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RESUMO

GOMA DO CAJUEIRO (ANACARDIUM OCCIDENTALE L.) REDUZ A
INFLAMAGAO E DISFUNGAO PULMONAR SECUNDARIAS AO REFLUXO
GASTROESOFAGICO EM CAMUNDONGOS

A Doencga do Refluxo Gastresofagico (DRGE) é uma doenga cronica capaz de causar
sintomas extraesofagicos, afetando a vida do paciente. Além dos sintomas tipicos de
refluxo, pode levar a manifestagbes extraesofagicas como tosse crénica, laringite,
faringite, entre outros. O uso da terapia padrao para tratamento de refluxo ndo impede
o comprometimento pulmonar causado pelo refluxo e com isso necessita-se de novas
abordagens terapéuticas para melhora desses sintomas extraesofagicos. A Goma do
Cajueiro (GC) ja utilizada em modelo experimental de refluxo em camundongos e em
biépsia humanas de esé6fago com DRGE, poderia ser uma alternativa para tratamento
dessas manifestacdes extraesofagicas. Com isso, o presente estudo visou avaliar o
efeito da GC na inflamagcdo e disfungdo pulmonar secundarias ao refluxo
gastroesofagico (RGE) utilizando um modelo cirargico, que consiste em uma
subestenose pildrica e ligadura completa do fundo gastrico em camundongos Swiss
machos (30-35 g). Os grupos experimentais foram: | - grupo de controle Sham (falso
operados); grupo Il - RGE 28 dias e grupo Ill - RGE 28 dias + GC 10% (via gavagem).
No 28° dia da cirurgia foi realizado a técnica de espirometria nos animais e em seguida
foram eutanasiados para retirada do eséfago, para analise de peso umido e
mieloperoxidase (MPO), e pulmao a fim de mensurar a relagdo do peso umido/peso
seco, atividade da MPO e analise histopatologica. Apos 28 dias de cirurgia, houve
aumento do peso umido esofagico e da atividade da MPO (p < 0,05) nos animais
induzidos com RGE, enquanto o tratamento com a GC 10% reverteu esse processo
inflamatdrio, evidenciando reprodutibilidade do modelo cirdargico e melhora da
resposta inflamatéria em virtude do tratamento com a GC. No pulméo, houve aumento
da relagao peso umido/seco nos animais induzidos com RGE e da atividade da MPO,
evidenciando edema pulmonar e participagao da resposta inflamatéria se comparados
ao grupo Sham. Em contraste, os animais tratados com GC 10% tiveram redugao
significativa dos valores de peso umido/peso e de MPO no pulm&o se comparados
com o grupo operado (p < 0,05). Na histologia, houve alteragdes de resposta
inflamatoria (alveolite) nos animais com RGE, se comparados ao grupo Sham,
enquanto houve diminuicdo da alveolite nos animais tratados com GC 10%, se
comparados ao grupo RGE 28 dias (p < 0,05). Entretanto, a analise histopatolégica
em relacao a fibrose nao teve redugéo significativa no grupo tratado com GC 10%. Os
dados funcionais demonstraram reducéo da capacidade respiratoria dos animais com
RGE comparados com o grupo Sham, enquanto os animais tratados com GC 10%
tiveram melhora da fungao respiratéria (p < 0,05). Adicionalmente, a GC 10% n&o teve
efeito na inibicdo da atividade da pepsina in vitro. Através disso, € possivel evidenciar
que o uso da goma reduziu a inflamagéo pulmonar e melhorou os parametros
funcionais do pulmao nos camundongos com RGE experimental.

Palavras-chave: Anacardium occidentale. Inflamacdo. Pulmado. Refluxo

gastroesofagico.



ABSTRACT

CASHEW GUM (ANACARDIUM OCCIDENTALE L.) REDUCES INFLAMMATION
AND PULMONARY DYSFUNCTION SECONDARY TO GASTROESOPHAGEAL
REFLUX IN MICE

Gastroesophageal Reflux Disease (GERD) is a chronic disease capable of causing
extraesophageal symptoms, affecting the patient's life. In addition to the typical reflux
symptoms, it can lead to extraesophageal manifestations such as chronic cough,
laryngitis, pharyngitis, among others. The use of standard therapy to treat reflux does
not prevent the pulmonary impairment caused by reflux and therefore new therapeutic
approaches are needed to improve these extraesophageal symptoms. Cashew gum
(CG), which has already been used in an experimental reflux model in mice and in
human esophageal biopsies with GERD, could be an alternative for treating these
extraesophageal manifestations. With this in mind, the present study sought to
evaluate the effect of CG on inflammation and pulmonary dysfunction secondary to
gastroesophageal reflux (GER) using a surgical model consisting of pyloric
substenosis and complete ligation of the gastric fundus in male Swiss mice (30-35 g).
The experimental groups were: | - Sham control group (sham operated); group Il - 28-
day GER and group Il - 28-day GER + 10% CG (via gavage). On the 28th day after
surgery, spirometry was performed on the animals, after which they were euthanized
to remove the esophagus for analysis of wet weight and myeloperoxidase (MPO), and
the lungs in order to measure the wet weight/dry weight ratio, MPO activity and
histopathological analysis. After 28 days of surgery, there was an increase in
esophageal wet weight and MPO activity (p < 0.05) in the animals induced with GER,
while treatment with 10% CG reversed this inflammatory process, showing
reproducibility of the surgical model and improvement in the inflammatory response
due to treatment with CG. In the lungs, there was an increase in the wet/dry weight
ratio in the animals induced with GER and in MPO activity, showing pulmonary edema
and participation in the inflammatory response when compared to the Sham group. In
contrast, the animals treated with 10% CG had a significant reduction in wet/dry weight
and MPO values in the lung compared to the operated group (p < 0.05). Histologically,
there were changes in the inflammatory response (alveolitis) in the animals with GER
compared to the Sham group, while there was a reduction in alveolitis in the animals
treated with 10% CG compared to the 28-day GER group (p < 0.05). However, the
histopathological analysis of fibrosis did not show a significant reduction in the group
treated with 10% CG. Functional data showed a reduction in the respiratory capacity
of the animals with GER compared to the Sham group, while the animals treated with
10% CG had an improvement in respiratory function (p < 0.05). In addition, 10% CG
had no effect on inhibiting pepsin activity in vitro. This shows that the use of gum
reduced lung inflammation and improved lung functional parameters in mice with
experimental GER.

Keywords: Anacardium occidentale. Lung. Gastroesophageal reflux. Inflammation.
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1. INTRODUGAO

A DRGE é uma doenca cronica caracterizada pelo fluxo retrégrado do conteudo
gastrico para o eséfago e/ou 6rgdos adjacentes (Orlando, 2008). Estima-se que a
prevaléncia da DRGE no mundo é de 15% dos adultos, e encontram-se principalmente
nos paises da Europa Ocidental, América do Norte e do Sul (Costa et al., 2020; Hom;
Vaezi, 2013). Os principais sintomas séo pirose e regurgitacdo ocasionados pelo
contato prolongado dos componentes do refluxo com o epitélio esofagico (Antunes,
Curtis, 2019).

Além desses sintomas esofagicos a DRGE pode causar diversas
manifestagdes atipicas, devido ao refluxo chegar em 6rgdos adjacentes ao eséfago
que podem levar o paciente a desenvolver sintomas respiratérios como: sibilos, tosse
cronica, dispneia, bronquite, pneumonia e asma; manifestagdes otorrinolaringolégicas
como tosse, alteragdes na voz, faringite, laringite e otite; manifestagcdes odontoldgicas
como erosdes dentarias e gengivite; além de sintomas clinicos mais graves (Fraga;
Martins, 2012; Farrokhi; Vaezi, 2007; Ratier; Pizzichini; Pizzichini, 2011;).

As manifestagdes extraesofagicas podem ser causadas devido ao mecanismo
direto de agressao a mucosa esofagica, na qual o conteudo refluido para o esbéfago é
microaspirado para os pulmdes. Essa microaspiragao resulta em danos em outras
partes da via respiratéria, como faringe, laringe e traqueia, levando a inflamagéo e ao
aparecimento de sintomas atipicos. O segundo mecanismo baseia-se na Teoria do
Reflexo em que o conteudo refluido em contato com o esbéfago distal leva a
broncoconstricao por estimulagdo do nervo vago. Isso ocorre devido a inervagao
compartilhada entre a arvore brénquica e o es6fago com origem embrionaria comum
(Durazzo et al., 2020; Grandes et al., 2022).

Neste contexto, existe uma lacuna na fisiopatologia, pois ndo ha uma resposta
terapéutica totalmente eficaz para os sintomas extraesofagicos da DRGE, pois 0 uso
do tratamento padrdo com os Inibidores de Bomba de Prétons (IBP’s) ndo impede que
outros componentes lesivos do conteudo gastrico sejam refluidos para o eséfago e
orgaos adjacentes a ele, impactando a qualidade de vida dos pacientes (Gurski, et al.,
2006; Raghu et al., 2022). Entdo, & possivel observar que a terapia para
manifestagdes extraesofagicas é nitidamente menos satisfatéria.

Diante disso, o uso de produtos naturais tem se tornado cada vez mais atraente

como farmacoterapia alternativa aos tratamentos convencionais. Dentre esses esta a
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GC, um heteropolissacarideo obtido da casca do cajueiro (Anacardium occidentale
L.). Estudos experimentais com a GC mostraram que este biopolimero tem diversas
propriedades como a capacidade de ser anti-inflamatoria (Yamassaki et al., 2015),
antidiarreica (Araujo et al., 2015), gastroprotetora (Carvalho et al., 2015), protetora da
integridade da mucosa esofagica, bioadesividade e reducdo de paradmetros
inflamatorios (Nicolau et al., 2018), além de protegdo topica em laringe de
camundongos (Figueiredo et al., 2020). Embora existam achados relacionando a GC
e suas propriedades farmacoldgicas e curativas, sendo alguns desses correlatos a
DRGE, ainda ndo se tem estudos com sua eventual associacdo a doencas
pulmonares.

