo B (GABAg), agonistas de canabinoides (agonistas de receptores CB1),
antagonistas de receptor de glutamato metabotropico 5 (mGIuR5), agonistas de grupo IlI
de receptor de glutamato metabotrépico, antagonistas de receptor de colecistocinina 1
(CCK1), antagonistas de receptor muscarinico, inibidores de Oxido nitrico sintase e
agonistas de receptores opiodides do tipo . Atualmente, apenas 0s agonistas dos
receptores GABAR atingem um efeito terapéutico e um nivel de efeito colateral toleravel
no uso clinico, a exemplo tem-se o baclofeno, uma antiga droga sintetizada pela primeira
vez em 1962, é um agonista prototipico de GABAg com propriedades inibitorias nos
sistemas nervoso periférico e central. Tanto em animais quanto em humanos, o baclofeno
demonstrou ter atividade no RTEEI (KUNG et al., 2017; BREDENOORD,
PANDOLFINO, SMOUT, 2017).

2.5. Goma do Cajueiro

O cajueiro, Anacardium occidentele L., é pertencente a familia Anacardiaceae. As
plantas do cajueiro podem chegar a uma altura de vinte metros, contudo, no litoral e no

sertdo do Nordeste brasileiro, apresentam-se como uma arvore baixa, atarracada, tortuosa
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e esgalhada a partir da base (LIMA et al., 1988). Do ponto de vista econdmico, esta arvore
nativa ganha destaque por suas inUmeras aplicacbes nas &reas industriais e de
conhecimento cientifico, inclusive no &mbito da farmacologia. No Brasil, o cajueiro é
empregado para fins terapéuticos no Nordeste desde a época pré-colombiana. Na
literatura etnofarmacoldgica é descrito que preparacdes de uso oral, feitas a partir da
casca, da entrecasca, do liquido da castanha, das folhas, das raizes e do exsudato (goma)
possuem ampla aplicacdo para o tratamento de varias doencas, incluindo distarbios
gastrointestinais, inflamac6es cutaneas e tosses irritativas (AGRA et al., 2007; MORAIS
et al., 2005).

Dentre os materiais obtidos a partir do cajueiro, a goma do cajueiro (GC) tem
ganhado destaque por oferecer diversas aplicacfes na industria alimenticia, farmacéutica
e farmacoldgica. As gomas sdo hidrocoloides vegetais naturais que podem ser substancias
translicidas e amorfas, frequentemente, produzidas pelas plantas superiores como
protecdo depois de uma agressdo. Muitas plantas que crescem em condi¢des semiaridas
produzem exsudatos gomosos (também chamadas de resina) em grandes quantidades
quando seu cortex € agredido; isso serve para vedar o corte e evitar a desidratacdo
(RIBEIRO et al., 2016). O uso de gomas naturais, provenientes dos exsudados e extratos
de plantas, vem tomando grande impulso por suas maltiplas e lucrativas possibilidades
de industrializacdo (KUMAR et al., 2009).

Apos ser purificada, a Goma do Cajueiro (GC) apresenta em sua composicao
galactose (59.4%), glicose (6.4%), arabinose (5.3%), ramnose (2.4%), manose (1%), e
acido glicurénico (13.5%) que sdo obtidos a partir do exsudato, a Goma do Cajueiro bruta
(PAULA, RODRIGUES, 1995). Esse processo de purificacdo ocorre em estagios
ordenados de trituracdo, dissolugdo em dgua com ajuste de pH, filtracdo, precipitacdo com
EtOH e, por fim, liofilizacdo (RODRIGUES et al., 1993).

Estudos experimentais com a Goma do Cajueiro mostraram que este polimero tem
propriedades anti-inflamatorias capazes de reduzir edema e processo de hiperemia, inibir
de PGE2 e reduzir marcadores inflamatérios como infiltrado neutrofilico,
mieloperoxidase e malondialdeido, bem como barreira de protecdo topica em laringe de
camundongos (SCHIRATO et al., 2006; ARAUJO et al., 2015; SOUZA et al., 2017;
FIGUEIREDO et al., 2017). Além disso, a Goma do Cajueiro demonstrou ter uma
significante influéncia na diminuicdo dos niveis de 6xido nitrico (NO-), IFN-y e na
modulacdo de macréfagos murinos pela redugéo de citocinas pro-inflamatorias, além de
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apresentar propriedades gastroprotetoras em modelo experimental de Ulceras
gastroduodenais induzidas por AINEs (YAMASSAKI et al., 2015; CARVALHO et al.,
2015). Embora esses achados facam deste polimero um produto bastante atraente do
ponto de vista de aplicabilidade na DRGE, néo existe nenhum estudo com a aplicacao da

Goma do Cajueiro nesta patologia.
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3. JUSTIFICATIVA

Cerca de 40-50% dos pacientes com NERD relatam sintomas persistentes de
refluxo gastroesofagico (DRGE) apesar da terapia com IBPs, isto €, sdo refratarios ao
tratamento padréo e sdo categoricamente conhecidos como néo responsivos. No manejo
clinico, o uso de medicamentos adjuntos pode ser considerado particularmente quando se
suspeita 0 mecanismo fisioldgico para a ndo responsividade de pacientes aos IBPs
(HILLMAN et al., 2017). Diante desse contexto, faz-se necessario o esforco em estudos
que utilizem medicamentos auxiliares, de modo que haja um melhoramento de estudo e
arrolamento dos pacientes para delinear melhor as opc¢des de gerenciamento médico antes

de proceder a intervencdes anti-refluxo.

A goma do cajueiro é um polimero natural com propriedades atraentes aos alvos
pertinentes a fisiopatologia que a DRGE sabidamente dispbe. Desse modo, a hipétese do
seu estudo na doenca em questdo, mais especificamente na sua apresentacdo fenotipica

mais prevalente, a NERD, foi 0 que norteou a elaboracdo do presente projeto de pesquisa.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Estudar o efeito esofagoprotetor de um polimero natural obtido de Anacardium
occidentale L., a goma do cajueiro, na Doenga do Refluxo N&o-Erosiva em murinos e em

bidpsias esofagicas humanas.

4.2. Objetivos Especificos

Abordagem pré-clinica em um modelo experimental da Doenca do Refluxo Néo-

Erosiva (NERD) em camundongos:

v Avaliar o efeito da goma do cajueiro no parametro de peso imido esofagico no
modelo de NERD;

v Avaliar os efeitos da goma do cajueiro em eventos inflamatérios por meio da
atividade de mieloperoxidase (MPO) e da citocina pro-inflamatéria KC em
esodfago distal de camundongos com NERD;

v Avaliar o efeito da goma do cajueiro nas alteracdes histopatoldgicas do eséfago
distal no modelo de NERD em camundongos;

v Avaliar a implicacdo da goma do cajueiro a integridade da mucosa esoféagica por
meio da Resisténcia Elétrica Transepitelial (RETE) e da permeabilidade em
camundongos com NERD;

v"Auvaliar a toxicidade da goma do cajueiro em camundongos.

Abordagem clinica utilizando bidpsias esofagicas humanas:

v’ Testar o efeito topico da goma do cajueiro em bidpsias esofagicas humanas por
meio da avaliacdo da RETE e permeabilidade mucosa;
v' Estudar o efeito mucoadesivo da goma do cajueiro em bidpsias esofagicas

humanas.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Drogas, reagentes e outros materiais

e Acido taurodeoxicélico (Sigma®, Sdo Paulo, Brasil)

e Cetamina (Syntec®, Santana de Parnaiba, Brasil)

e Epicloridrina (Sigma®, Sao Paulo, Brasil)

e Fluoresceina 376 Da (Sigma®, Séo Paulo, Brasil)

e FITC (Sigma®, Sao Paulo, Brasil)

e Gaviscon (Reckitt Benckiser Healthcare, UK)

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

e Pepsina (Sigma®, Séo Paulo, Brasil)

e Xilazina (Konig®, Mairinque, Brasil)

¢ Kit para dosagem de citocinas (R&D Systems®)

e Membrana de acetato de celulose para dialise, cut-off de 12 kDa (Sigma®, Séao
Paulo, Brasil)

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

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

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

e Camara de Ussing (Mussler Scientific Instruments, Aachen, Germany)

e Fluorimetro Fluostar Optima (BMG labtech. Ontemberg, Germany)

e Lupa (Leica LED2500, Leica Microsystems)

e Criostato (Leica CM1850, Leica Microsystems)

e Material Cirargico AD Instrumentos

5.2. Aspectos Eticos

Como o presente estudo possui uma abordagem translacional, isto é, uma parte
realizada em animais de laboratdrio e a outra em amostras humanas de pacientes que
voluntariamente aderiram ao estudo. Deste modo, o projeto conta com dois protocolos de

comités de ética animal e em humanos.
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No estudo pré-clinico, os experimentos foram realizados de acordo com o Guia
de Cuidados e Usos de Animais de Laboratério, estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal (CEPA) da UFC, sob protocolo 123/2016. Por outro lado, o estudo
clinico foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana da UFC, sob protocolo
39538814.6.0000.5045.

5.3. Extracao e Purificagdo da Goma do Cajueiro

Amostras brutas de goma do cajueiro foram coletadas pelo Nucleo de Pesquisa
em Biodiversidade e Biotecnologia (BIOTEC), Parnaiba-Pl, Brasil, a partir do tronco de
arvores de caju nativas (Anacardium occidentale L.), no municipio de Ilha Grande de
Santa Isabel, Piaui, Brasil (Latitude, graus decimais S -2,8242; Longitude, graus decimais
W-41,7331). A arvore foi identificada e o espécime recebeu o comprovante de nimero
52, sendo depositado no herbario HDELTA (Universidade Federal do Piaui, Parnaiba,
Piaui, Brasil). Nédulos do caule foram selecionados e dissolvidos em &gua destilada a
temperatura ambiente para dar origem a uma solucdo de 5% (peso/volume). O pH da
solucédo foi ajustado para aproximadamente 7.0 por adi¢cdo de NaOH. A solucdo limpida
foi sucessivamente filtrada e o polissacarideo foi precipitado com etanol (SILVA et al.,
2009). A goma foi purificada como um sal de sodio utilizando o método previamente
descrito (DE PAULA, SANTANA, RODRIGUES et al., 2001).
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R=Edgalactose R=Ramnose
R=Glicose R=Acido Glicurénico
R=Arabnose R=0OH

Figura 11. Resina extraida do troco do cajueiro (A e B), Goma do Cajueiro ap6s
purificacdo (C) e representacdo da estrutura quimica da goma do cajueiro (D). Fonte:

Proprio autor.