Diante do exposto, a finalidade deste trabalho foi avaliar, em modelo
experimental animal, o efeito da GC nos paréametros inflamatérios e funcionais no
pulmdo, a fim de verificar seu papel no mecanismo fisiopatolégico do refluxo

extraesofagico pulmonar, além de explorar sua agao na inibicado da pepsina.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1.DOENCA DO REFLUXO GASTROESOFAGICA

A DRGE ¢é uma afecgao crbnica caracterizada pelo fluxo retrégrado do
conteudo gastrico e/ou duodenal para as regides do esdfago e/ou 6rgaos adjacentes
a ele, levando a complicagcdes ou sintomas que acabam por afetar a vida diaria do
paciente. Os sintomas mais comuns sao pirose e regurgitagdo que ocorrem pelo
menos 1 vezes por semana (Fraga; Martins, 2012; Sararu et al.,2021). Além desses,
podem surgir sintomas extra-esofagicos como asma, tosse, dor toracica e rouquidao
(Antunes et al., 2023).

A DRGE pode se classificar tanto pelas caracteristicas endoscépicas como
pelos sinais e sintomas de refluxo em a) Doenga do Refluxo erosiva quando ocorre o
aparecimento de lesbes esofagicas com a presenca de sintomas; b) Doenga do
Refluxo ndo erosiva (NERD) quando inexistem lesbes no eséfago, porém existem
sintomas tipicos de refluxo e afeta cerca de 70% dos pacientes com DRGE; c) Es6fago
de Barrett quando ocorre a troca do epitélio escamoso do eséfago para um epitélio
colunar (Costa et al., 2020; Fraga; Martins, 2012).

2.1.1. Epidemiologia

A DRGE ¢é uma das doengas mais comuns do trato gastrointestinal superior
com fatores de risco que incluem obesidade, uso de anti-inflamatérios nao esteroides
(AINEs), alcool, tabagismo, fatores genéticos, entre outros. Além da correlagdo entre
idade, sexo e etnia. Essa doenca afeta significativamente a vida dos pacientes e esta
associado a consulta ambulatorial frequente (Zheng et al., 2021).

Em estudos foi demonstrado que a prevaléncia dos sintomas da DRGE varia
conforme a regido, método de coleta dos dados e critérios utilizados para avaliar. A
prevaléncia de sintomas global foi de 13,3%, 2,5% na China e de 51,2% Grécia.
Ocorrendo uma maior prevaléncia em individuos acima de 50 anos, fumantes,
usuarios de AINEs e obesos (Eusebi et al., 2018). A prevaléncia da DRGE se mostra
alta no Sul da Asia e Sudeste da Europa (25%) e mais baixa no Sudeste Asiatico,

Canada e Franca (10%), sendo raros os dados para a Africa. Nos Estados Unidos a
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prevaléncia de sintomas é estimada em cerca de 6% a 30% (Figura 1) (Richter;
Rubenstein, 2018).

No Brasil, estudos mostram a prevaléncia global de azia em 26,2% e de
regurgitacdo em 11% com as mulheres apresentando maior frequéncia desses
sintomas. O impacto autorrelatado desses sintomas no bem-estar dos individuos foi
apresentado como impacto grave em cerca de 9,8% dos individuos com azia e em
20,9% dos com regurgitagao (Moraes-Filho et al., 2021).

A prevaléncia da DRGE, em geral, € similar entre os grupos raciais, entretanto
pessoas brancas tem acometimento maior para complicagdes, esofagite erosiva e
adenocarcinoma de esbéfago, principalmente se associado a obesidade (Katzka;
Kahrilas, 2020). O refluxo tem se tornado cada vez mais comum com risco de ter
sintomas aumentando cada vez mais com a idade. A prevaléncia da DRGE é maior
em pessoas entre 35 e 59 anos, tendo as mulheres maior probabilidade de ter refluxo,

porém a esofagite € mais comum em homens (Taraszewska, 2021).

Figura 1. Prevaléncia mundial de sintomas da Doen¢a do Refluxo Gastroesofagico.
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Fonte: Zheng et al., 2021.
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2.1.2. Fisiopatologia

O conteudo refluido para o eséfago, como acido cloridrico, enzimas digestivas,
bile, restos de alimento e microbiota intestinal normal, leva a efeitos deletérios no
epitélio esofagico em virtude de sua composi¢cao, poténcia e tempo de exposigcao
(Sharma; Yadlapati, 2020). Nao somente o acido tem a capacidade de lesionar o
epitélio esofagico, como também a pepsina que é uma protease ativada em pH acido
e que leva a dano por meio da degradagédo protéica juncional, aumentando a
permeabilidade celular, permitindo a entrada de ions de hidrogénio téxicos e
deixando as células epiteliais escamosas do eséfago vulneraveis ao acido (SOUZA
et al., 2009).

A causa para o desenvolvimento da DRGE é multifatorial envolvendo os
mecanismos da barreira antirrefluxo, da depuragdo e resisténcia da mucosa do
esb6fago, além do esvaziamento e pressdo intragastricos. Além disso, fatores
comportamentais e emocionais podem contribuir para o refluxo patologico (Figura 2)
(Antunes et al., 2023; Fraga; Martins, 2012).

Um dos mecanismos para o desenvolvimento da DRGE ¢é a redugao do tonus
do esfincter esofagico inferior (EEI), um musculo liso mantido sobre contracao até que
haja abertura (relaxamento) para passagem do alimento do eséfago até o estébmago,
entretanto esse tonus pode ser afetado por alguns fatores como pressao intra-
abdominal aumentada e contragbes gastricas. O refluxo ocorre quando a presséo
intragastrica esta maior do que a pressao esofagica devido a pressao de repouso do
EEI esta baixa (Fraga; Martins, 2012; Zheng et al., 2021).

Um segundo mecanismo é o aumento dos relaxamentos transitérios do EEI que
contribuem para o fluxo retrogrado do conteudo gastrico para o esdfago. Esses
relaxamentos sdao um evento fisioldgico no qual a distensdo gastrica leva ao
relaxamento espontdneo do EEIl e do diafragma crural mediado pelo nervo vago,
permitindo a liberacdo de gases gastricos (Sharma; Yadlapati, 2020). Entretanto, os
pacientes com DRGE, durante os relaxamentos transitérios, apresentam refluxo de
fluidos gastricos/duodenal e ndo apenas gasoso como aconteceriam em pacientes
saudaveis (Zheng et al., 2021), sendo responsavel por cerca de 48 a 73% dos
sintomas de refluxo (Antunes et al., 2023).

Além da contribuicido da disfuncdo do EEIl para a DRGE, ha também a ineficacia

da juncado esofagogastrica (JEG) responsavel pela defesa das células esofagicas
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contra os componentes lesivos do suco gastrico e é composta por diversos
componentes que impedem o retorno constante do conteudo gastrico para o eséfago
formando uma espécie de bloqueio. Se houver comprometimento em algum desses
componentes de protecdo podem ocorrer danos a mucosa do eséfago, além de ser
um componente importante para manter a pressao no EEI, se estiver um baixo indice
contratil pode indicar uma barreira de antirefluxo prejudicada (Costa et al., 2020;
Katzka; Kahrilas, 2020).

A dismotilidade esofagica também pode ser associada a DRGE, pois esse
peristaltismo prejudicado pode aumentar o tempo de exposi¢cao do epitélio esofagico,
levando a alteragdes anormais nas fibras musculares esofagicas, nos nervos € no
microambiente. Isso acontece devido ao retardamento do transito esofagico,
prejudicando a depuragao do conteudo esofagico (refluxo), diminuindo a presséo do
EEIl e exacerbando ainda mais os sintomas de refluxo (Sharma; Yadlapati, 2020;
Zheng et al., 2021).

Além dos mecanismos ja mencionados anteriormente, a bolsa acida também
pode contribuir para os episddios de refluxo. Ela é caracterizada pela formacao de
camadas de acidos recém secretadas pos-prandial sobre o alimento ingerido, cerca
de 20 minutos apds essa ingestdao. O que acontece é que a bolsa acida facilita a
exposicao acida no esodfago distal durante os relaxamentos transitérios do EEI, além
de acabar por se tornar um reservatério para o refluxo pos-prandial (Katzka; Kahrilas,
2020).

Outro facilitador para o desenvolvimento da DRGE é a hérnia de hiato
caracterizada pela protusao do estbmago ou tecidos abdominais por meio do hiato
esofagico do diafragma causado principalmente pelo aumento da pressao
intragastrica. Isso acaba por separar o EEIl e o diafragma crural que sdo componentes
da JEC, reduzindo assim a capacidade da barreira anti-refluxo, afetando a depuracéao
esofagica, mudando o tamanho e reposicionando a bolsa acida, reduzindo a pressao
do EEI, desaparecimento do angulo de His e encurtamento do esb6fago, tudo isso
levando ao desenvolvimento de refluxo. (Katzka; Kahrilas, 2020; Zheng et al., 2021).

Outro fator que pode estar relacionada com a patogénese da DRGE ¢é a
obesidade, tendo em vista que o excesso de peso associado com a dieta pode levar
ao aparecimento ou agravamento da DRGE. O aumento de peso pode levar a
aumento da pressao intra-abdominal e desenvolvimento de hérnia de hiato, além da

dieta rica em gordura levar a diminuicdo do ténus do EEI, aumento dos relaxamentos
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transitorio, diminuicdo do esvaziamento gastrico e aumento da distensdo gastrica.
Todos esses fatores acabam por levar ao aparecimento do refluxo pés-prandial e
posteriormente ao desenvolvimento da DRGE (Biccas et al., 2009; Fraga; Martins,
2012).

Além disso, a DRGE pode estar associada a outras condigbes como Diabetes

Mellitus, Gravidez e sindrome de Zollinger-Ellison (Katzka; Kahrilas, 2020).

Figura 2. Fisiopatologia da doenca do refluxo gastroesofagico
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Fonte: adaptado de Zheng et al., 2021

2.1.3. Sintomas

A doenca do refluxo pode ser acompanhada de sinais e sintomas esofagicos
e/ou extraesofagicos. Os sintomas tipicos de refluxo sdo a pirose caracterizada pela
queimacgéo retroesternal e a regurgitagcado que € o retorno do conteudo gastrico até a
cavidade oral. Azia noturna também €& um sintoma comum que pode prejudicar o sono
do individuo (Richter; Rubenstein, 2018). Os sintomas atipicos de refluxo afetam
orgaos adjacentes ao es6fago e os mais comuns sao dor toracica, tosse cronica,
manifestagdes otorrinolaringoldgicas e respiratérias, faringite, laringite, erosdes

dentarias, dentre outros (Ratier; Pizzichini; Pizzichini, 2011).
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Apesar de levar raramente o paciente a 6bito, a DRGE pode alterar a qualidade
de vida do paciente, pois pode levar a outras complicagbes preocupantes como
sangramento, aspiragdo, pneumonia por aspiragao, ulceras, ruptura esofagica e
Eséfago de Barrett (Fraga; Martins, 2012; Katzka; Kahrilas, 2020).

2.1.4. Diagnéstico

Inicialmente a DRGE ¢ avaliada pelos sintomas tipicos de refluxo como pirose,
regurgitacdo e azia e/ou sintomas atipicos como dor no peito, tosse, asma, entre
outros. Além disso, um questionario pode ser aplicado para orientar o diagndéstico.
Caso o paciente ndo apresente sintomas alarmantes como anemia, sangramentos
gastrointestinais e disfagia, pode ser introduzido o uso de IBP’s que s&o a primeira
linha para tratamento de refluxo (Da Nébrega et al., 2023).

O primeiro exame a ser solicitado aos pacientes com suspeita de refluxo é a
endoscopia digestiva alta (EDA) para avaliar alguns aspectos como mucosa e hérnia
de hiato. E bastante utilizada devido a sua disponibilidade, seguranca, permitir retirada
de biopsias, potencial terapéutico e avaliagdo mais especifica dos achados
endoscopicos. Na auséncia de alteragdes na mucosa esofagica (erosoes, ulcera ou
Eséfago de Barrett) sdo considerados como endoscopia negativa ou portadores da
NERD (Fraga; Martins, 2012; Katzka; Kahrilas, 2020). Além disso, a EDA ¢ indicada
para pacientes que ainda permanecerem hiporresponsivos aos IBP’s e para pacientes
que apresentam sintomas alarmantes. Caso nada seja encontrado € sugerido realizar
o monitoramento do pH esofagico para obtengao de mais informagdes (Sararu et al.,
2021).

A pHmetria convencional é utilizada para o monitoramento do pH esofagico
quantificando a exposig¢ao do es6fago ao acido por 24 horas. Bastante utilizada para
pacientes refratarios ao tratamento com IBP’s, com sintomas atipicos, sem alteracbes
na endoscopia ou para pré-operatorios de cirurgia anti-refluxo. Esse exame permite
quantificar diretamente o tempo de exposicao ao acido e a frequéncia dos episodios
de refluxo. Apesar de ser muito utilizada, apresenta algumas contraindicagcdes como
pacientes com coagulopatias, uso de anticoagulantes, com ulceras gastricas, varizes
esofagicas, dentre outros (Domingues; Moraes-Filho, 2021; Sararu et al., 2021).

A Impedancia de pH Intraluminal Multicanal (Mll-pH) € uma ferramenta utilizada

para avaliar a fungao esofagica e auxiliar no diagnostico da DRGE. Através dela é
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possivel identificar a presenga de liquidos no eséfago por meio do registro de
movimentos anterdgrados (degluticdo) e retrogrados (refluxo) do es6fago. Com o
auxilio da Mll-pH pode-se identificar o tipo de bolo alimentar ao nivel esofagico, qual
tipo de refluxo, composicédo e a depuracdo esofagica. A partir dela consegue-se
verificar se o refluxo do paciente é acido (pH < 4), fracamente acido (pH 4-7) ou ndo
acido (pH > 7) (Domingues; Moraes-Filho, 2021; Henry, 2014).

A Manometria de impedancia de alta resolugdo com ou sem impedancia de pH
pode auxiliar no diagnostico do fenotipo da DRGE (Sararu et al.,2021) e detectar
anormalidades associadas como, por exemplo, hérnia hiatal ou deficiéncia de

peristaltismo (Katzka; Kahrilas, 2020).

2.1.5. Tratamento

O tratamento para DRGE busca o alivio sintomatico, minimizar lesbes e
prevencdo de maiores complicagdes causadas pelo conteudo gastrico refluido. A
forma de tratamento pode ser ndo farmacoldgica por medidas comportamentais no dia
a dia do paciente, como também o tratamento farmacolégico por meio de
medicamentos. Além disso, pode ser realizado o tratamento cirurgico (Fraga; Martins,
2012).

O tratamento ndo farmacoldgico é realizado por meio da adogdo de mudangas
no estilo de vida que evitem a exacerbac¢ao do refluxo, como, por exemplo: evitar
refeicbes copiosas, emagrecimento, cuidado com o uso de medicamentos de risco e
evitar deitar-se apos as refeicdes (Kroner et al., 2021). Além disso, evitar o consumo
de bebidas alcodlicas, tabagismo e alimentos desencadeadores dos sintomas de
refluxo (chocolate, café, condimentados, gordurosos, fritos) (Taraszewska, 2021).

Em relacéo ao tratamento farmacolégico pode ser utilizado algumas classes de
medicamentos como os antiacidos, alginatos, compostos de acao superficial, IBP’s,
antagonistas de histamina, procinéticos inibidores do refluxo e bloqueadores acidos
competitivos de potassio (PCABs). Nem sempre a produgéo de acido € um problema
no refluxo, entretanto a reducédo farmacoldgica dessa acidez é uma estratégia que
auxilia os pacientes com refluxo acido excessivo ou depuragao acida inadequada
(Katzka; Kahrilas, 2020).

O padrao ouro para tratamento da DRGE s&o os IBP’s que bloqueiam a bomba

de prétons (bomba H+K+ ATPase), via final da secrecao de acido, na membrana da
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célula parietal gastrica. A utilizacdo desses medicamentos pode reduzir em até 90%
0 acido, além de induzirem a secrecdo de muco e fluxo sanguineo na mucosa do
estbmago. Os principais representantes da classe sdo omeprazol, blansoprazom,
pantoprazol, rabeprazol e esomeprazol (Da Nobrega et al., 2023; Henry, 2014). Em
contrapartida, o tratamento com os IBP’s nem sempre € eficaz, levando a pacientes
refratarios que apresentam sintomas com resposta parciais ou ausente ao inibidor em
cerca de 25 a 42% dos individuos e tém regresséo da doenga do refluxo. A ineficacia
do IBP pode se da pelo refluxo ndo acido, esvaziamento gastrico prejudicado e
supressao acida inadequada (Azzam, 2018).

Os bloqueadores dos receptores de histamina (H2) atuam reduzindo o acido
gastrico, produzido por estimulo da histamina, por meio da ligagao reversivel aos
receptores de H2 nas células parietais do estdmago. Eles acabam por ser menos
potente que alguns farmacos para tratamento de refluxo, devido o acido gastrico
também ser estimulado pela gastrina e acetilcolina. Além disso, nao estao sendo mais
bem utilizados para o tratamento da esofagite de alto grau, visto que a redugao da
acidez, ndo necessariamente reduz outros multiplos sintomas clinicos de refluxo.
Alguns exemplos sao a ranitidina, cimetidina e nizatidina (Henry, 2014; Katzka;
Kahrilas, 2020).

O alginato é um polissacarideo natural que forma um gel viscoso quando em
contato com acido. Com isso, ele forma uma pelicula em volta da bolsa acida formada
no estdmago permitindo o deslocamento dela de forma distal e longe da JEC. O
diéxido de carbono (COz2) liberado pelo acido através do bicarbonato fica preso no gel
de baixa densidade do alginato e ajuda na flutuagdo do alginato até o conteudo
gastrico (Katzka; Kahrilas, 2020; Talley; Irani, 2020). Os antiacidos irdo neutralizar o
acido gastrico sem diminuir a producdo de acido, melhorando rapidamente os
sintomas de refluxo acido, entretanto tem baixa taxa de neutralizagao e curta duragéo
(Domingues; Moraes-Filho, 2021).

Outros tratamentos utilizados na DRGE s&o: a) os PCABs que inibem a
producdo de acido ligando-se de forma reversivel a bomba de prétons, sendo
aprovados recentemente em alguns paises como Coreia do Sul e Japao (Leowattana;
Leowattana, 2022); b) os agentes de acgao superficial como uma formulagao
bioadesiva de acido hialurénico-sulfato de condroitina que reduz o contato da mucosa
esofagica com o refluxato servindo como barreira (Katzka; Kahrilas, 2020); c) os

procinéticos atuam aumentando a motilidade esofagica ou o esvaziamento gastrico,
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melhorando assim a depuragdo de acido no esbdfago e reduzindo o refluxo. Os
procinéticos, em geral, sdo agonistas dos receptores tipo 4 para serotonina
(mosaprida) e antagonistas dos receptores tipo 2 de dopamina (metoclopramida),
porém nao € mais indicada a sua utilizagdo como tratamento para a DRGE em virtude
de sua toxicidade ao sistema nervoso central; d) os inibidores de refluxo funcionam
como agonistas dos receptores GABA inibindo consequentemente a via vagal dos
relaxamentos transitarios do EEI, sendo o Baclofeno o unico atualmente disponivel.
Contudo, por ter efeitos colaterais limitantes, sdo pouco utilizados na clinica (Da
Noébrega et al., 2023; Kroner et al., 2021).