ESTUDO PRE-CLINICO

5.4. Animais

Os protocolos foram realizados utilizando camundongos (Mus musculus) fémeas,
linhagem Swiss, com peso variando entre 30 a 35g, provenientes do Biotério Setorial do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceara — UFC.
Durante o periodo de adaptacdo e experimentacao, os animais foram mantidos em caixas
de polipropileno, em um ambiente com temperatura e luminosidade controladas, um ciclo
de 12h claro/12h escuro, com acesso a comida e agua ad libitum. No entanto, foram
privados de alimentacdo por 14-16 horas antes dos experimentos, porém foi mantido o
acesso livre a uma solucéo de reidratacdo oral (contendo 75 mmol/l de Na*, 65 mmol/l de
CI7, 20 mmol/l de K*, 10 mmol/I de citrato, e 75 mmol/l de glicose).
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5.5. Inducéo da NERD

O modelo de NERD em camundongos foi realizado de acordo com Silva e
colaboradores (2017). Inicialmente, os camundongos foram anestesiados com uma
solugéo contendo cetamina (100 mg/kg, i.p.) e xilazina (10 mg/kg, i.p.), 0 abddmen foi
aberto (incisdo de cerca de 1 cm) e um anel de silicone ndo toxico (diametro: 3,25 mm;
largura: 2,50 mm, Embramed, Sdo Paulo, Brasil) foi colocado em torno do duodeno
préximo ao piloro para realizar uma sub-estenose e limitar parcialmente o esvaziamento
gastrico. A seguir, a regido de transicdo entre o fundo e a regido glandular do estdmago
foi ligada com fio de nylon 4-0 para diminuir a complacéncia do estbmago (Figura 12).
O abddmen foi entdo fechado por sutura da parede abdominal e da pele com fio Cat Gut
4-0. Como grupo controle (sham; falso operado), os animais foram submetidos ao
procedimento operacional semelhante, menos a execucao da sub-estenose e ligadura. Em
vez disso, 0 estbmago foi exteriorizado por aproximadamente 30 s e, logo, retornado para
a cavidade abdominal.

Os tratamentos com salina ou Goma do Cajueiro (10%, p/v) foram realizados
diariamente por gavagem as 21h devido aos seus habitos noturnos, o que serviu de escolha
para adotar este como melhor horario. Os camundongos foram eutanasiados no dia 7 ap6s
a cirurgia. Apo6s a eutanasia, o esdfago foi dissecado, lavado com soro fisiologico estéril,
pesado, e uma amostra da regido distal foi retirada para avaliacdo das alteracGes
histopatologicas, atividade de MPO e niveis de KC, bem como avalia¢do de pardmetro
funcionais de barreira (RETE e permeabilidade mucosa), como descritos a seguir.
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Figura 12. Indugdo cirurgica da NERD em camundongos e esquema do roteiro

experimental. Fonte: Préprio autor.

ESTUDO PRE-CLINICO: AVALIACAO DOS PARAMETROS INEFLAMATORIOS
NO ESOFEAGO

5.5.1. Peso Umido

O peso umido do esdfago foi utilizado como um indicador adicional de edema,
um sinal clinico da inflamacdo. Para isso, o esdfago foi dissecado, lavado com soro
fisiologico estéril, pesado e medido. Os resultados foram expressos em miligramas por

centimetro (mg/cm).

5.5.2. Atividade da Mieloperoxidase (MPO)

A atividade de MPO foi avaliada como um marcador bioquimico indireto da
infiltracdo de granuldcitos, a qual € uma enzima presente nos granulos azurofilicos de
neutrdfilos e outras células da linhagem miel6ide. A avaliacdo da atividade da MPO foi

determinada pelo método de Bradley e colaboradores (1982). Resumidamente, uma
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amostra de tecido de es6fago distal dos camundongos foi homogeneizada em tampao de
potéssio com 0,5% de hexadecitrimetilaménio (HTAB). Em seguida, foi homogeneizado
e centrifugado a 4.000 rpm durante 7 minutos a 4° C. Atividade de MPO no sedimento
ressuspenso foi ensaiada através da medicdo da alteracdo na absorvancia a 450 nm
utilizando dicloridrato de o-dianisidina e 1% de peroxido de hidrogénio. Os resultados

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

5.5.3. Analise Histopatoldgica

Amostras do es6fago distal foram retiradas e fixadas em formol tamponado a 10%,
onde permaneceram por 18 h. A seguir, foram transferidas para uma solucédo de alcool a
70%, onde permaneceram até a realizacdo dos procedimentos histologicos. O material
bioldgico foi seccionado e embebido em parafina, e realizados cortes 5 pm. O material
foi entdo corado com Hematoxilina e Eosina (HE), e analisado usando um microscopio
Optico. As amostras foram avaliadas de acordo com modificacBes dos critérios descritos
previamente (Tabela 1) (YERIAN et al., 2011). Toda a avaliagdo histopatoldgica foi
realizada por um patologista sem o conhecimento prévio dos grupos experimentais (P.

Soares).

Tabela 1. Parametros histoldgicos analisados em es6fago distal de camundongos.

ESCORES PARAMETROS ANALISADOS
0-2 Hiperplasia da Camada de Células Basais
0-2 Polimorfonucleares Intraepitelial
0-3 Polimorfonucleares na Lamina Prépria
0-1 Erosdes
0-4 Edema

5.5.4. Ensaio imunoenzimatico para quantificacdo de KC

Para realizacdo do ELISA, um fragmento de es6fago distal foi utilizado. O tecido
foi ressuspenso em 250 pl de PBS com inibidor de protease e homogeneizado em
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macerador. Apds centrifugacdo a 10.000 rpm por 15 minutos a 4°C, 100 pL de
sobrenadante foi adicionado ao poco da placa de 96 pogos fundo chato, previamente
sensibilizada overnight (16h) a 4°C com 100 ul do anticorpo de captura e blogqueada com
300 pL de PBS-BSA 1%. Uma concentracdo conhecida da citocina padréo foi adicionada
ao primeiro ponto da curva, seguido de diluicdo seriada, conforme as recomendacdes do
fabricante (R&D Systems). Ao pogo correspondente ao branco foi adicionado apenas o
diluente. Apds duas horas de incubacdo a temperatura ambiente (24°C) a placa foi lavada
trés vezes com 400 pL de tampédo contendo PBS filtrado e tween-20 0,05%. Adicionou-
se 100 pL do anticorpo de detecgéo biotinilado diluido em PBS-BSA 1% na concentracdo
de trabalho indicada pelo fabricante para cada citocina em questdo. Incubou-se por duas
horas a temperatura ambiente. ApoOs trés lavagens, adicionou-se 100 pL de
estreptoavidina-peroxidase diluida 1:200 em PBS-BSA 1%, incubando-se por 20
minutos, temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Em seguida, adicionou-se 100 pL do
reagente A+B provido no kit, contendo o cromdgeno, TMB, e o substrato da enzima,
peroxido de hidrogénio. Ap6s 20 minutos de incubagdo, temperatura ambiente e no
escuro, a reacao foi interrompida com a solucdo de parada presente no kit, contendo acido
sulfurico. A leitura foi realizada imediatamente em espectrofotbmetro em comprimento
de onda de 450 nm. Os valores das absorbancias das amostras foram subtraidos do branco
e interpolados com a curva padrdo. O resultado foi expresso em picograma (pg) de

citocinas por mg de tecido.

ESTUDO PRE-CLINICO: AVALIACAO DAS ALTERACOES FUNCIONAIS DE
BARREIRA DA MUCOSA ESOFAGICA

5.5.5. Preambulo Experimental da Camara de Ussing

Na investigacdo da funcdo de barreira, foram utilizadas amostras da mucosa do
esodfago distal de camundongos com NERD experimental e eutanasiados no dia 7 ap0s a
cirurgia de indugéo, e animais Sham. Em seguida, o es6fago foi dissecado, retirada a
camada muscular (amostra constituida por epitélio escamoso estratificado queratinizado
e tecido conjuntivo subjacente) e aberto numa Placa de Petri contendo solucdo tampéo
bicarbonato Krebs-Henseleit (KHBB, pH 7,4, contendo NaCl a 118 mM, KCl a 4,7 mM,
CaCl; a 1,2 mM, MgSOs a 1,2 mM, NaH2PO4 a 1,2 mM, NaHCO3 a 25 mM e glicose a
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11 mM). As mucosas esofagicas foram imediatamente montadas na Cdmara de Ussing
(Mussler Scientific Instruments, Aachen, Alemanha), com 0,017 cm? de area exposta com
auxilio de um adaptador (Figura 13). O KHBB foi mantido a 37° C e aerado com mistura
de carbogénio (95% de Oz e 5% de COy). Logo ap0s, foram realizadas as avaliagdes da

RETE e de permeabilidade mucosa, como descritos em mais detalhes a seguir.

A

Cabo de forcado
estabilizador (220V)

Banho de
eletrodos

de aeracdo

Eletrodos

’ Adaptadores . Alicate
Graxa de o A ‘
—_—
vedacao 5
(Vacuum grease) ‘ Q Q Anéis de trava

Swab

Adaptador

Orififico de
0.017 cm?

Face esquerdada
camara (aberta)

Figura 13. Camara de Ussing e suas ferramentas de funcionamento (A). Metade de uma
camara montada com um adaptador cujo orificio mede 0,017 cm? (B). Fonte: Propria

autoria
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5.5.6. Resisténcia Elétrica Transepitelial (RETE)

A principio, a resisténcia elétrica do sistema aquoso foi aferida nas camaras por
meio de eletrodos de prata (Ag/AgCl) submersos na solucdo de KHBB. A resisténcia
elétrica foi calculada de acordo com a Lei de Ohm a partir das deflexdes de tensdo
induzidas por pulsos de corrente (i) bipolar de 50 pA, duragdo de 200 ms a cada 6 s
aplicada pelo meio dos fios de prata. Em seguida, os tecidos foram montados nas camaras
e o sistema foi equilibrado até obter um platd da RETE basal estavel (cerca de 20 a 30
min). Posteriormente, o lado luminal foi exposto durante 60 min a uma “solucédo de
desafio” KHBB pH 0,5, contendo pepsina (1 mg/ml) e acido taurodeoxicolico (TDCA, 2
mM). A RETE foi continuamente registrada durante o tempo de exposigéo e representada
como Q/cm? (TOBEY et al., 2004). Os resultados foram expressos como percentual (%)
de variacdo da resisténcia basal, nos tempos de 5, 10, 30 e 60 min ap0s a exposicao, sendo

a resisténcia basal considerada como 100% (Figura 14).

-Q Equilibrio Solugdo desafio
o ° . . i
J

| f

N&o luminal ‘ Luminal

A da RETE

Resisténcia Elétrica Trans-Epitelial
RETE (Q/cm?)

Mucosa esofagica

Figura 14. Desenho esquematico do estudo da RETE em Céamara de Ussing. Fonte:

Proprio autor.

5.5.7. Permeabilidade Transepitelial

Para avaliacdo da permeabilidade transepitelial esofagica, a RETE foi registrada
por 60 minutos, de acordo com metodologia supracitada no item anterior (“5.5.6”), e
parada. Em seguida, os eletrodos foram retirados da solucdo, a sala de experimentacao
foi submetida a um ambiente desprovido de luz para evitar degradacdo da fluoresceina

que foi utilizada posteriormente. A solucéo do lado luminal foi substituida por solucéo de

56



fluoresceina (376 Da, 1 mg/ml). Uma amostra de 100 pl foi retirada do lado seroso da
camara nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos. A mesma quantidade de solugéo foi
retirada a cada intervalo de tempo do lado mucoso a fim de manter equilibrado o volume
nos dois lados da camara (Figura 15). A permeabilidade do tecido a fluoresceina foi
calculada a partir da medida de fluoresceina na amostra mediante uso de um fluorimetro
(Fluostar Optima, BMG labtech. Ontemberg, Germany) e expressa na forma de razéo de
intensidade de fluorescéncia, dividindo-se a intensidade de fluorescéncia em cada tempo
pela intensidade de fluorescéncia no tempo inicial. Matematicamente, os dados foram
normalizados através da relacéo do fluxo de fluoresceina (Figura 15) é baseada na razao
(taxa de intensidade de fluorescéncia, “R”) entre a enésima leitura da coleta (Tn) sobre a
coleta basal (To). Cada leitura é individual para cada amostra e os resultados foram

expressos em Intensidade de Fluorescéncia (IF) apds a normalizacao dos dados.