Em alguns casos € indicado o tratamento cirurgico através da fundoplicatura de
Nissen para restaurar a normalidade da JEC. A técnica padrdo utilizada € uma
fundoplicatura laparoscopica para reduzir o hiato diafragmatico e reforcar o EEI. Se

houver hérnia de hiato também sera reduzida (Young et al., 2020).

2.2. MANIFESTACOES EXTRAESOFAGICAS DA DRGE

A DRGE pode apresentar alguns sintomas extraesoagicos em 6rgaos
adjacentes ao esbéfago que podem levar a simples sinais e sintomas como tosse e
alteragcdes na voz, além de manifestagdes clinicas mais graves como laringite,
faringite, asma, dor toracica n&o cardiaca, erosdes dentarias, dentre outros. Essas
manifestagdes atipicas podem acontecer mesmo sem sintomas esofagicos devido o
compartilhamento de vias neurais estimuladas pelo refluxo. Com isso, a DRGE tem
sido associada com a patogénese de doencgas respiratorias. Ademais, o grau e o
tempo de exposicado do epitélio extraesofagico aos componentes lesivos do refluxo
(acido, pepsina, sais biliares, restos alimentares, bile, enzimas pancreaticas) estao
relacionados com a gravidade da lesdo a mucosa (Grandes et al., 2022; Katzka;
Kahrilas, 2020).

Essas manifestagdes extraesofagicas relacionadas a DRGE sdo causadas
principalmente pelo contato do acido e da pepsina do conteudo gastrico com a mucosa
do esbfago, laringe, traqueia e pulmbes (Farrokhi; Vaezi, 2007). De todos os
componentes do refluxado, a pepsina tem se tornado cada vez mais relevante,
principalmente como método de diagndstico do refluxo, visto que leva a lesbes nas
mucosas e pode ser utilizada como biomarcador da presenca de refluxo nas vias

aéreas através das secregdes respiratorias, na qual estudos mostraram que a pepsina
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estava presente no lavado broncoalveolar em 88% dos pacientes e em 100% dos
pacientes com asma brénquica e DPOC (Pomairi et al., 2016).

A pepsina é majoritariamente um dos maiores vildes do refluxo sendo uma
protease ativada em pH acido, podendo ser microaspirada pelas vias aéreas. Quando
ocorre a microaspiragao do conteudo refluido para as vias aéreas pode ocorrer danos
na mucosa nao gastrica, devido a liberagao de mediadores pro-inflamatorios que irdo
induzir um processo inflamatério tecidual, além da diminuicdo do clareamento
pulmonar e contribuicdo para o desenvolvimento de infecgbes bacterianas. Além
disso, a exposicao das vias aéreas a pepsina pode levar a produgdo de macréfagos,
expressao de citocinas e receptores pré-inflamatdérios, inibir proteinas protetoras e
alterar a fungdo de barreira paracelular (Silva, 2014). A pepsina pode ainda levar a
alteracao na estrutura e fungdo do epitélio devido a degradagao proteica juncional, ou
seja, deplecdo da expressdao de proteinas protetoras, levando ao aumento da
permeabilidade celular permitindo a entrada de ions de hidrogénio toxicos e deixando
as células epiteliais do es6fago, laringe e pulméo vulneraveis ao acido (Souza et al.,
2009; Erickson; Sivasankar, 2010).

A prevaléncia de manifestagdes atipicas de refluxo é de cerca de 1/3 dos
pacientes com DRGE em que a dor toracica € mais comum (23,1%), os disturbios
pulmonares como bronquite (14%) e asma (9,3%) s&o a segunda maior queixa,
seguido de manifestagcbes como rouquiddo (14,8%) e sensagédo globosa (7%)
(Durazzo et al., 2020).

Existem duas teorias que relacionam a doenca do refluxo com manifestagdes
extraesofagicas, a primeiras delas € a Teoria Do Refluxo em que ocorre um
mecanismo direto de agressao a mucosa esofagica, na qual o conteudo refluido para
o es6fago € microaspirado para os pulmdes. Essa microaspiragao resulta em danos
em outras partes da via respiratéria, como faringe, laringe e traqueia, levando a
inflamacao e ao aparecimento de sintomas atipicos. O segundo mecanismo baseia-
se na Teoria do Reflexo em que o conteudo refluido em contato com o eséfago distal
leva a broncocontrigdo por estimulagado do nervo vago. Isso ocorre devido a inervagao
compartilhada entre a arvore brénquica e o eséfago que tem origem embrionaria
comum (Figura 3) (Durazzo et al., 2020; Grandes et al., 2022).
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Figura 3. Fisiopatologia das Manifestagdes Extraesofagicas.
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Fonte: adaptado de Griffiths; Nassar; Soubani, 2020.

O diagndstico e tratamento para as sindromes extraesofagicas é complicado
devido aos testes de refluxo serem pouco sensiveis para avaliar acido, pepsina e
outros componentes gastricos lesivos presentes em 6rgdo adjacentes ao esbéfago
(Katzka; Kahrilas, 2020).

2.2.1. Manifestagoes pulmonares da DRGE

A DRGE esta associada a diversas manifestacdes pulmonares, sendo as mais
variaveis envolvendo desde as vias aéreas superiores até o parénquima pulmonar,
afetando a qualidade de vida dos pacientes, além de associada a mortalidade se a
DRGE néo for controlada (Griffiths; Nassar; Soubani, 2020; Li et al., 2023). Algumas
dessas manifestagdes sdo a doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), asma,
tosse cronica, pneumonia, bronquite e fibrose pulmonar idiopatica, além de recentes
estudos sobre sua associagao com o cancer de pulmao (Gaude; Gajanan, 2009).

Essas sindromes pulmonares acontecem pela aspiracéo direta do conteudo
gastrico, seja por aspiragao grosseira, levando a condigbes agudas como pneumonia,
ou pela microaspiragao levando a tosse cronica, e através da broncoconstricdo
mediada pelos reflexos vagais (Griffiths; Nassar; Soubani, 2020). Os nociceptores
locais das vias aéreas levam a reflexos como tosse, broncoespasmo e secrec¢ao de
muco (Gaude; Gajanan, 2009). Além disso, ha associagao entre refluxo noturno e a

patogénese de manifestacbes extraesofagicas, pois durante o sono ocorrem
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alteragdes noturnas e os mecanismos protetores do esdfago e das estruturas
extraesofagicas estdo reduzidas, com isso ha maior probabilidade do conteudo
gastrico ser microaspirado pelas vias aéreas. Algumas dessas alteragdes sao retardo
do esvaziamento gastrico, enfraquecimento da barreira que impede refluxo,
depressao dos reflexos de degluticdo, aumento da produgéo de acido, entre outros.
Todas essas alteracbes acabam por favorecer que pacientes com refluxo noturno
tenham manifestac¢des respiratorias (Galmiche; Zerbib; Bruley, 2008).

Apesar do uso de IBP’s para o tratamento de manifestag¢des atipicas de refluxo,
ainda n&do se tem uma padronizagdo sobre a terapéutica desses sintomas
extraesofagicos. O uso de IBP’s para o tratamento de asma induzida por refluxo nao
demonstrou melhoras na fung¢ao pulmonar e nos escores dos sintomas de asma (Drug
et al., 2022).

2.2.1.1. Tosse cronica

A associagao entre DRGE e tosse cronica tem prevaléncia de cerca de 10-40%
em que pacientes com refluxo noturno demonstraram ter uma associagao maior com
sintomas respiratorios (Gaude; Gajanan, 2009). Diversos estudos, pela monitorizacéao
do pH esofagico, demonstraram a correlagao entre a tosse croénica e a DRGE, ja que
nos episddios de tosse quase todos apresentavam baixos niveis de pH (Galmiche;
Zerbib; Bruley, 2008). A associacdo entre DRGE e tosse cronica parece estar
relacionada com a motilidade esofagica ineficaz, pois ocorre comprometimento da
depuracao, reflexo vagal e por meio da microaspiragdo do conteudo gastrico para
arvore respiratoria. Além disso, estudos demonstraram que a estimulagao esofagica
distal com acido e pepsina poderia estimular vias eferentes da tosse (Durazzo et al.,
2020).

2.2.1.2. Asma

Pacientes com esofagite tem maiores chances de desenvolverem asma (4,6%),
além do préprio paciente asmatico ter maior probabilidade de ter refluxo. Alguns
fatores nos quais a asma contribui para o desenvolvimento de refluxo sdo a
hiperinsuflagdo pulmonar que prejudica o diafragma, a broncocostricdo que leva a

diferenca de pressao entre térax e abddmen e o uso de broncodilatadores que pode
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reduzir o tbnus do EEI (Gaude; Gajanan, 2009). Ja a DRGE pode servir como gatilho
para o desenvolvimento da asma mediante dois mecanismos, 0 primeiro pela
acidificagao do es6fago em que ocorre a estimulagcédo do nervo vago e broncoespasmo
pelo contato de refluxo acido com o esbfago, ja que a arvore traqueobrénquica e o
esb6fago tém a mesma origem embrionaria e compartilham inervagao autonémica pelo
vago (Ayres; Miles, 1996; Farrokhi; Vaezi, 2007). O segundo mecanismo se baseia na
microaspiragao de refluxo pelas vias aéreas, na qual o contato do conteudo refluido
leva a aumento da resisténcia das vias aéreas, podendo levar também a
hiperresponsividade das vias aéreas decorrente da perda da integridade da barreira
epitelial. Nao apenas o acido tem a capacidade de lesionar o epitélio respiratorio,
como também outros componentes gastricos como pepsina, tripsina, sais biliares,

bactérias e enzimas pancreaticas (Carvao, 2016; Ratier; Pizzichini; Pizzichini, 2011).