0,eCO e Fluoresceina (375 Da, 10
e mg/mL) no lado luminal.
- Férmula
Matematica:
e Coleta no lado ndo mucoso ‘ ’l Y
o | ©eg® O nos momentos: n
« © ©g g0° 0 ¢ 07-30’-607-90°-120’ R o
g o ) 6 _ © (@] — —
O © 0y 0@ <
I I e ©® e ° Z 0

resultados emitidos com base
na intensidade de

N&o luminal Luminal o Leitura feita por fluorimetriae |
fluorescéncia.

Mucosa esofagica

Figura 15. Desenho esquematico do experimento para medir permeabilidade

transepitelial a fluoresceina. Fonte: Proprio autor.

ESTUDO DA TOXICIDADE DA GOMA DO CAJUEIRO EM CAMUNDONGOS

5.5.8. Avaliacao Toxicologica da Goma do Cajueiro

Este procedimento seguiu as normas presentes no protocolo de toxicidade aguda
da Organization for Economic Cooperation and Development (OECD), Guideline

423/2001 (OECD, 2001). Os procedimentos foram realizados com camundongos Swiss
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fémeas (25-30 g). Os animais foram divididos em dois grupos, os animais do grupo teste
receberam goma do cajueiro (2000 mg/kg) dissolvidos em solugéo salina por gavagem e
0 grupo controle recebeu apenas soro fisioldgico.

Os animais foram observados 30 minutos apds o tratamento e periodicamente
durante as primeiras 24 h, com atencdo especial nas primeiras 4 h, e diariamente a partir
de entdo, durante um total de 14 dias. Todos os sintomas de mal-estar ou comportamento
anormal foram levados em consideracdo. Os parametros dos sinais toxicos foram
estudados de acordo com a diretriz 423 da OCDE, incluindo tremores, convulsdes,
salivacdo, diarreia, letargia, sono e coma. Piloere¢do, olhos e membranas mucosas,
sistema respiratorio, circulatorio, autbnomo e nervoso central, atividade locomotora e
padrdes de comportamento também foram avaliados. Além disso, o peso corporal dos
animais foi monitorado ao longo do periodo de estudo, bem como o consumo de agua,

consumo de racdo, producéo de excretas e aspecto fecal avaliados por 14 dias.

Além das avaliagdes voltadas ao screening hipocratico e indicadores
comportamentais mencionados anteriormente, outros parametros toxicologicos foram
avaliados. No final do estudo de toxicidade aguda, todos os animais foram anestesiados
com uma combinacéo de cloridrato de xilazina (5 mg/kg, i.p.) e cetamina (60 mg/kg, i.p.).
As amostras de sangue foram entdo coletadas por puncéo cardiaca e armazenadas em
tubos com 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA) para realizacdo do hemograma. A
analise bioguimica foi realizada utilizando o Analisador Bioquimico Semi-automatico
(TEKNA®) para os seguintes pardmetros: aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT) e uréia, de acordo com as especifica¢bes do fabricante (Labtest
Diagnosis, Sao Paulo, Brasil). Ademais, os 6rgdos (figado, rim, coracdo, baco) foram
removidos e pesados. O peso relativo de cada érgdo foi calculado a partir da seguinte
expressdo: peso do 6rgao/peso corporal apds o tratamento x 100. Para analise histolégica,
foi destinada uma amostra de cada 6rgdo mencionado e seguido 0s procedimentos

histotécnicos descritos no item “5.5.2”, bem como o preparo das laminas.

58



ESTUDO CLINICO

5.6. Pacientes e Endoscopia

Apols o0 estagio de 6 meses na Queen Mary University of London, tive a
oportunidade de aprender e desenvolver a técnica de montagem de biopsias esofagicas
humanas que, porventura, foi implementada na Universidade Federal do Ceard ap6s meu
retorno. Tal feito so foi possivel gragas aos investimentos pablicos vinculados aos editais
do CNPq que fomentaram o0s custos dessa interacdo. NOs investigamos biopsias
esofagicas de 33 pacientes atendidos no servico de Endoscopia Digestiva Alta do Hospital
Universitario Walter Cantidio (HUWC) em Fortaleza-CE, Brasil e no Departamento de
Endoscopia do Royal London Hospital, Londres, Inglaterra. Esses pacientes apresentaram
majoritariamente sintomas de pirose e apresentaram mucosa esofagica endoscopica

normal nos fragmentos retirados para estudo.

Os procedimentos endoscépicos foram realizados sob sedagdo de midazolam.
Foram realizadas cerca de 5 biopsias da mucosa esofagica a partir de 3 cm acima da
juncdo escamosa-colunar e imediatamente colocadas numa solucdo tampado pre-
oxigenada de Krebs-Henseleit (pH 7,4). As bidpsias foram rapidamente transportadas
para o laboratério para o estudo da Camara Ussing. Todas as bidpsias para os seguintes
estudos foram realizadas pelo mesmo endoscopista (D. Matos, Fortaleza, Brasil; J. Evans,

Londres, UK), utilizando a mesma técnica.

5.7. Resisténcia Elétrica Transepitelial (RETE)

Nesta etapa, segue-se 0 mesmo procedimento de RETE executado em amostras
de esdfago distal de camundongos, porém com algumas alteracfes que sdo descritas a

sequir:

As biopsias esofagicas humanas foram montadas na camara com auxilio de
adaptadores de 0,017 cm? e em seguida submetidas as mesmas condicBes de execucio
presentes no item “5.5.6” até que atingissem um platd de equilibrio em torno de 20 a 30
minutos. A gravagdo foi interrompida e as cAmaras foram removidas do aparelho, e as
duas metades foram separadas. Este procedimento foi feito de tal forma que o aspecto

luminal da bidpsia foi exposto. Em seguida, aplicaram-se 200 pl de uma “solucdo
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protetora” que foi de Alginato comercial ou Sucralfato ou Goma do Cajueiro em
diferentes concentracdes (2,5, 5 ou 10%, p/v). A solucgéo protetora foi aplicada ao lado
luminal exposto da bidpsia e deixaram-se na superficie da biopsia durante 5 min. O
préximo passo foi o retorno das cdmaras devidamente fechadas ao sistema, e apos uma
lavagem de 15 min com Krebs 7,4, as biopsias foram expostas durante 30 ou 60 minutos
no compartimento referente ao lado luminal a uma “solu¢dao desafio” KHBB pH 2

contendo pepsina (1 mg/ml) e TDCA (2 mM) como representa a Figura 16.

Solugao desafio:
KrebspH 2 +

Pepsina + TDCA
Lavagem I I

] ] |
5 min 15 min 30 min

ou
60 min

AlicaEso da ‘| = Alginato (controle positivo)

Equilibrio

solugdo protetora * Sucrlfat
G = Goma do Cajueiro (2,5, 5 ou 10%, p/v)

) l Bidpsias de es6fago distal de 33 pacientes com
Procedimento NERD

Endoscépico
Hospital Universitario Walter Cantidio - HUWC

Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana:

Protocolo# 39538814.6.0000.5045 Reyal Haspitalof Londan=LUK

Figura 16. Desenho esquematico do procedimento em bidpsias de pacientes com NERD

e a repercussdo da Goma do Cajueiro na RETE. Fonte: Prdprio autor.

5.8. Permeabilidade Transepitelial

Apobs o registro da RETE, as bidpsias continuaram sendo avaliadas quanto a
funcdo de barreira através do teste de permeabilidade transepitelial da fluoresceinca. O
procedimento seguiu as mesmas condi¢des e detalhes contidos no item “5.5.7” sem

alteracdes.

5.9. Localizagdo da Goma do Cajueiro
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Para a execucdo desta etapa, foi adicionada uma sonda fluorescente ao grupo

carboxilico da Goma do Cajueiro na presenca de epicloridrina (um agente desidratante

que permite a ligacdo da amina) como ilustra a Figura 17.

Adicionou-se 0,5 g Goma de Cajueiro em NaOH a 1M (17,5 ml) e 400 pl de
epicloridrina, em uma sequéncia. A solugéo foi agitada a 60° C + 2° durante 2 h. Depois

disso, a solucéo foi dialisada contra &gua desionizada até o pH atingir < 8. Apos a dilise,

o pH foi ajustado para 12 usando solucdo de NaOH e a mistura foi agitada a 60° C + 2°

durante 2 h. O fluoréforo FITC (advindo do inglés, Fluorescein IsoThioCyanate) (0,32

mmol/g), NaCl (0,15 M) e sacarose (0,3 M) foram adicionados e a mistura foi agitada

durante 12 h no escuro. A solucdo foi novamente dialisada contra &gua desionizada
durante 5 dias (GHOSH, ABDULLAH, MUKHERJEE, 2015).

HO

HO O
0 o OH
0 W\
0
OH 0
OH
0 n
e
HN N, X ey 3
o H 1" S

AH NP X
N : \
C | || il
= 1
|

o

Figura 17. Representagdo da estrutura quimica fixa da Goma do Cajueiro (preto), da

exposicdo dos grupamentos carboxilicos a estruturas aminas (azul) apds a adicdo da

epicloridrina e a ligagdo do FITC (vermelho) na molécula da Goma do Cajueiro. Fonte:

Proprio autor.
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Ap0s o preparo e 0 devido armazenamento da Goma do Cajueiro marcada com
FITC, foi realizado o procedimento da aplicacdo deste produto em bidpsias esofagicas
humanas. Para avaliar a aderéncia da Goma do Cajueiro em até 60 minutos apos a
aplicacdo, outras cinco amostras de bidpsia foram coletadas e em seguida cobertas com
200 pl da Goma do Cajueiro com fluorescéncia (idéntico a aplicacdo usada no
procedimento do item 5.7). O experimento foi realizado como descrito no item “5.7”,
com a excecao de que, apos 15 ou 60 min de lavagem seguido de 30 min de exposicdo da
“solugdo desafio”, as biopsias foram removidas da camara e imediatamente fixadas em
solucéo de paraformaldeido (PFA) a 4%. Os nucleos foram corados com 4°,6-diamidino-
2-fenilindol (DAPI) e examinados sob um microscopio epifluorescente. Foram tiradas
cinco sec¢des por bidpsia, cinco campos de alta poténcia por se¢do (ou seja, 25 imagens
por biopsia). A espessura (em um) da camada da Goma do Cajueiro fluorescente em cada
imagem foi calculada como a média de cinco medidas e a espessura total da camada da

Goma do Cajueiro foi calculada como o valor médio das 25 imagens.

5.10. Anélises Estatisticas

Os dados foram mostrados como média + E.P.M. ou mediana com minimo e maximo,
quando apropriado. As analises estatisticas foram realizadas pelo teste em analise de
variancia com um fator, One-way ANOVA, seguido pelo teste de Newman—Keuls ou pelo
pelo teste em analise de variancia com dois fatores, Two-way ANOVA, seguido pelo teste
de Bonferroni's (para dados paramétricos) e teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste
de Dunn’s (para dados ndo-paramétricos). Valor de P menor que 0,05 (P<0,05) foi
considerado como sendo significante estatisticamente. Os dados foram analisados através
do programa estatistico GraphPad Prism 5.0%° (San Diego, CA, EUA).
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6. RESULTADOS

ESTUDO PRE-CLINICO: AVALIACAO DOS PARAMETROS INFLAMATORIOS
NO ESOFAGO

6.1. Peso Umido

Em nosso estudo, os animais com NERD no sétimo dia estabeleceram edema
esofagico (peso Umido aumentado como marcador indireto de edema (15,90 + 1,68
mg/cm) quando comparados com o grupo sham. Por outro lado, a administracao diaria de
Goma do Cajueiro reduziu (P<0,05) o parametro inflamatério de edema através da
medida do peso umido (10,52 + 0,5 mg/cm) como consta na Figura 18.

6.2. Atividade da Mieloperoxidase (MPO)

Outro marcador do processo inflamatorio, a atividade da MPO, foi avaliado e 0s
resultados mostraram (Figura 18) que os animais com NERD expressaram um aumento
significativo (P<0,05) na atividade da MPO (23,14 £ 9,3 U/mg de tecido) em comparagéo
com o grupo sham, enquanto a administracdo diaria da Goma do Cajueiro reduziu
(P<0,05) a expressdo da enzima nos tecidos esofagicos murinos (6,11 £ 0,57 U/mg de

tecido).

6.3. Expressdo dos Niveis de KC

Na Figura 18 observa-se também que os animais com NERD apresentam aumento
significativo (P<0,05) dos niveis de KC no esdfago distal (40,82 + 11,71 pg/mg de tecido)
no sétimo dia ap6s a inducdo cirtrgica, quando comparados aos animais do grupo sham
(1,104 £ 0,53 pg/mg de tecido). O tratamento diario dos animais com a Goma do Cajueiro

reduziu significativamente os niveis de KC no es6fago distal (4,46 + 1,3 pg/mg de tecido).
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Figura 18. Alteragdes inflamatorias esofagicas em camundongos com NERD. Peso
umido (A), atividade de MPO (B), niveis de KC (C). Os resultados sdo expressos como
média + E.P.M de 6-7 animais por grupo e foram analisados pelo teste One-way ANOVA
sequido pelo teste de Bonferroni. *P < 0,05 versus grupo sham; #P<0,05 versus grupo

NERD.
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6.4. Analise Histopatoldgica

A avaliacdo histopatol6gica mostra que os animais com NERD, no sétimo dia apds
a cirurgia de inducdo, apresentaram alteracbes microscopicas com uma resposta
inflamatoria esofégica, quando comparados aos animais do grupo sham. Essas alteraces
microscopicas foram caracterizadas por infiltrado celular de polimorfonucleares (com
preponderancia de neutrofilos) intraepitelial, e edema na lamina prépria (Figura 19 e
Tabela 2). Além do mais, foi também observado hiperplasia da camada de células basais,
quando comparados aos animais do grupo sham. A Goma do Cajueiro foi capaz de reduzir
os escores de edema na lamina prépria e infiltrado de polimorfonucleares intraepitelial. E
digno de nota que ndo foram observadas Ulceras no eséfago em nenhum dos esdfagos

analisados (Figura 19 e Tabela 2).
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Figura 19. Fotomicrografias do es6fago em camundongos com NERD. Animais do grupo
sham apresentam arquitetura esofagica integra (painéis A e D). AlteracGes microscopicas
no esofago foram observadas em animais com NERD (painéis B e E) e animais tratados
com a Goma do Cajueiro (painéis C e F). Painéis A — C (100x) e D — F (400x%). Seta
vermelha indica edema, seta amarela indica hiperplasia da camada de células basais e seta
branca indica infiltrado de polimorfonucleares na lamina prépria.
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Tabela 2. Escores das alteracfes microscopicas esofagicas em camundongos com NERD.

Grupos Hiperplasia PMN Erosdes | Edema na PMN na

Experimentais da Camada Intraepitelial (0-1) Lamina Lamina

(n=5-7) de Células (0-2) Prépria Prépria

Basais (0-2) (0-4) (0-3)
Sham 0(0-1) 0 (0-1) 0 0(0-1) 1(0-1)
NERD 2 (1-2)* 2 (1-2)* 0 2 (2-4)* 3(1-3)
# #

Goma do 0 (0-1) 0 (0-1) 0 1(0-1) 1(0-2)

Cajueiro 10%

Nota: Os resultados sdo expressos como mediana com minimo e maximo mostrados nos
parénteses. Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de
Dunn’s. *P<0,05 versus grupo sham; #P<0,05 versus grupo NERD.

ESTUDO PRE-CLINICO: AVALIACAO DAS ALTERACOES FUNCIONAIS DE
BARREIRA DA MUCOSA ESOFAGICA

6.5. Resisténcia Elétrica Transepitelial (RETE)

A Figura 20A mostra que os animais com NERD eutanasiados no sétimo dia apds
a inducdo cirdrgica apresentaram RETE basal da mucosa esofagica menor (P<0,05) que
os animais do grupo sham (129,3 + 15,39 Q/cm? e 276,8 + 33,64 Q/cm?, respectivamente).
Por outro lado, o grupo de animais que foi tratado diariamente com a Goma do Cajueiro
apresentou um ganho substancial (P<0,05) na RETE (308 + 12,35 Q/cm?) quando

comparado aos animais do grupo NERD.

Além disso, a Figura 20B mostra que a mucosa esofagica de animais com NERD
apresenta alterac@es significativas na RETE quando exposta a uma solucdo KHBB pH
0,5 contendo pepsina e TDCA, observou-se uma queda na RETE ap6s 60 min maior
(P<0,05) na mucosa esofagica de animais dos grupos NERD e sham (-53,92 + 10,09 e -
22,18 = 7,86% da resisténcia basal, respectivamente), e do grupo que foi tratado
diariamente com a Goma do Cajueiro (+0,9 + 1,83% da resisténcia basal). O sinal
negativo “-“ representa queda e o sinal positivo “+” representa sustenta¢do da resisténcia

acima do basal (100%).
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6.6. Permeabilidade Transepitelial

Conforme mostrado na Figura 20C, a mucosa esofagica de animais com NERD
apresentou um aumento significativo (P<0,05) da permeabilidade a fluoresceina ap6s 90
min e 120 min (12,9 £ 1,51 e 37,13 + 11,8 IF, respectivamente), quando comparados aos
animais do grupo sham (3,47 £ 1,17 e 4,01 = 1,47 IF, respectivamente). Os animais
tratados com a Goma do Cajueiro diariamente tiveram a passagem de fluoresceina
diminuida (P<0,05) tanto no minuto 90 quanto no 120 (3,99 + 1,13 e 4,42 + 1,037 IF,

respectivamente) quando comparados ao grupo NERD.

68



>

400
8 #
2
<@ 300+ |
m —
w G
o e
¥ © 200+
o & *
S m
S
S 1004
@
=
0 T
Sham - GC 10%
NERD
B Solugéo Desafio
(pH 0.5 + pepsina 1Tmg/mL + TDCA 2mM) e Sham
150+ - NERD
0/
5 125 -+ GC10%
2 # #
£ I
s 100 —4
S
&
3 754 =
w
& 50- I
3
©
2 254
04— T ]
0 5 10 30 60
Tempo (min)
o
E 50- -~ Sham
@ -# NERD
] -+ GC10%
& 40
=
w
e
T c
§ £ 204
w
s
£ 104
3 -
> H— L =
% 0,—- - T v 1
[ 0 30 60 90 120
Tempo (min)

Figura 20. Par@metros de funcdo de barreira em eséfago distal de camundongos com
NERD. Média da Resisténcia Basal (A), perfil temporal do Percentual da Resisténcia
Inicial (B) e a permeabilidade transepitelial da fluoresceina (C). Os resultados séo
expressos como media = E.P.M de 6-7 animais por grupo e foram analisados pelo teste
One-way (A) ou Two-way (B e C) ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. *P < 0,05
versus grupo sham; #P<0,05 versus grupo NERD.
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ESTUDO DA TOXICIDADE DA GOMA DO CAJUEIRO EM CAMUNDONGOS

6.7. Avaliacdo Toxicoldgica da Goma do Cajueiro

Os resultados acerca da avaliacdo toxicologica da Goma do Cajueiro em

camundongos mostraram que em nenhum dos parametros avaliados houve sinal de

toxicidade. A descricdo para cada resultado esta detalhada nas Tabelas 3-6 e Figura 21.

Tabela 3. Média dos valores obtidos no consumo de &gua, consumo de racao, producdo
de excretas e aspecto fecal avaliados por 14 dias, em camundongos fémeas, tratados com
salina 0,9% e Goma do Cajueiro (GC, 2.000mg/kg, v.0.).

Tratamento Dose Consumo Consumo Producéo Aspecto
de agua de racéo de excretas Fecal
(ml/dia/grupo) | (g/dia/grupo) | (g/dia/grupo) (0-3)
Controle 2,5 (ml/kg) 29,08+£1,46 | 19,23+0,69 | 17,33%£1,30 0
GC 2.000 (mg/kg) | 32,69+£1,66 | 21,54+1,75 | 21,30+2,43 0

Os valores sdo apresentados como Média £ EPM. NUmero de animais/grupo: cinco. *P
<0,05 vs. Grupo controle (salina), Teste t de Student.
As pontuacdes para aspecto fecal foram atribuidas usando o método de Di Carlo e
colaboradores (1994). Fezes normais = 0, fezes semissélidas = 1, fezes pastosas em

pequena/moderada quantidade = 2, fezes aquosas em grande quantidade = 3.
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Tabela 4. Parametros relacionados ao screening hipocratico, ap6s administracdo oral em dose Unica da
Goma do Cajueiro (GC), em camundongos fémeas, na dose de 2.000 mg/kg (G2). O controle (G1) recebeu

salina 0,9% por gavagem.

Parametros Grupo Tempo (h) Tempo (dias)
avaliados (=5 025 05 1 2 24 3 7 10 14
Estado Atividade Geral Gl 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Consciente G2 4 4 4 4 4 4 4 4 4
e Disposicao
Resposta ao toque Gl 4 4 4 4 4 4 4 4 4
G2 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Aperto de cauda Gl 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Atividade e G2 4 4 4 4 4 4 4 3 3
Coordenagéo Endireitamento G1 4 4 4 4 4 4 4 4 4
e @ 4 4 a4 444
muscular Tdnus corporal Gl 4 4 4 4 4 4 4 4 4
G2 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Forca de agarrar Gl 4 4 4 4 4 4 4 4 4
G2 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Gl 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Reflexos Reflexo corneal G2 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Gl 0 0O 0 0 O 0 0 O 0
Tremores G2 0 0 0 0 O O 0O 0 o©O
. Gl 0 0O 0 0 O 0 0 O 0
Central oGy Convlsdes G2 0 0 00 0 00 0 0
Gl 0 0O 0 0 O O O o0 O
Contorgéo G2 0 0O 0 0o O o0 0 O 0
Gl 0 0O 0 0 O O O o0 O
Straub G2 0 0O 0 0 O 0 0 O 0
Lacrimacéo G1 0 0O 00 O O O o0 o0
Sistema Nervoso G2 0 O 0 0 O 0 0 0 0
g o GL 0 0 00 0 00 0 0
Piloerecdo G2 0O 0 00 O 0O O 0 O
Respiracéo Gl 4 4 4 4 4 4 4 4 4
G2 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Gl 0 0O 0 0 O 0 0 O 0
Constipago G2 0O 0 00 0 0 0 0 0
Intestinal
Mortalidade Gl 0 0O 0 0o O o0 o0 O 0
G2 0 0O 0 0 O 0 0 O 0

Escores: 4: normal; 3: levemente reduzido; 2: moderadamente reduzido; 1: intensamente reduzido; O:

ausente (De acordo com Brito, 1994).
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Tabela 5. Efeito da Goma do Cajueiro (GC, 2.000 mg/kg, v.0.) no ganho de Massa
Corporal (g) e na Massa relativa dos 6rgaos (%) em camundongos fémeas apds 14 dias

consecutivos.