2.2.1.3 Fibrose pulmonar

O desenvolvimento de fibrose pulmonar idiopatica (FPI) associada a DRGE tem
prevaléncia de cerca de 60% com refluxo em geral assintomatico. A FPl também pode
levar ao desenvolvimento ou agravamento de refluxo por meio do aumento da pressao
toracica e reducgao da pressao do EEI, devido a complacéncia pulmonar diminuida (Li
et al., 2021). Esse mecanismo favorece diversos episédios de microaspiragédo que
ajudam a agravar a doenga pulmonar pelo remodelamento do parénquima (Ghisa et
al., 2019). A presenca de fibrose pulmonar resulta em espessamento dos alvéolos,
deposigao de colageno, expressao de diversos fatores indutores de fibrose e transi¢cao
epitelial-mesenquimal. Estudo demonstraram alta prevaléncia de niveis aumentados
de pepsina e sais biliares em pacientes com FPI e de refluxo acido nesses pacientes
se comparados com o grupo controle, além de dor toracica e motilidade esofagica
prejudicados (Bandeira et al., 2009; Meyer, 2015). Além disso, foi visto que pacientes
com fibrose pulmonar eram mais afetados pelo refluxo e hernia de hiato do que os

pacientes controles (Gurski, et al., 2006).
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2.3.PRODUTOS NATURAIS

Os produtos naturais tém estado em ascensdo nos ultimos tempos, sendo
utilizados como farmacoterapia alternativa aos tratamentos convencionais. Sendo
parte dos recursos naturais os polissacarideos tém tido aplicagcbes crescentes em
diversos estudos sobre seus efeitos hipolipemiantes (Jing et al., 2022), atividade
antitumoral com uso no tratamento do cancer colorretal (Zhou et al., 2023) e céncer
de pulmao (Wang et al., 2024), atividade antioxidante (Zhong et al., 2019), redugao da
obesidade (Chang, et al., 2015), atividade antidiabética (Seedevi et al., 2020) e anti-
inflamatadria (Cui, et al., 2019).

Os polissacarideos naturais sdo importantes polimeros de diversas origens
(animal, vegetal, fungos e bactérias) e com ampla utilidade em diversos setores, como
industrial, farmacéutica e alimenticia. Eles sdao bastante utilizados devido a sua
versatilidade, biocompatibilidade, biodegradaveis, facil extragao e baixo custo. Alguns
exemplos dessas macromoléculas naturais de interesse sdo o alginato, amido,
quitosana, dextrana, xantana, quitina, pectinas e as gomas (Amaral et al., 2022; Zhou
et al., 2023).

As gomas sé&o polissacarideos naturais que ocorrem em resposta a lesées no
caule ou condigdes desfavoraveis das plantas como mecanismo de defesa e tem se
destacado, podendo ter diversas utilidades como agentes gelificantes, emulsificantes,
espessantes, entre outros. Elas tém a capacidade de, quando em contato com a agua,
se ligar e formar solugbes viscosas (géis) que podem servir para encapsular
compostos ou, quando modificados, na produgdo de sistemas de liberacao de
farmacos, por exemplo. Além disso, sua baixa toxicidade, alta disponibilidade,
biodegradabilidade e baixo custo de produgéo tornam esses polimeros naturais um
produto em evidéncia atualmente. Elas sao classificadas de acordo com sua estrutura,
carga ibnica, formato do ramo, origem, comportamento gelificante e quimico, sendo
as mais conhecidas goma xantana, agar, arabica, alfarroba (Amaral et al., 2022;
Goswami; Naik, 2014).

2.3.1. Goma do Cajueiro

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) € uma arvore de grande porte podendo

atingir até 20 metros de altura, nativa da Venezuela e Brasil (Norte e Nordeste) e tem
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sido bastante utilizada para fins terapéuticos, além do seu fruto (castanha de caju) e
seu pseudofruto serem valiosos produtos econdémicos (Oliveira et al., 2020). A
etnofarmacologia do uso do cajueiro no Brasil tem sido empregada para fins
terapéuticos no tratamento de varias doencgas, principalmente doencas
gastrointestinais, inflamagdes cutaneas e tosses irritativas, por meio de preparagoes
orais a partir de diversos elementos do cajueiro (casca, entrecasca, liquido da
castanha, folhas, raizes e exsudato) (Agra et al., 2007; Morais et al., 2005). A partir
da incisdo na casca do cajueiro pode-se extrair o exsudato gomoso, produzido pelas
células epiteliais da planta em resposta a lesdo no seu cortex, de cor amarela ou
marrom-avermelhada (AMARAL et al., 2022; SILVA et al., 2021).

A GC é um heteropolissacarideo obtido do tronco do cajueiro, com énfase na
regido do Nordeste brasileiro (95% produc¢ao nacional) em especial no Piaui, Ceara e
Rio Grande do Norte (91% dos cajueiros brasileiros). Tem destaque a partir de 1990
com inumeras aplicagdes nas areas industriais, cientificas e farmacoldgicas (Amaral
et al., 2022). Além de sua alta disponibilidade, ela tem um excelente diferencial para
substituigdo da goma arabica devido a sua semelhanga e tendo em vista que a goma
arabica possui alto custo e problemas de importagao (Lima; Lima; Salis, 2022).

Para sua utilizagao precisa ser purificada, pois pode apresentar contaminagao
com residuos de casca da arvore, em um processo simples (Paula; Paula; Feitosa,
2018). A caracterizagao da GC apés ser purificada apresenta em sua composi¢ao -
D-galactose (72-73%), a-D-glicose (11-14%), arabinose (4—6,5%), ramnose (3,2—
4%), manose (1%) e acido glucurdnico (4,7-6,3%) (Figura 4) (De Paula; Healthy;
Budd, 1998).

Estudos experimentais com a GC mostraram que este biopolimero tem diversas
propriedades como a capacidade de ser anti-inflamatoria (Yamassaki et al., 2015),
antidiarreica (Araujo et al., 2015), gastroprotetora (Carvalho et al., 2015), protetora da
integridade da mucosa esofagica, bioadesividade e reducdo de parametros
inflamatorios (Nicolau et al., 2018), além de protegdo topica em laringe de
camundongos (Figueiredo et al., 2020). Embora existam achados relacionando a GC
e suas propriedades farmacoldgicas e curativas, sendo alguns desses
correlacionados a DRGE, ainda n&o se tem estudos com sua associagao a doencas

pulmonares.
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Figura 4. Estrutura e aplicagoes da Goma do Cajueiro.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da Goma do Cajueiro na inflamagédo e disfungdo pulmonar

secundarias ao refluxo gastroesofagico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar se a GC previne os aspectos inflamatérios por meio da relagao peso
umido/peso seco e analise da MPO no pulmdo de camundongos induzidos com
RGE experimental;

e Analisar as alteracdes histologicas (alveolite e fibrose) e o efeito da GC nestas

alteragdes no pulmao de camundongos induzidos com RGE experimental;

e Pesquisar a ocorréncia de alteracdes funcionais do pulmao, analisadas através da
técnica de espirometria, em camundongos induzidos com RGE experimental e
avaliar o efeito da GC neste evento;

e Avaliar o efeito da GC na atividade da pepsina.
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4. MATERIAS E METODOS

4.1 FARMACOS, REAGENTES E OUTROS MATERIAIS

e Acido Tricloroacético (Sigma®, Sao Paulo, Brasil)

e Balanca Mettler Toledo AL204

e Brometo de hexadecitrimetilaménio (Sigma®, St. Louis, MO, USA)
e Cetamina (Syntec®, Santana de Parnaiba, Brasil)

e Estufa ECB Linea (OLIDEF C2)

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

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

e Fio Cat Gut (Fortaleza Hospitalar ®, Fortaleza, Brasil)

e Goma do Cajueiro (Piaui).

e Hemoglobina bovina (Sigma®, St. Louis, MO, USA)

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

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

e Pepsina (Sigma®, Sao Paulo, Brasil)

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

e Perodxido de hidrogénio (Sigma®, St. Louis, MO, USA)

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

¢ Xilazina (Konig®, Mairinque, Brasil)

4.2 DESENHO DO ESTUDO

O presente trabalho trata-se de um estudo do tipo experimental no qual é
evidenciado pelo manuseio, administracdo de uma intervengcao e observacao de um
efeito sobre o desfecho da situagao. Este estudo trata-se de uma fase pré-clinica que
consiste na realizagao de testes laboratoriais, desenvolvimento de situagdes artificiais

e analise através da experimentacdo animal (Silveira; Nedell, 2016).
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4.3 LOCAL E PERIODO DO ESTUDO

O estudo experimental aconteceu no periodo de agosto de 2022 a junho de 2024,
no Laboratoério de Estudo da FisioFarmacologia Gastrintestinal (LEFFAG), localizado
no Centro de Biomedicina da Universidade Federal do Ceara (UFC) campus do
Porangabussu, que dispds de todos os insumos e ferramentas necessarias para que

o projeto fosse realizado.

4.4 ASPECTOS ETICOS

Todos os procedimentos experimentais realizados estavam conforme o guia de
cuidado em uso de animais de laboratério do National Institutes of Heath (Bethesda,
MD, USA), no qual os experimentos foram realizados apenas apds aprovagao pela
Comisséao de ética em uso de animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceara —
UFC sob n°® 4588251022.