Tratamento | Dose Massa Corporal Massa relativa dos érgéos
(ml/kg) (9 (%)
Antes Depois Figado Coragéo Baco Rins Intestino
Delgado
Controle 2,5 17,60 0,74 | 22,00+0,63 | 4,81+0,08 | 0,65+0,07 | 0,41+0,04 | 1,1940,06 | 6,90+0,41
Goma do 2.000 | 20,80+0,80 | 24,80+0,80 | 4,80+0,12 | 0,54+0,02 | 0,54+0,04 | 1,16+0,06 | 6,66+0,30
Cajueiro

Os valores sdo apresentados como Média + EPM. NUmero de animais/grupo: cinco. *P
<0,05 vs. Grupo controle (salina), Teste t de Student.
A massa relativa dos érgdos foi calculada como a relacdo da massa do 6rgdo/massa
corporal apos o tratamento x 100.

Tabela 6. Analises hematoldgicas e bioquimicas de sangue e plasma (respectivamente)
apos administracdo oral em dose Unica da Goma do Cajueiro (GC; 2.000 mg/kg) em
camundongos fémeas apo6s 14 dias consecutivos.

Parémetros Controle GC
(2.000 mg/kg, v.0.)
Eritrécitos 6,31+0,46 6,02+0,62
(milhdes/mm?)
Hemoglobina (g/dL) 10,65+0,69 13,08+1,50
Hematdcrito (%) 33,00+0,89 35,00+1,76
HematolG6gicos -VCM (fL) 53,57+4,56 60,34+6,08
-HCM (pg) 17,21+1,57 22,27+2,56
-CHCM (g/dL) 32,28+1,87 38,08+5,35
Leucocitos/mm? 4.150+294,10 5.270+663,40
-Segmentados 53,00+1,67 56,00+1,51
(%)
-Mondcitos (%) 3,40+1,07 5,00+1,61
-Linfécitos (%) 41,60+2,73 36,00+3,43
-Eosinofilos (%) 2,00+1,04 3,00+0,77
Plaquetas/pL 764.800 765.200
Funcdo  Creatinina (mg/gL) 0,53+0,11 0,55+0,08
Renal Ureia (mg/gL) 26,05+2,20 25,12+1,27
Bioquimicos
Funcéo Proteinas Totais (g/dL) 3,53+0,18 3,52+0,14
Hepéatica ALT (TGP) (U/L) 56,43+7,74 59,06+3,08
AST (TGO) (U/L) 24,50+4,05 20,20+1,39

Os valores sdo apresentados como média + EPM. NUmero de animais/grupo: cinco.
Aspartato Aminotransferase (AST) e Alanina Aminotransferase (ALT).
*P <0,05 vs. Grupo controle (salina), Teste t de Student.
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Figura 21. Zona cortical renal em HE, corte sagital. Grupo Salina (A) e Goma do

Cajueiro (B), ambos os grupos apresentam corpusculo renal com glomérulo normal (G)
e espaco capsular normal, rodeados pela Capsula de Bowman, em torno dos corpusculos

estdo os tubulos contorcidos distal e proximal normais.
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ESTUDO CLINICO

6.8. Resisténcia Elétrica Transepitelial (RETE)

Nossos dados em biopsias esofagicas humanas mostraram que 30 minutos de
exposicdo da mucosa a solucdo &cida causou queda da RETE (-27,3 £ 2,4%) em
comparacdo com 100% da sua resisténcia basal, que pdde ser prevenida (P<0,05) pela
aplicacdo de alginato (+3,7 + 6,1% sobre a resisténcia basal). Da mesma forma, a
aplicacdo com solucbes de Goma do Cajueiro (10% e 5%) impediu a queda da RETE
(P<0,05) quando comparada com a resisténcia basal (+1,69 + 1,06% e -3,5 = 2,4%,
respectivamente). A Goma do Cajueiro (GC) em 2,5% e o Sucralfato ndo protegeu a
mucosa esofagica contra a solugdo desafio que mimetiza o contetdo do suco gastrico. O
efeito protetor da mucosa foi prolongado até 1h, em que as bidpsias sem protecéo
apresentaram queda de -36,79 *+ 5,5%, mas a aplicacdo de alginato e GC 10% impediu a
queda de resisténcia causada pelo acido, pepsina e TDCA (+4,2 £ 0,8% e +3,5 £ 0,6%,

respectivamente) como mostra a Figura 22.
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Figura 22. Pardmetros de funcdo de barreira sobre a RETE em bidpsas esofagicas de
pacientes com NERD. Perfil temporal do Percentual da Resisténcia Inicial em 30 min (A)
e em 60 min (B). Os resultados sdo expressos como média + E.P.M. Foram analisados
pelo teste Two-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. *P<0.05 Alginato versus
Grupo “Sem protegao”; #P<0.05 GC 10% versus “Sem prote¢ao”; ¥P<0.05 Alginato ou
GC 10% ou GC 5% versus “Sem protegdo”. AP<0.05 Alginato ou GC 10% versus
Sucralfato.
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6.9. Permeabilidade Transepitelial

Em se tratando da permeabilidade transepitelial, a permeabilidade a fluoresceina
aumentou (P<0,05) comparada ao grupo GC 10% a partir do minuto 60. Ademais, esse
aumento foi ainda mais evidenciado em bidpsias “Sem protegao” (135,7 £ 37,43 IF),
enquanto a GC 10% impediu (P<0,05) este evento (40,8 £ 17,1 IF) como mostra a Figura
23.
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Figura 23. Parametros de funcdo de barreira sobre a permeabilidade transepitelial em
biopsas esofagicas de pacientes com NERD. Perfil temporal da Permeabilidade
Transepitelial de 0 a 90 min (A) e no minuto 90 (B). Os resultados sdo expressos como
média £ E.P.M. Foram analisados pelo teste Two-way ANOVA seguido pelo teste de
Bonferroni. #P<0.05 GC 10% ou Krebs (pH 7,4) versus “Sem prote¢ao”.
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6.10. Localizacdo da Goma do Cajueiro

Como mostram os resultados nas Figura 24 e Figura 25, as imagens de
microscopia epifluorescente mostraram a aderéncia luminal a mucosa esofagica em
biopsias humanas da Goma do Cajueiro (GC) 10% marcado até 1 hora. Embora tenha
havido a redugéo da espessura em 1 hora comparada com o tempo 30 min, os resultados
funcionais mostram que a GC é capaz de sustentar a RETE e proteger as biopsias

esofagicas humanas.

77



DAPI GC 10%-FITC

Composicao

Figura 24. Microscopia a 20X sob microscépio epifluorescente com a Goma do Cajueiro
(GC) marcada com FITC na superficie luminal da mucosa da bidpsia. As amostras foram
submetidas a 1 h de lavagem em solucdo neutra e em seguida expostas a solucdo desafio.
Os nucleos sdo corados com DAPI. As setas amarelas indicam medidas de espessura de
exemplo.

78



N
o
1

-
(3]
1

Média da espessura
da GC (um)
@ 5

o
I

- 15 60'

Lavagem

30 min de
pH 2 + pepsina + TDCA
Figura 25. Média de espessura da Goma do Cajueiro (GC) em pum sem lavagem ou com
lavagem de 15 ou 60 minutos expostas a solucdo desafio. Os resultados sdo expressos
como media + E.P.M. Foram analisados pelo teste One-way ANOVA seguido pelo teste

de Bonferroni. *P<0.05 15 min versus 60 min.
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7. DISCUSSAO

No presente estudo de abordagem translacional, n6s demonstramos que tanto no
modelo experimental de NERD em camundongos quanto em bidpsias esofagicas
humanas a Goma do Cajueiro (GC) demonstrou um interessante implicagéo do ponto de
vista terapéutico e conceitual sobre a fisiopatologia da DRGE, sobretudo o subtipo mais
prevalente, a NERD. Nossos resultados mostraram que a GC apresentou propriedades
anti-inflamatorias por reduzir edema esofagico, reduzir infiltrado de células inflamatorias
no esbfago distal de camundongos e reduzir os niveis de KC, uma citocina pro-
inflamatoria. Ademais, propriedades protetoras que levaram a uma preservacdo da
integridade da mucosa esofagica tanto em camundongos quanto em humanos por
sustentar a RETE e prevenir o aumento da permeabilidade transepitelial. Por fim, a Goma
do Cajueiro desempenhou forte interacdo com a parede epitelial esofagica humana, deste
modo possui propriedades mucoadesivas formando um escudo extra na camada pré-

epitelial.

Além do mais, a avaliacdo da toxicidade da Goma do Cajueiro garantiu seguranca
do produto e abriu portas para, em um futuro breve, ser testada diretamente em pacientes
com a DRGE de maneira que sejam estudos devidamente guiados com ferramentas
diagnosticas precisas e tecnologias do ponto de vista padronizacdo de uma formulacgéo
farmacéutica que possibilitem a avaliacdo deste produto em uma possivel abordagem
terapéutica. Por que destinar esfor¢os para desenvolver um novo medicamento para o
tratamento da DRGE? Na prética clinica ainda ndo existe uma abordagem terapéutica
inteiramente eficaz para tratar os sintomas clinicos de individuos com DRGE,
especialmente aqueles que nao respondem aos farmacos padrdo disponiveis no mercado
(SCHOLTEN, 2007).

Nas condutas clinicas preconizadas, 0 manejo de intervencbes médicas
farmacoldgicas e ndo farmacoldgicas atingem uma gama substancial de pacientes, porém,
todos os fendtipos possuem falha na terapia padrdo ouro atualmente recomendada, 0s
IBPs (GYAWALLI, FASS, 2017). O maior indice de falha aos IBPs ocorre em pacientes
com NERD, dessa maneira a busca de alternativas terapéuticas tem sido explorada e
esforgos direcionados & melhoria desta lacuna da gastrenterologia clinica (FASS,
DICKMAN, 2006). Nesse sentido, alguns farmacos ja foram introduzidos no mercado
com boa aceitacao e eficacia no tratamento dos sintomas classicos da DRGE. Neste caso,
destaca-se o0 alginato que tanto utilizado isoladamente é capaz de reduzir a sensacao da
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pirose em pacientes com NERD quanto em combinacdo com os IBPs, que melhora ainda
mais os sintomas cl&ssicos. Em outras palavras, a ideia de controlar a acidez adicionada
de outro produto que atue em outro alvo, como o epitélio esofagico no caso do alginato,
é reportada com bom éxito no tratamento da DRGE, especialmente em pacientes com
NERD.

Conceitualmente, a DRGE apresenta dois, o tradicional e o alternativo. Até pouco
tempo atras, o conceito tradicional fora aceito durante quase 90 anos desde a publicacéo
de Winkelstein (1935) sem causar dicotomias, portanto teve grande adesdo consensual.
Baseado nele, surgiram os tratamentos que focaram basicamente em conter a acidez
gastrica. O conceito tradicional diz que a morte epitelial superficial induzida pelo acido
do suco gastrico refluido é o evento gatilho, isto é, o evento inicial que resulta em
inflamacdo progredindo até a lamina propria. Por outro lado, o conceito alternativo
proposto em 2016 por um grupo da Universidade do Texas, Dallas-EUA, o qual suporta
a ideia que o contato direto do material gastrico ndo lesiona o epitélio esofagico
diretamente, porém, o suco gastrico refluido estimula as células epiteliais e inicia-se um
influxo linfécitos T mediado por citocinas que causam alteracdes microscépicas e, por
fim, erosdes na mucosa (DUNBAR et al., 2016). E valido ressaltar sobre os conceitos que
ambos envolvem o perfil inflamatério e que pouco se fala em tratar o sitio da inflamacéo

esofagica em vez de apenas mirar na acidez gastrica e em seu dano potencial.

O modelo experimental de NERD publicado recentemente por Silva e
colaboradores (2017) € uma ferramenta bastante eficaz para a investigacdo de candidatos
a farmaco no tratamento e modulacdo da NERD. Os autores mostraram o envolvimento
da resposta inflamatdria seguida do comprometimento da funcdo de barreira esofagica
em animais que foram submetidos ao modelo cirargico. Nossos resultados mostraram que
0 modelo possui boa reprodutividade e dados semelhantes aos observados por Silva e
colaboradores. Os habitos de consumo de alimento sdo mais acentuados em periodo
noturno nos roedores, consequentemente as repercussdes do aumento da acidez sdo
requeridas para a devida digestdo (ELLACOTT et al., 2010). Baseado nessas nuances,
nos escolhemos administrar a Goma do Cajueiro diariamente as 21:00 para que o efeito

acompanhasse o periodo condizente com o aumento da acidez gastrica.

Na esofagite aguda causada por refluxo, o edema da mucosa e a inflamacao podem
manifestar-se em radiografias de duplo contraste na regido toracica por aparéncia granular
ou sutilmente nodular no ter¢o distal ou es6fago medial (KRESSEL et al., 1981;
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GRAZIANI et al., 1985). Silva e colaboradores (2017) avaliaram o peso Umido do
esofago de camundongos com NERD como uma medida indireta de se quantificar o
edema do drgdo. Os autores demonstraram que o esdfago do grupo com NERD
apresentava edema quando comparado com o grupo controle (sham). Em nosso estudo, o
modelo experimental apresentou boa reprodutibilidade considerando que a presenca do
edema esofégico foi acentuada nos animais com NERD quando comparados com o0 grupo
sham, enquanto os animais tratados com a Goma do Cajueiro tiveram os valores de peso
umido reduzidos em relacdo ao grupo com NERD. Este dado serviu de estaca inicial para
entender que mecanismos o biopolimero, Goma do Cajueiro, apresentava em sua

Ccomposigao.

Outros estudos com a Goma do Cajueiro tém sugerido um perfil anti-inflamatério
diante de condicdes inflamatdrias induzidas. Ja foi demonstrado que a Goma do Cajueiro
foi capaz de reduzir edema da mucosa gastrica de ratos com gastrite induzida por
naproxeno (CARVALHO et al., 2015). Além disso, a Goma do Cajueiro mostrou
capacidade de modular a resposta inflamatéria de macréfagos murinos estimulados com
LPS, um produto da parede bacteriana, na qual o biopolimero reduziu a expresséo de IL-
6, citocina ligada a quimiotaxia de leucdcitos para o local inflamado, e aumentou a
expressdo de IL-10, citocina que comumente inibe a secrecdo de citocinas pro-
inflamatdrias (YAMASSAKI et al., 2015).

Em se tratando de cenario inflamatdrio, um dos primeiros eventos a ocorrer € a
migracdo de leucdcitos para o sitio inflamado, majoritariamente neutrofilos. A resposta
inflamatdria pode ser deflagrada por elementos que podem ser produtos de patdgenos
(PAMPS) ou substancias endogenas (DAMPs) (ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2012).
No caso da DRGE, componentes do refluxato sdo considerados nocivos quando entram
em contato com a mucosa esofagica (WOODLAND, SIFRIM, 2010). No presente
trabalho, a participacdo da resposta inflamatoéria deflagrada pelo contato entre mucosa
esofagica e material gastrico refluido pdde ser avaliada através da mensuracdo da
atividade da MPO, enzima presente nos granulos azuréfilos de neutréfilos, no eséfago
distal de camundongos. Animais com NERD apresentaram aumento da atividade da MPO
esofagico, contudo, animais tratados diariamente com a Goma do Cajueiro tiveram
reducdo da atividade desta enzima que é um marcador da presenca de neutréfilos no

tecido.
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Embora pacientes com NERD ndo apresentem lesGes macroscopicas acessadas
pela endoscopia digestiva alta, a mucosa esofagica apresenta alteracbes microscopicas
caracterizadas pela presenca de hiperplasia na camada de células basais, alongamento das
papilas e infiltrado de PMN (YERIAN et al., 2011). Em nosso estudo pré-clinico, usamos
0 peso Umido como indicador da presenca de edema esofagico, mas além do edema, as
alteragcBes histologicas ocorreram sincronicamente. Nossos dados corroboraram
translagOes demasiadamente importantes em animais com a doenca do refluxo, os quais
apresentaram, de maneira semelhante ao observado em pacientes com NERD, hiperplasia
da camada de células basais, infiltrado celular de PMN (com preponderancia de
neutrdfilos) intraepitelial, e edema na lamina propria. Por outro lado, a Goma do Cajueiro
reduziu alteracdes histolégicas de edema e infiltrado neutrofilico, indicando mais uma

vez que este polimero possui indicios de efeito anti-inflamatoério no epitélio esofagico.

Entender a fisiopatologia da DRGE possibilita a elaboragédo de alvos terapéuticos
que podem ser acessados por intervencfes. Varios estudos tém demonstrado que néao
apenas a acidez ¢é capaz de levar a inflamacdo esoféagica culminando na expressao de
citocinas pro-inflamatdrias, especialmente a IL-8, mas outros ingredientes do refluxato
desempenham papel flogistico como DAMPSs a mucosa esofégica tais como pepsina e sais
biliares (TOBEY et al., 2001; SOUZA, 2010). Ademais, Oh e colaboradores (2007)
demonstraram que a expressdo do mRNA que codifica a interleucina 8 (IL-8) aumenta
durante a progressdo da doenca de refluxo desde mucosa estratificada normal até o
adenocarcinoma esoféagico em pacientes. Por outro lado, a correcdo cirdrgica do refluxo
com fundoplicatura de Nissen reduz significativamente a expressdo de IL-8 tanto na
mucosa estratificada como na mucosa de Barrett (OH et al., 2007). Um outro estudo
reportou que, em bidpsias da mucosa esofagica de pacientes com NERD, os niveis
aumentados de IL-8 ocorrem associados ao infiltrado de neutrofilos (YOSHIDA et al.,
2004). Em abordagens experimentais, a aplicacdo de &cido biliar em células epiteliais
esofagicas levou a expressdo de mRNA para IL-8 e a prépria proteina IL-8 via ativagao
do fator de transcricdo nuclear NFkB (HUO et al., 2014).

Nossos dados experimentais intercomunicam-se com a repercussdo do material
refluido ao es6fago e o aumento da expressdo de KC (Quimiocina Derivada dos
Queratinocitos, advinda do inglés “Keratinocyte Chemoattractant”), citocina murina
analoga a I1L-8 em humanos. Animais do grupo NERD tiveram um aumento nos niveis

de KC deveras acentuado comparado ao controle corroborando com os estudos
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disponiveis na literatura. Todavia, o uso diario da Goma do Cajueiro levou a uma
diminuigéo significante na expressdo dessa citocina chave para a DRGE. Juntos, estes
resultados correlacionam-se e fortalecem a hip6tese de que a Goma do Cajueiro exerce
um papel importante na diminuicéo da resposta inflamatéria no eséfago caracterizado por

atenuar esses marcadores inflamatorios supracitados.

Como mencionado anteriormente, elementos presentes no refluxato séo
potencialmente lesivos a mucosa esofagica. Além de acionarem uma resposta
inflamatdria no epitélio do esdfago, estes materiais gastricos em contato com a parede
esofagica promovem prejuizos na integridade da mucosa. Oshima e colaboradores (2012)
demonstraram em um modelo de cultura de células esofagicas humanas em 3D que o
acido é capaz de causar queda na RETE epitélio esofagico seguido da perda da expressdo
da claudina-4, uma proteina do complexo juncional que promove adesdo paracelular
(OSHIMA et al., 2012). N&o apenas a acidez, mas a pepsina também ja é conhecida por
degradar as proteinas do complexo juncional e por poder acometer proteinas vitais na
superficie das células epiteliais (THANGARAJAH et al., 2002). A digestdo péptica das
proteinas juncionais aumentam a permeabilidade da mucosa, o que facilita a entrada de
ions de hidrogénio na mucosa, e torna as células nas camadas profundas do epitélio
estratificado esofégico vulneraveis ao ataque de acido (ORLANDO, 2008).

Recentemente, Pardon e colaboradores (2016) mostraram que mesmo em
situacdes fracamente acidas (pH 5), semelhante aquelas presentes em pacientes que fazem
uso de IBPs, solucgdes contendo sais biliares alteram a integridade da mucosa esofagica.
Os autores demonstraram que a presenca de sais biliares promove um aumento dos EID,
causam danos no material genético (sugestivo do processo apoptético) e promove queda
na RETE da mucosa esofagica (PARDON et al., 2016). Tomados juntos, esses dados
norteiam que utilizar um sistema aquoso que contém acidez, pepsina e sais biliares pode
mimetizar bem as condi¢bes do refluxato que causam prejuizo a integridade da mucosa

esoféagica.

Jovov e colaboradores (2011) investigaram bidpsias esofagicas de 20 pacientes
com DRGE e 23 controles saudaveis. Em camaras Ussing eles montaram as bidpsias em
solucBes neutras, e ndo realizaram exposicdes a solugdes acidas. Eles descobriram que a
resisténcia basal foi significativamente menor em pacientes com DRGE do que em
controles e que o fluxo de fluoresceina através do epitélio foi significativamente maior
durante 2 horas em pacientes com DRGE que em pacientes controles (JOVOV et al.,
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2011). Outra maneira de medir a resisténcia do tecido esofagico ¢ através da impedancia
intraluminal esofagica. Um estudo de Farré e colaboradores (2011) mostrou que a
impedancia basal do esdfago distal foi menor em pacientes com DRGE (NERD e

Esofagite Erosiva) do que em individuos saudaveis (FARRE et al., 2011).

Nos nossos estudos acerca da funcdo de barreira, encontramos resultados
interessantes que corroboraram com a literatura acerca da resisténcia basal da mucosa
esofagica. Camundongos com NERD apresentaram uma RETE basal significativamente
inferior quando comparada a RETE do grupo sham apés 7 dias da inducdo cirdrgica da
doenca. Interessantemente, os valores basais da RETE em animais tratados diariamente
com a Goma do Cajueiro foram superiores quando comparados com o grupo NERD.
Esses dados nos levam a inferir que a Goma do Cajueiro possui um principio terapéutico
de modo que trata a inflamacao esofagica e previne os danos de barreira repercutidos pelo

contato do suco gastrico a mucosa esofégica.