4.5 EXTRACAO E PURIFICACAO DA GOMA DO CAJUEIRO

As amostras de GC foram gentilmente cedidas pela Dra. Durcilene Alves e pelo
Prof. Dr. Lucas Nicolau, sendo extraidas a partir do tronco da arvore de caju
(Anacardium occidentale L.) pelo Nucleo de Pesquisa em Biodiversidade e
Biotecnologia (BIOTEC), Parnaiba-Pl, Brasil., provenientes do municipio de llha
Grande de Santa Isabel, Piaui, Brasil. Os noédulos do caule livre de casca foram
selecionados e purificados adicionando agua destilada a temperatura ambiente
originando uma solugao 5% (p/v), sendo o pH ajustado para 7,0 pelo acréscimo de
NaOH. A solugéo foi filtrada e precipitada em etanol (Silva et al., 2009). A goma foi
purificada como um sal de sddio por meio do método ja descrito anteriormente (De

Paula, Santana, Rodrigues et al., 2001).
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4.6 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss machos com peso médio de 30 a 35
gramas, provenientes do Biotério Setorial — Professor Eduardo Torres do Campus
Porangabussu da Universidade Federal do Ceara — UFC. Os animais foram mantidos
em gaiolas adequadas acondicionadas em camaras de exaustao de ar e em ambiente
refrigerado por meio de ar-condicionado (22 + 2 °C) com luminosidade controlada
além de acesso a comida e agua ad libitum em um ciclo de 12h claro/12h escuro, e

enriquecimento ambiental nas gaiolas para melhor bem-estar dos animais.

4.7 PROCEDIMENTO CIRURGICO

O modelo cirurgico utilizado para indugdo da DRGE em camundongos foi
adaptado por Silva e colaboradores (2017), conforme demonstrado na figura 5, de um
modelo ja descrito por Omura e colaboradores (1999) (Omura et al., 1999). Os animais
passaram por um periodo de jejum de 12 horas, apos isso foram anestesiados com
uma solucao de Cetamina (100 mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg) por meio de uma injegao
intraperitoneal. Em seguida foi realizada uma laparotomia mediana para
externalizagdo do estbmago em que na parte do duodeno proximal, perto da regido
pilérica, foi realizada uma subestenose com um anel de silicone atoxico (cerca de 1,5
mm) para reduzir o esvaziamento gastrico. Na regido gastrica ndo- glandular (fundo
do estbmago) foi realizada uma ligadura com um fio de nylon 4,0 para evitar a
complacéncia gastrica. Os animais tiveram o abdémen fechado com uma sutura da
parede abdominal e da pele (Silva et al., 2017). Durante o periodo de 7 dias pés
cirurgicos foi ofertado solugao oral de glicose (dentro das mamadeiras de agua) para
reidratacdo dos animais. Apds 28 dias do procedimento cirurgico os animais foram
eutanasiados para retirada do es6éfago, para analise de peso umido e MPO, e pulméo
para as analises de peso umido/peso seco, atividade da MPO, histologia e
espirometria (Figura 5). A avaliagdo post mortem foi realizada para verificar a
integridade da indugao cirurgica. Os animais do grupo Sham foram tidos como falso
operados, na qual ocorre uma exposi¢cdo do estdmago para simular o procedimento
cirurgico, a fim de que todos os grupos passem pelas mesmas condigcoes

experimentais, evitando assim viés.
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4.8 TRATAMENTO

Os animais foram tratados durante 28 dias com uma solugdo de GC na
concentragao 10% (p/v) que foi diluida em agua destilada. O tratamento foi realizado
todos os dias 1x ao dia por via oral através da gavagem utilizando uma canula prépria
para camundongos. Com base em estudos prévios da literatura foi escolhido apenas
uma concentragdo de GC para o tratamento dos animais, no qual ja demonstrarou
reducao do processo inflamatério e reversao do dano na barreira epitelial esofagica e

laringea (Nicolau et al., 2018; Figueiredo et al., 2020).

Figura 5. Desenho do estudo e indugao do modelo de RGE experimental.
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Legenda: Indugdo do modelo cirirgico de RGE e duragao do tratamento. Camundongos Swiss machos
passaram 12 horas em jejum para indugdo do modelo cirirgico de RGE. Durante o pds-cirurgico os
animais tiveram acesso durante 7 dias a solugao oral de glicose e passaram 28 dias em tratamento
com GC 10%, todos os dias 1x ao dia. Ao final do periodo de 28 dias os animais foram eutanasiados e

tiveram amostras de es6fago e pulméo coletadas para analises. Fonte: préprio autor.
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4.9 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos conforme os periodos de pds-operatdrio em:

* Grupo controle: falso operado (Sham);
* RGE 28° dia;

+ RGE 28° dia + Goma do Cajueiro 10%.

4.10 AVALIACAO DO PESO UMIDO ESOFAGICO

No final do periodo pos-operatorio os animais foram anestesiados e
eutanasiados para coleta de es6fago. O peso umido serve como indicador de edema,
um marcador inflamatdrio, e foi inferido pela medida e pesagem (mg/cm) do eséfago
(Balanca Mettler Toledo AL204) (Silva et al., 2017).

4.11 AVALIAGAO DE PESO UMIDO/PESO SECO PULMONAR

A relacdo peso umido/peso seco foi utilizado como um indice de edema
pulmonar, caracteristica clinica da inflamacgao, calculado pela quantidade de agua
extravascular. Ao final do periodo pds-operatorio os animais foram anestesiados e
eutanasiados para retirada do pulméao esquerdo que foi pesado e colocado 24 horas
na estufa a 60 °C para dessecacgao e apos esse periodo foi pesado novamente. Os
resultados foram expressos em (mg/mg) de pulmé&o através da razdo entre peso
umido/seco (Ni, et al., 2010).

4.12 AVALIAGAO HISTOLOGICA

As amostras do pulmao foram retiradas e fixadas em formol a 10% até o

momento da analise. Posteriormente foram embebidas em parafina e cortadas em
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segOes de 5 mm, por método ja padronizado, e corados com hematoxilina e eosina
para analise de alveolite e PicroSirius Red para analise de fibrose. Foram avaliados
no pulmido as alteragdes de alveolite (edema alveolar, infitrado de PMN e
espessamento alveolar) analisada pela atribuicdo de Score de 0 a 3 (0= ausente, 1=
menos do que 15% de células envolvidas, 2 = de 15 a 35% das células envolvidas, e
3= mais do que 35% de células envolvidas) (Gultekin et al., 2007). Além disso, foi
avaliada a fibrose do parénquima pulmonar (Score: 0 — auséncia de fibrose; 1 — 20%
do pulmao; 2 — 20-50% do pulmao, 3 - > de 50% do pulmao) (Liu et al., 2020). Os
dados foram avaliados sob microscopia, em um estudo cego por um patologista que

desconhece a distribuicdo dos grupos experimentais.

4.13 AVALIACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA MIELOPEROXIDASE

As amostras de tecido do pulmao foram retiradas e maceradas com tampao de
fosfato de potassio com 0,5% de brometo de hexadecitrimetilaménio (HTAB; pH 6,0)
para obtencdo de um homogenato a 10%. Em seguida, o homogeneizado foi
centrifugado a 5.000 rpm a 4°C por 5 minutos, apds esse periodo o sobrenadante
removido para analise. A avaliagédo da atividade da MPO foi feita por meio da utilizagédo
de perodxido de hidrogénio a 5% que serve como substrato para a enzima. Com isso,
a atividade da MPO foi aferida pela adigao de o-dianosidina que se transforma em um
composto de cor marrom amarelada apds a formacéo de anions superéxidos através
da degradacao do peroxido de hidrogénio (Bradley et al., 1982). Os resultados foram

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

4.14 ESPIROMETRIA

Para analise funcional do pulmao foi realizado uma espirometria na qual mede
a quantidade (volume) e a velocidade (fluxo) de ar inspirado ou expirado dos pulmdes
por meio de diversos parametros respiratérios. Os animais foram anestesiados
(Tribromo 100 mg/kg) por via intraperitoneal, traqueostomizados e colocados em um
espirdmetro para pequenos animais (AD Instruments®, Sidney, Australia) conectado
a uma interface A/D (PowerLab®) onde ficaram por 10 minutos. Os animais

respiravam espontaneamente por um tubo de traqueotomia para registrar os
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parametros de fluxo respiratério e volume minuto. Os dados foram obtidos e

analisados por meio do software LabChart® (Guenther et al., 2010).

4.15 ENSAIO IN VITRO DE PEPSINA

O efeito da GC na atividade da pepsina foi determinado por meio do método
descrito por Zhang e colaboradores (2020) que consiste em um ensaio in vitro que
simula a atividade proteolitica da pepsina utilizando a hemoglobina como substrato
para a reacao. Para o desenvolvimento do ensaio nao foram utilizados nenhum tipo
de tecido (animal ou humano), apenas GC em diversas concentragdes, hemoglobina
e pepsina. Foi utilizado hemoglobina bovina (2%, pH 2,0) em um tubo para ser pré-
aquecido por 5 minutos a 37°C. Em seguida foi adicionado 0,1ml da solugao digestiva
(tampao fosfato de potassio pH 3,8, 0,3 mg/ml de pepsina, concentragdes de GC 1%,
3%, 10% e 30% ou Pepstatina 0,3mg). A solugdo com os respectivos tratamentos foi
encubada a 37°C por 30 minutos, em seguida 1ml de TCA 5% foi adicionado e
centrifugado por 5 minutos a 10.000rmp. Apds isso, o sobrenadante foi retirado e
pipetado em uma placa de 96 pogos para leitura em espectrofotometro a 290nm
(Zhang et al., 2020).

4.16 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada utilizando o teste de normalidade Shapiro-Wilk.
Apos andlise de normalidade foi realizado o teste analise de variancia (ANOVA),
seguido do pés teste de Bunferroni para analise paramétrica. Os scores histologicos
foram avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de comparagao multipla
de Dunn’s.para dados nao paramétricos. Os resultados foram expressos como média
+ E.P.M (variaveis com distribuicdo normal) ou como mediana £ minimo e maximo
(variaveis sem distribuicdo normal), sendo a diferenga significamente estatistica p <
0,05. Todos os dados foram analisados com o auxilio do software estatistico
GraphPad Prism 8.0 ®.
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5. RESULTADOS

5.1 GOMA DO CAJUEIRO ATENUA INFLAMAGAO ESOFAGICA INDUZIDA PELO
RGE EXPERIMENTAL

Os animais induzidos com o RGE experimental, no 28° dia pés cirurgia,
apresentaram aumento de peso umido (16,13 + 0,69 mg/cm) se comparado com o
grupo Sham (11,53 £ 0,64 mg/cm) (p < 0,05). Enquanto isso, os animais tratados com
GC 10% demonstraram reducao significativo do edema (13,07 £ 0,58 mg/cm), quando
comparados com o grupo RGE (p < 0,05), como demonstrado no grafico 1A.

A avaliagao da inflamacéao esofagica através da atividade da MPO demonstrou
aumento significativo (p < 0,05) dessa enzima no grupo RGE 28 dias (7,118 + 0,66
U/mg de tecido), quando comparado ao Sham (3,249 + 0,51 U/mg de tecido), ja o
grupo tratado com GC 10% teve redugao desse processo inflamatério (4,892 + 0,58

U/mg de tecido) se comparado com o grupo operado (p < 0,05) (grafico 1B).

Grafico 1. Peso umido e atividade da MPO do es6fago no modelo experimental de Refluxo

Gastroesofagico em camundongos.
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Legenda. O peso umido (A) e a atividade da MPO (B) do esbéfago foram medidos no grupo Sham,
grupo RGE experimental 28 dias e GC 10% ap06s a cirurgia. Os resultados s&o expressos como a média
* erro padrdo da média, n = 6 por grupo. * P < 0,05 vs. Sham; # P < 0,05 vs. grupo RGE 28 dias. (Foi

usado o teste de Shapiro-Wilk, posteriormente ANOVA seguido de Bonferroni).

52 GOMA DO CAJUEIRO DIMINUIU PARAMETROS INFLAMATORIOS
PULMONARES

Com relacao a inflamagao pulmonar observou-se que os animais do grupo RGE
28 dias tiveram aumento (p < 0,05) da relagdo peso umido/peso seco (6,474 + 0,49
mg/mg) quando comparados aos animais do grupo Sham (4,898 + 0,10 mg/cm).
Enquanto isso, o tratamento com GC 10% reduziu o edema pulmonar (4,933 + 0,37
mg/mg), quando comparados com o grupo RGE (p < 0,05), como demonstrado no
grafico 2A.

Em relacédo a atividade da MPO foi demonstrado aumento significativo (p <
0,05) no grupo RGE (16,42 + 1,45 U/mg de tecido), comparado com o grupo Sham
(3,912 + 0,58 U/mg de tecido) e o tratamento com GC 10% diminuiu o aspecto
infamatdrio referente a atividade da MPO (10,55 + 2,29 U/mg de tecido), quando

comparado com o grupo operado (p < 0,05) (grafico 2B).

Grafico 2. Efeito da GC 10% na relagado peso umido/peso seco e na atividade da MPO no pulméao

de camundongos com RGE.
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Legenda. A relacao peso umido/peso seco (A) e a atividade da MPO (B) do pulm&o foram medidos no
grupo Sham, grupo RGE experimental 28 dias e GC 10% ap0ds a cirurgia. Os resultados sdo expressos
como a média * erro padrdo da média, n = 6 por grupo. * P < 0,05 vs. Sham; # P < 0,05 vs. grupo RGE

28 dias. (Foi usado o teste de Shapiro-Wilk, posteriormente ANOVA seguido de Bonferroni).
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53 GOMA DO CAJUEIRO DIMINUIU A ALVEOLITE PULMONAR EM
CAMUNDONGOS

Os escores histologicos (grafico 3) mostram que os animais do grupo RGE 28
dias apresentaram alteragdes microscopicas pulmonares significativa (p < 0,05) de
resposta inflamatoéria (2 [2-3]), ao comparar com o grupo Sham (0 [0-1]). Enquanto
isso, o tratamento com GC 10% reduziu a porcentagem de alveolite instalada no
pulmdo (0,5 [2-3]). As alteragbes sao caracterizadas por infiltrado de

polimorfonucleares, como demonstrado na figura 6.

Grafico 3. Escores de alveolite no modelo experimental de Refluxo Gastroesofagico em

camundongos tratados com GC 10%.
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Legenda. A alveolite foi presente no grupo RGE 28 dias, enquanto o tratamento com GC 10% reduziu
a porcentagem de alveolite. Os resultados s&o expressos como a mediana, n = 4-5 por grupo. * P <
0,05 vs. Sham; # P < 0,05 vs. grupo RGE 28 dias (Foi usado o teste Kruskal-Wallis seguido pelo teste

de Dunn’s).
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Figura 6. Fotomicrografias do pulméao de camundongos induzidos com a RGE tratados com GC
10%.

Legenda. Animais do grupo Sham demonstraram arquitetura normal do pulmao (A). Animais do grupo
RGE 28 dias apresentaram alteragdes microscépicas no pulméao (B). Grupo tratado com GC 10%
tiveram redugcdo da porcentagem de alveolite (C). Seta vermelha aponta para polimorfonucleares.
Painéis A — C (100x).
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54 GOMA DO CAJUEIRO NAO REVERTE A FIBROSE PULMONAR EM
CAMUNDONGOS COM RGE EXPERIMENTAL

Os escores histologicos de fibrose demonstraram alteragées microscépicas (p
< 0,05) no grupo RGE 28 dias (2 [2-3]), quando comparados com o grupo Sham (0 [0-
1]). Ja no grupo tratado com GC 10% néo houve reducéo na porcentagem de fibrose,

se comparado ao grupo operado, como demonstrado no grafico 4 e figura 7.

Grafico 4. Escores de fibrose em camundongos com RGE tratados com GC 10%.
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Legenda. A fibrose foi presente no grupo RGE 28 dias, enquanto o tratamento com GC 10% né&o
reverteu a porcentagem de fibrose pulmonar. Os resultados séo expressos como a mediana, n = 4-5
por grupo. * P < 0,05 vs. Sham; # P < 0,05 vs. grupo RGE 28 dias (Foi usado o teste Kruskal-Wallis

seguido pelo teste de Dunn’s).
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Figura 7. Fotomicrografias do pulmado com fibrose de camundongos induzidos com a RGE
tratados com GC 10%.

Legenda. Animais do grupo Sham ndo demonstraram fibrose no pulmao (A). Animais do grupo RGE
28 dias apresentaram alteragdes estruturais (fibrose) no pulméo (B). Grupo tratado com GC 10% houve

redugao parcial da fibrose pulmonar (C). Seta preta aponta para fibrose. Painéis A — C (100x).
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5.5 GOMA DO CAJUEIRO PRESERVA PARAMETROS FUNCIONAIS NO PULMAO

Com o intuito de avaliar os parametros funcionais do pulméao foi realizado a
espirometria, através da andlise dos parametros de fluxo expiratério (grafico 5A) e
volume minuto (grafico 5B). Foi observado que o grupo RGE 28 dias teve reducéo (p
< 0,05) do fluxo expiratério (0,0121 £ 0,0012 L/seg) e volume minuto (86,33 + 11,95
mL/min), se comparados com os animais do grupo Sham (0,0158+ L/seg e 134,1 £
1,439 mL/min respectivamente). No entanto, os animais tratados com GC 10% tiveram
melhoras (p < 0,05) dos parametros funcionais de fluxo expiratério (0,0161 + 0,0004

L/seg) e volume minuto (145,3 £ 3,537 mL/min).

Grafico 5. Efeito da GC 10% na fungao pulmonar de camundongos com RGE experimental.
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Legenda. Fluxo expiratério(A) e Volume Minuto (B) foram submetidos a espirometria os grupos Sham,
grupo RGE experimental 28 dias e GC 10% apds a cirurgia. Os resultados sdo expressos como a média
* erro padrdo da média, n = 6 por grupo. * P < 0,05 vs. Sham; # P < 0,05 vs. grupo RGE 28 dias (Foi

usado o teste de Shapiro-Wilk, posteriormente ANOVA seguido de Bonferroni).

5.6 EFEITO DA GOMA DO CAJUEIRO NA PEPSINA IN VITRO

O efeito da GC na pepsina foi realizado por experimento in vitro que demonstrou
que a GC nao tem efeito na inibigdo da atividade péptica em nenhuma concentragéo
utilizada. Hemoglobina foi utilizada como controle e teve 100% de consumo, na qual
expressa que nao obteve nenhuma inibicdo da atividade da pepsina. Em contraste, a
Pepstatina 0,3mg, utilizada como controle positivo, teve inibicao de 99,75% (p < 0,05)
da atividade péptica demonstrada pelo ndo consumo da hemoglobina, porém as
concentracdes de GC 1%, 3%, 10% e 30% néo tiveram efeito na reducao da atividade

da pepsina.

Grafico 6. Efeito da GC na atividade digestiva da pepsina in vitro.
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Legenda. Efeito da GC na atividade da pepsina. Hemoglobina como controle. As concentra¢des da GC
utilizada foram 1%, 3%, 10% e 30%. Concentragéo de Pepstatina utilizada de 0,3mg como comparativo
inibidor. Os resultados sdo expressos como porcentagem, * P < 0,05 vs. Hemoglobina + pepsina 0,3mg

(Foi usado o teste de Shapiro-Wilk, posteriormente ANOVA seguido de Bonferroni).
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6. DISCUSSAO

Na pratica clinica é observado que pacientes com disfuncdo pulmonar
associada a DRGE tem a presenca de asma, fibrose, tosse crénica e bronquite
(Durazzo, et al., 2020). Neste contexto, existe uma lacuna na fisiopatologia, para
melhor compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos no estabelecimento
dos sintomas, assim como nas abordagens farmacoldgicas, pois inexiste uma terapia
totalmente eficaz para melhorar a qualidade de vida desses pacientes (Raghu et al.,
2022). No presente estudo, a partir do modelo experimental de alteragées pulmonares
na DRGE, foi demonstrado que a GC reduz aspectos inflamatérios esofagicos e
pulmonares através da redugdo de edema e niveis da MPO. Além disso,
especificamente no pulmao, mostrou reduzir também a presencga de infiltrado de
células inflamatdrias (alveolite) e preservar a resposta funcional pulmonar nos animais
com RGE 28 dias. Por fim, a GC nao reverteu a fibrose pulmonar e nao demonstrou
ter efeito na inibicdo de pepsina.