Outro achado incitador no presente estudo foi o fato da Goma do Cajueiro ter
prevenido a queda da RETE nos animais tratados com a Goma do Cajueiro durante 60
min de exposicao ao &cido, enquanto tanto o grupo NERD quanto o grupo sham tiveram
diminuicdo na RETE. Tal achado pode ser explicado pela possivel presenca residual da
Goma do Cajueiro aderido a mucosa esofagica. Ademais, 0 experimento de
permeabilidade transepitelial também corroborou com os achados de resisténcia. Animais
tratados com Goma do Cajueiro tiveram uma diminuigéo substancial na permeabilidade
da fluoresceina a mucosa esofagica comparada ao grupo NERD. Juntos esses dados
indicam que o polimero em questdo também é um protetor da integridade da mucosa

esofagica.

Baseado nos dados obtidos até o presente momento, a Goma do Cajueiro mostra
ser uma opcao atraente para o tratamento da DRGE, especialmente ao subtipo NERD.
Caso um dia a Goma do Cajueiro adentre no plano de tornar-se, de fato, um medicamento,
seria viavel a obtencdo escalonada do produto para a inddstria farmacéutica? A goma do
cajueiro € um polimero natural derivado da arvore Anacardium occidentale L., a qual é
farta no nordeste brasileiro, podendo ser extraida fazendo-se incisdes no tronco ou ramos
da arvore (DE PAULA, HEALTHY, BUDD, 1998). A média de producdo no Brasil é de
700g/arvore/ano, com potencial de producéo de cerca de 50000 toneladas/ano (CUNHA,
PAULA, FEITOSA, 2009).
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Uma vez viavel para ser produzida em larga escala, a Goma do Cajueiro teria
seguranga enquanto farmaco para o tratamento da DRGE? Nossos estudos toxicoldgicos
seguiram as normas internacionais preconizadas pela OECD (Guideline 423/2001). Como
resultados, obtivemos que a Goma do Cajueiro em dose elevada (2000 mg/kg) nao
produziu nenhum efeito tdxico sobre os animais frente aos parametros avaliados, que
foram: peso de érgdos fundamentais (figado, rins, coracéo), avaliagdes comportamentais
hipocraticas incluindo locomocao, piloerecdo, salivacao, etc. Além de testes de funcdo
hepatica (ALT e AST) e renal (ureia e creatinina), bem como andlise clinica de parametros
hematoldgicos. Diante dos resultados bioquimicos, histologicos e hematoldgicos
encontrados, podemos assim sugerir que a administracdo, no decorrer de 14 dias
consecutivos, da Goma do Cajueiro ndo resulta em toxicidade sisttémica, mostrando-se
segura e bem tolerada em camundongos e viavel como um possivel composto com

propriedades de potencialidade terapéutica a DRGE, sobretudo a NERD.

Surgiu, entdo, o questionamento acerca da eficcia em tecido humano. Teria a
Goma do Cajueiro capacidade de interagir com a mucosa esofagica humana de modo que
pudesse proteger contra o ataque do material gastrico refluido? Uma vez que a mucosa
de murinos difere da mucosa de humanos em alguns aspectos histolégicos, isto €, a
mucosa de camundongos possui uma camada consideravel de queratina para além da
mucosa esofégica, enquanto nos humanos o tecido epitelial é caracterizado por ser
estratificado ndo queratinizado. Tal questionamento nos levou a utilizar uma abordagem
que mais se aproxima a clinica no que diz respeito a simulacdo de um episodio de refluxo,
ou seja, utilizamos um modelo que faz o uso de bidpsias esofagicas humanas para estudar
a repercussdo do acido contendo pepsina e sal biliar na RETE e permeabilidade

transepitelial.

Como mencionado anteriormente, é possivel que o alginato (usualmente
combinado com antiacidos) diminua os sintomas da DRGE e proteja momentaneamente
a mucosa esofagica por atenuar o bolséo acido, mas também por interagir com o epitélio
esofagico. Alginatos tém demonstrado potencial bioadesivo a parede do esdfago, uma
propriedade determinada pela longa cadeia polimérica e a presenca de grupamentos
ionizaveis em vez de unicamente ser uma substancia viscosa (BATCHELOR et al., 2002).
Corroborando com essa informacéo, estudos utilizando cultura de células epiteliais de
esdfago humano e biopsias esofagicas humanas realizado por Woodland e colaboradores
(2015) comprovaram que o uso de uma solugéo sob condigdes de viscosidade semelhante

86



a encontrada em alginato comercial (Gaviscon®) néo foi capaz de prevenir a queda da
RETE (WOODLAND et al., 2013; WOODLAND et al., 2015). Baseado nestes dados, o
uso do alginato tem sido utilizado como padrao ouro nesta abordagem de protecéo topica

utilizando a cAmara de Ussing.

As gomas naturais, assim como celulose e alginato, sdo polissacarideos. O que
difere uns dos outros quanto a estrutura, mais precisamente na configuracéo quimica, é a
forma como as unidades monoméricas sdo unidas. Essas unidades monomeéricas,
monossacarideos ou seus derivados, estdo ligados em uma variedade massiva (RIBEIRO
et al., 2016). Baseado em semelhangas aos alginatos, tais como natureza polimérica,
capacidade de adesividade, facil obtencéo e indicativo de protecdo a mucosa esofégica,
nosso grupo decidiu avaliar a capacidade de protecdo topica da Goma do Cajueiro em
biopsias esofagicas humanas. Como ja esperado, o alginato protegeu as bidpsias
submetidas a agressdo acida. De modo similar, diferentes concentracdes da Goma do
Cajueiro mostraram que a protecdo foi melhorando conforme a concentracdo do
biopolimero. Enguanto a concentragdo de 2,5% nao protegeu as bidpsias frente a solucéo
desafio (pH 2, contendo pepsina e TDCA) durante 30 minutos, as concentracfes de 5 e
10% protegeram as biopsias. Foi utilizada a concentracdo de 10% nos demais estudos,
pois sua protecdo teve inicio a partir do minuto 10, semelhante ao que ocorreu com o

alginato.

Sucralfato é um complexo de sulfato de aluminio e sacarose que se liga a mucosa
esofagica, particularmente em é&reas ulceradas (aderindo proteinas carregadas
positivamente na base da Ulcera), talvez protegendo contra a posterior difusdo de acidos,
pepsina e acidos biliares (SZABO, 1991). Dois estudos verificaram que o sucralfato
obteve resolucdo de pirose e cicatrizacdo de esofagite equivalente aos pacientes
submetidos ao uso de ARH: (ranitidina e cimetidina) (HAMEETEMAN et al., 1987;
SIMON, MUELLER, 1987). Embora seja Gtil no tratamento da DRGE, especialmente no
fenotipo de Esofagite Erosiva, o sucralfato ndo é uma terapia de suporte a pacientes com
NERD. Nossos resultados mostraram pela primeira vez que a aplicagdo topica de
sucralfato em bidpsias de esdfago humano nédo foi capaz de proteger a integridade da
mucosa, uma vez que a RETE teve uma queda substancial apds 30 min e 60 min de
exposicdo ao acido. Foi citado anteriormente um trabalho recente desenvolvido por
Woodland e colaboradores (2017) sobre a diferente da posicdo dos nervos aferentes da

mucosa esofagica. Os autores mostraram que pacientes com NERD possuem o0 nervo mais

87



préximo ao limen quando comparados com o grupo controle assintomatico para a DRGE
(WOODLAND et al., 2017). Nosso resultado encontrado pode explicar parcialmente
porque sucralfato ndo é uma droga mais recomendada para pacientes com NERD,
enguanto o alginato é. Uma vez que a droga promove um reforco extra na camada pre-

epitelial, o esdfago reconhece menos os episddios do refluxo.

Além da avaliacdo de 30 minutos, a Goma do Cajueiro pdde sustentar a protecédo
por até 1 hora de exposicéo a solucdo desafio, outra semelhanca também vista em bidpsias
cobertas com alginato. Esse tempo de protecdo representa uma translacdo nevréalgica da
atuacdo medicinal dos alginatos, 0 mesmo pode ocorrer com a Goma do Cajueiro, pois 0
efeito protetor da mucosa pode ser de potencial beneficio terapéutico em momentos onde

o refluxo é aumentado, por exemplo, no pds-prandial que dura cerca de 1 hora.

As alteracdes funcionais de barreira esofagica podem ainda ser avaliadas pela
permeabilidade de pequenas moléculas através da mucosa. A permeabilidade aumentada
pode ser explicada, em partes, pelas alteracdes morfoldgicas ocorridas na mucosa que é
repetidamente agredida pelo contetido gastrico. Pardon e colaboradores (2016) mostraram
que mesmo em condicdes fracamente acidas, semelhante ao que se observa em pacientes
sob uso de IBPs, a pepsina e sais biliares promovem danos tanto na superficie das células
epiteliais quanto em camadas mais profundas aumentando os EID (PARDON et al.,
2016). Outro estudo provou que tanto a funcdo de barreira do epitélio esofagico
(diminuicédo da RETE e aumento da permeabilidade transepitelial) quanto a expresséo de
proteinas do complexo juncional sdo prejudicadas pelo contetdo gastrico (CHEN et al.,
2012). Nossos resultados mostraram que solucdo acida contendo pepsina e TDCA
promoveu um aumento do influxo de fluoresceina, uma pequena molécula de 376 Da, na
mucosa esofdgica de pacientes. Por outro lado, a Goma do Cajueiro preveniu
parcialmente 0o aumento da permeabilidade transepitelial da fluoresceina nas bidpsias
esofagicas humanas. Vale ressaltar ainda que bidpsias ndo expostas a solucdo desafio,
porém, a uma solucdo neutra, tiveram a passagem de fluoresceina deveras inferior aquelas

desafiadas com acido.

A literatura traz informacdes que inferem possibilidade de interacdo quimica
elementos da composi¢do da Goma do Cajueiro com a mucosa esofégica. Antes de tudo,
a mucosa do esofago possui uma sutil camada de muco ndo tdo desenvolvido como no
estdmago, mas este padrdo de muco pode ser Gtil tanto na compreensao da fisiopatologia
da DRGE quanto no tratamento da doenca (ORLANDO, 2006; NIV, FASS, 2011). Um
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dos mecanismos sugeridos para a atividade protetora gastrintestinal de produtos de
natureza polimérica se deve a sua natureza anidnica e elevada capacidade de ligacéo a
residuos de aminoécidos de mucina, carregados positivamente, funcionando como
revestimento protetor (REES, 1991; SRIKANTA et al., 2007). Nesse sentido, nosso
trabalho levantou a hipotese de que os efeitos observados em bidpsias humanas séo
decorrentes de uma relagdo mucoadesiva entre a Goma do Cajueiro e aminoécidos de

mucina (transmembranar ou secretadas) ou ainda o prdprio epitélio superficial.

Conhecer a natureza quimica de uma substancia permite compreender ligacdes
quimicas tanto em abordagens in vivo, in vitro e in silico (ATANASOV et al., 2015). Um
estudo realizado em bidpsias esofagicas humanas, foi utilizado um alginato marcado com
um fluoréforo e analisado sob microscopia epifluorescente. O estudo mostrou que o
alginato promove uma ligacdo na superficie da mucosa esofagica mesmo apos a lavagem
e exposicdo a uma solucgdo acida por até 1 hora (WOODLAND et al., 2015). De maneira
semelhante, nosso estudo pdde recorrer ao recurso quimico de ligar aos grupamentos
carboxilas da Goma do Cajueiro a uma sonda fluorescente, o FITC, via exposicdo de
estruturas funcionais de aminas. Apos a dialise, a Goma do Cajueiro marcada com FITC
foi aplicada a mucosa esofagica de pacientes, a qual seguiu 0s mesmos 5 minutos de
contato, seguido da lavagem com solucéo de Krebs neutro e, por fim, expostas a solucéo
desafio. Nossos resultados mostraram que a Goma do Cajueiro adere fortemente a mucosa
esofagica, pois foi capaz de resistir por todas estas etapas acima citadas. Embora nossos
resultados mostrem que a espessura do biopolimero diminuiu apds 1 hora de lavagem
seguida da exposicao acida (comparados com as as bidpsias que foram lavadas por apenas

15 minutos) os dados de RETE mostraram que a protecao ainda é sustentada.

As limitacOes deste estudo devem ser consideradas. Em primeiro lugar, o modelo
é um modelo in vitro e, como tal, ndo é um verdadeiro reflexo de condigdes fisioldgicas.
Nas situacBes in vivo, a gravidade, a ingestdo de saliva e 0 muco podem atuar no
destacamento do alginato e da Goma do Cajueiro da mucosa esofagica. Para superar isso,
utilizamos uma técnica de lavagem relativamente vigorosa para garantir que o alginato
ndo aderisse a mucosa por causa da estatica no sistema. Também precisamos estar
conscientes de que o efeito sobre a integridade ndo se traduz necessariamente em um
efeito terapéutico in vivo. No entanto, sugere um potencial para uma abordagem de
tratamento promissor para o tratamento com DRGE com base na protecdo da mucosa

topica. Além disso, os metodos que relatamos podem ser a base para o rastreio de novos
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produtos semelhantes & Goma do Cajueiro e alginato para avaliar a aderéncia e os efeitos
protetores antes de se traduzirem para a situagéo in vivo. Entretanto, tomados juntos todos
os resultados obtidos neste estudo, podemos inferir que a Goma do Cajueiro € o primeiro
produto que demonstrou possuir atividade anti-inflamatdria seguida de protecdo topica
tanto em animais quanto em tecidos humanos. Em outras palavras, acreditamos que a
Goma do Cajueiro atua tanto prevenindo o acesso do conteido gastrico a parede esofagica
quanto tratando a resposta inflamatdria do epitélio.

Essa repercussédo terapéutica na mucosa esofagica parece ser um alvo atraente no
tratamento da DRGE, uma vez que, recentemente, Dunbar e colaboradores (2016)
mostraram que a inflamac&o na mucosa do esofago de pacientes pode ser o gatilho inicial
para 0 desenvolvimento da DRGE, pois mesmo sem presenca de lesdes macroscopicas,
este ambiente inflamado altera a arquitetura histologica do epitélio esofagico e aumenta
os niveis de proteinas inflamatérias, culminam no enfraquecimento da mucosa esofégica,
que por sua vez facilitam a infiltracdo do suco géastrico em camadas mais profundas da
mucosa do es6fago (DUNBAR et al., 2016). Embora haja convergéncia entre os conceitos
tradicional e alternativo acerca da DRGE no que diz respeito a resposta inflamatéria, ndo
existe até 0 momento um medicamento que tenha a mucosa do es6fago como alvo a ser
tratado de maneira a reduzir a resposta inflamatdria local. Consideramos que outros
estudos necessitam ser realizados para entender melhor os efeitos anti-inflamatorios da
Goma do Cajueiro, porém, o presente trabalho propde a Goma do Cajueiro como um
candidato a farmaco promissor no tratamento da DRGE e que pode diminuir a taxa de
refratariedade da doenga.

Em resumo, este estudo demonstra que tanto a aplicacdo oral em camundongos
quanto a aplicacdo topica da Goma do Cajueiro em es6fago humano pode atuar, in vivo e
in vitro, na protecdo da mucosa esofégica contra danos induzidos pelo &cido. Além disso,
a Goma do Cajueiro mostrou-se um produto seguro e bem tolerado. Juntos, os dados
indicam que a Goma do Cajueiro é um forte candidato a farmaco para o tratamento da
DRGE.
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8. CONCLUSOES

v A Goma do Cajueiro reduziu a resposta inflamatdria no eséfago de camundongos
com NERD por melhorar marcadores inflamatérios, tais como edema, infiltrado
neutrofilico no epitélio esofagico, atividade da MPO e niveis de KC;

v Aavaliacdo da integridade da mucosa esofagica no modelo de NERD demonstrou
que a Goma do Cajueiro melhorou os valores basais da Resisténcia Elétrica
Transepitelial (RETE);

v Observou-se neste estudo que a Goma do Cajueiro ndo apresentou efeitos toxicos
sistémicos em camundongos;

v' A queda da RETE frente ao desafio acido, associado a uma melhoria da
permeabilidade epitelial a fluoresceina foi mais um beneficio da Goma do
Cajueiro tanto no modelo pré-clinico de NERD quanto na translacédo clinica com
biopsias esofagicas humanas;

v Confirmou-se que a Goma do Cajueiro adere fortemente a mucosa esofagica
formando um escudo pré-epitelial diante da agressdo acida;

v" A goma possui um efeito anti-inflamatorio e preventivo no prejuizo da barreira
epitelial esofagica;

v’ Espera-se que estes resultados permitam o norteamento de uma nova intervencao
terapéutica na DRGE, especialmente aos pacientes com NERD. E tem-se a
perspectiva de testar a Goma do Cajueiro em pacientes com refluxo, e ainda

modificar o biopolimero que porventura venha melhorar este produto promissor.
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Universidade Federal do Ceara
Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Teéfilo
Cep: 60430-270 Fortaleza-CE

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “AVALIACAO DO POTENCIAL DE
UM BIOPOLIMERO EXTRAIDO DE ANACARDIUM OCCIDENTALE L., A GOMA DO
CAJUEIRO, NA PROTECAO DA INTEGRIDADE DA MUCOSA ESOFAGICA
ASSOCIADA AO REFLUXO GASTROESOFAGICO EXPERIMENTAL EM
CAMUNDONGOS.”, protocolo n° 123/2016, sob responsabilidade do Prof. Dr.
Marcellus Henrique Loiola Pontes de Souza, que envolve a produgdo, manutengdo
e/ou utilizagdo pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem),
para fins de pesquisa cientifica - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
n°11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal
(CONCEA) e foi adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacio Animal
(COBEA), foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFC) da

Universidade Federal do Cearia, em reunido de 30 de janeiro de 2017.

Vigéncia do projeto 01/07/2016 a 01/07/2018

Espécie/Linhagem Camundongo heterogénico S
wiss

N° de Animais 432

Peso/Idade 25-30g - 02 meses

Sexo Fémeas
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Goma do cajueiro pode ajudar a tratar
refluxo gastroesofagico

Descoberta fol possivel gragas a um modelo experimental capaz de mimetizar em
camundongos a forma mais prevalente da doenga

For Karina Toledo, da Agéncia Fapesp
@ 26jun 2017, 10051

: EEOE

Caju: resultados mostram que a goma do cajueiro reduziu o edema e a permeabilidade do tecido do eséfago
(Foto/Wikimedia Commons)

Agéncia M FAPESP NOTICAS ~ AGENDA  VIDEOS

Goma do cajueiro pode se tornar arma no tratamento
do refluxo gastroesofagico

23 de junho de 2017

00000

Karina Toledo, de Ribeirdo Preto | Agéncia FAPESP — Um
polimero extraido do caule do cajueiro (Anacardium occidentale) pode
se tornar uma importante ferramenta no tratamento da doenca do
refluxo gastroesofagico, condicéo que afeta cerca de 12% da
populacdo mundial, segundo experimentos conduzidos na
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Resultados da pesquisa foram apresentados por Marcellus

Souza, professor do Departamento de Medicina Clinica da UFC e ex-
bolsista de doutorado da FAPESP, durante o Third International
Symposium on Inflammatory Diseases (INFLAMMA ).

O evento foi realizado entre os dias 21 e 23 de junho, em Ribeirdo

> -4 \ X7 WA s s S
Preto, pelo Centro de Pesquisa em Doencas Inflamatorias (CRID) e Estudos feitos na UFC sugerem que, além de conferir protecdo topica
. i . polimero tem acdo anti-inflamatéria sobre a mucosa do eséfago
pela Sociedade Brasileira de Inflamacéo (SBIn) Resultados foram aoresentados em Ribeirdo Preto. durante o Third
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We certify that the paper number 8002 “Promissing Therapeutic Approach in GERD: Topical Protection to
Oesophageal Mucosa and Antiinflammatory Outcome of a Biopolymer in Mice and Human Biopsies” by Nicolau
LAD, Batista-Lima FJ, Santana AP, Sales TM, Oliveira TM, Medeiros JVR, Silva DA, Vale ML, Nobre-e-Souza MA, Santos
AA, Sifrim D, Souza MHP presented by Lucas A. D. Nicolau, was awarded with the 5th in the 2017 Edition of the José
Ribeiro do Valle Award, conferred annually by the Brazilian Society of Experimental Pharmacology and Therapeutics

(SBFTE) in partnership with Biolab Sanus Farmacéutica.
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Congress President FARMACEUTICA
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Publicacdo derivada deste projeto

Laryngoscope
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Topical Protection of Mice Laryngeal Mucosa Using
the Natural Product Cashew Gum

Aline A. Figueiredo, MD, PhD; Ana P. M. Santana, PhD; Lucas A. D. Nicolau, PhD;
Franeisco J. Batista-Lima, PhDD; Deysi V. T. Wong, PhD; Larizse T. Lucetti, PhD;
Gabriela L. P. Batista, MD; Natdlia A. Caminha, MD; Jand V. R. Medeiros, PhD;
Durcilene A. Silva, PhD; José R. 5. A. Leite, PhD; Arménio A. Santos, MD, PhD;

Pedro M. G. Soares, PhD; Daniel Sifrim, MD, PhD; Marcellus H. L. P. Souza, MD, PhD ©

Objectives/Hypothesis: Evaluate the effect of in vitro exposure of mice laryngeal mucosa to solutions that simulated
human gastric juice and to assess the topical protective effect of cashew gum on mice laryngeal mucosal integrity in vitro.

Study Design: Animal study.

Methods: Murine (Swiss) laryngeal samples were mounted in Ussing chambers. The luminal side of biopsies was exposed
to solutions of different acidity with or without pepsin andfor taurodeoxycholic acid (TDC). Transepithelial electrical resistance
[TER) was continuously recorded. The topical protective effect of cashew gum solution was evaluated by precoating the biopsies
before the exposure with a solution at pH 5 containing 5 mM TDC. Changes in TER and mucosal permeability to fluorescein were
measured.

Results: Exposure of laryngeal mucosa to acidic solutions containing pepsin and TDC provoked a pH-dependent drop in
TER with the maximal effect at pH 1, but still present at pH 5 (weakly acidic). The exposure of the laryngeal mucosa to a solution
of pH 5 with TDC, but not with pepsin, produced a dose-dependent decrease in TER. Precoating the mucosa with cashew gum
prevented the reduction of TER and increased transepithelial permeability by exposure to a solution at pH5 containing TDC.

Conclusions: Weakly acidic solutions containing bile acids can produce impairment of laryngeal epithelial barrier, which
may be protected by topical treatment with cashew gum.

Key Words: Larynx, reflux, basic research.

Level of Evidence: NA

Laryngoscope, 00:000-000, 2017
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