Os modelos experimentais surgem como ferramenta valiosa para elucidar os
processos envolvidos nos disturbios extraesofagicos associados a DRGE. Nosso
estudo utilizou um modelo animal de indugdo da RGE experimental padronizado por
Silva e colaboradores (2017), no qual consiste em subestenose pilérica para reduzir o
esvaziamento gastrico e ligadura no fundo gastrico para evitar a complacéncia. Esse
modelo ja demonstrou ter eficacia na avaliagdo da inflamacao, além da integridade
esofagica e laringea. (Silva et al., 2017; Figueiredo et al., 2020). Mais recentemente
foi possivel avaliar as alteragdes pulmonares secundarias a RGE, como visto por
Sales e colaboradores (2022) que neste modelo ha a presenga de refluxo no pulmao
levando a danos pulmonares como inflamagao, fibrose, aumento da atividade oxidante
e da reatividade traqueal, além de ter demonstrado a auséncia de sais biliares e
enzimas pancreaticas no eséfago e pulméao utilizando um quelante de sal biliar (Sales
et al., 2022). Deste modo, acredita-se que o refluxo cirirgico nos animais leva a
microaspiragdo do conteudo gastrico para as vias aéreas causando disfungao
pulmonar.

Nossos primeiros resultados, demonstraram haver reprodutibilidade do modelo
utilizado, por meio da analise de peso umido e atividade da MPO, nos animais

submetidos a cirurgia de indugcédo do refluxo, operados e sacrificados ao 28° dia.
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Houve estabelecimento do edema esofagico e processo inflamatoério pelo aumento da
atividade da MPO no es6fago. Como demonstrado por Sales e colaboradores (2022),
foi observado que apds no 28° dia de cirurgia houve estabelecimento do processo
inflamatorio, levando a crer no modelo crénico de refluxo (Sales et al., 2022).

No intuito de atenuar a inflamacao esofagica, nosso grupo utilizou a GC 10%
como possivel agente terapéutico. A GC é um heteropolissacarideo obtido da casca
do cajueiro (Anacardium occidentale L.) que tem tido destaque a partir de 1990 com
inumeras aplicagdes nas areas industriais, cientificas e farmacologicas (Amaral et al.,
2022). Além disso, propriedades como atoxica, hidrofilica, biocompativel e
biodegradavel tem torna a GC cada vez mais atraente para seu uso biotecnoldgico,
farmacoloégico e industrial (Cunha et al., 2020).

Diversos estudos experimentais com este biopolimero demonstraram suas
propriedades farmacoldgicas. O uso de GC em modelo experimental de mucosite
intestinal revelou sua capacidade de atenuar processo inflamatério, reduzir estresse
oxidativo e prevenir alteragdes histopatologicas no intestino de ratos (Miranda et al.,
2019). Além de redugéo da inflamacgao e protecéo da integridade da mucosa esofagica
(Nicolau et al., 2018) e protecao tdpica da laringe (Figueiredo et al., 2018). O uso
desse polissacarideo demonstrou ainda ter efeito gastroprotetora (Carvalho et al.,
2015), antidiarreica (Araujo et al., 2015) e na modulagao de macréfagos peritoneais
(Yamassaki et al., 2015).

Diante disso, nossos dados demonstraram que a GC reverteu o processo
inflamatoério esofagico. Com isso, foi possivel observar que a GC 10% reduziu os
parametros de peso umido, medida indireta de edema, e atividade da MPO como
marcador inflamatorio esofagico. O uso de polissacarideos esta sendo amplamente
utilizado em diversas pesquisas, como o Alginato que revelou ter efeito preventivo na
esofagite grave induzida por radiagao em pacientes com cancer pulmonar (Ninomiya
et al., 2017). Semelhante ao nosso trabalho, estudos da literatura mostraram que a
GC 10% em biopsias de es6fago de pacientes com NERD, reverteu a queda de
parametros de integridade da mucosa esofagica (resisténcia e permeabilidade),
protegendo assim o epitélio. Em modelo animal, a GC também reverteu o dano
esofagico, pela redugcado de peso umido e atividade da MPO, melhorou aspectos de
integridade da mucosa e reduziu os niveis da citocina KC (quimioatraente de

queratinécitos) (Nicolau, et al., 2019), além de ter demonstrado redugéo da inflamagéao
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e do comprometimento da integridade da mucosa laringea em camundongos com
RGE tratados com GC (Figueiredo et al., 2020).

Além de todas as caracteristicas ja citadas, a GC demonstrou ter atividade de
protecdo topica em bidpsias humanas de pacientes com esofagite erosiva e de
camundongos com NERD, ndo toxicidade em camundongos e muco-aderéncia por
até 1 hora (Nicolau et al., 2018). A utilizacdo de um biofilme proveniente da GC
combinada para o tratamento de feridas revelou ter sido eficaz em reduzir a atividade
de metalo proteinases e prevenir infeccdo (Moreira et al., 2015). O uso de outro
biopolimero, o alginato, demonstrou minimizar a difusdo de acido e pepsina, servindo
como bandagens esofagicas bioadesivas (Tang; Dettmar; Batchelor, 2005) e como
revestimento pulmonar, selando o tecido danificado em células mesoteliais cultivadas
com adesivos de hidrogel de alginato (Fenn; Charron; Floreani, 2017). A partir do
exposto, acreditamos que a GC possa ser a responsavel pela melhora dos parametros
esofagicos, especialmente pela sua bioadesividade.

A utilizacdo de IBP’s para supressdao acida no estdmago sdo um dos
medicamentos mais eficazes para a terapéutica da DRGE, e por consequéncia,
reduzem a acidez gastrica. Entretanto, a utilizagdo da medicacédo padrdao para
tratamento de refluxo ndo impede que os pacientes tenham refluxo ndo acido,
aspiracao gastrica e possivel comprometimento pulmonar causada pelo refluxo
(Carvéo, 2016). Cerca de 40% dos pacientes com DRGE em tratamento com IBP, tem
alivio parcial ou nenhum alivio dos sintomas de refluxo. O uso dessa terapia em
pacientes asmaticos nao demonstrou ter eficacia na melhora de sintomas e da fungao
pulmonar, portanto ndao ha uma abordagem terapéutica totalmente eficaz para
disturbios extraesofaficas associados a DRGE (Drug et al., 2022). Com isso, é
possivel observar que a terapia base na DRGE extraesofagica é pouco eficaz e diante
disso, sugere-se que a GC, devido as suas caracteristicas, possa atenuar danos
pulmonares.

Subsequentemente, nosso estudo buscou avaliar a capacidade de protecéo da
GC em relacao disfuncado pulmonar associada ao RGE. Foi possivel observar que os
animais do grupo RGE 28 dias apresentaram niveis mais elevados da relagao peso
umido/peso seco e da atividade da MPO quando comparados com o grupo Sham. Em
contraste, o grupo tratado com GC 10% teve redugéo desses parametros inflamatérios
pulmonares. A presenca de inflamagcdo no pulmdo confirma a hipdtese de

microaspiragao do conteudo gastrico para o pulmao, como bem demonstrado em
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estudos de modelo crbénico de refluxo relacionado a disfungdo pulmonar, no qual
houve aumento da atividade inflamatéria e oxidante pulmonar e aumento da
reatividade traqueal em animais com camundongos com RGE (Sales et al., 2022),
além de aumento de inflamagédo e comprometimento da mucosa laringea decorrente
do refluxo em modelo animal (Sales et al., 2024).

A ocorréncia de lesdo pulmonar esta associada a exacerbacao da inflamacao
pela transcricdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias que levam ao
recrutamento de neutrofilos para o pulm&o (Mcintyre et al., 2000). Essa cascata
inflamatdria leva a acumulo de células, fiborose e edema pulmonar, no qual esses
parametros frequentemente levam a insuficiéncia respiratéria aguda. A lesdao no
epitélio alveolar apresenta edema decorrente do desequilibrio na reabsorcdo de
liquido alveolar, perturbando assim a integridade da barreira alveolar ou as vias de
transporte de ions (Sartori; Matthay, 2002). Em modelo de lesdo pulmonar aguda por
LPS em camundongos foi observado a aumento na propor¢ao de peso umido/peso
seco do pulmao nos animais induzidos com LPS, evidenciando processo inflamatorio
pulmonar (Ni et al., 2010) e o uso do alginato reduziu dano histoldgico, relagao peso
umido/peso seco, citocinas pré-inflamatdrias, permeabilidade, acimulo de neutréfilos
e sinalizagao de NF-kB no pulm&o de camundongos com lesao pulmonar induzida por
LPS (Zhao et al., 2019). A partir do exposto, acreditamos que a propor¢ao de peso
umido/peso seco no pulmao esta relacionada com o edema pulmonar, estando
envolvido no processo de inflamacéao e disfungédo no pulméo. Além disso, o uso da GC
pode ter atenuado a inflamagao pulmonar.

O uso do alginato, composto isolado de algas marrons, tem sido utilizado em
diversas pesquisas pelas suas caracteristicas como protecdo a mucosa,
bioadesividade e inibicdo da secregdo de pepsina (Daigo et al., 1981; Poynard;
Vernisse; Agostini, 1998; Dettmar; Sykes; Bryan, 2006). Através do exposto,
acreditamos que a GC, um heteropolissacarideo, tenha sido a responsavel pela
melhora dos parametros pulmonares nos animais com refluxo. Dados da literatura vao
de encontro com nosso resultado, em modelo cirdrgico de indugao de refluxo em
camundongos, o uso da GC e do alginato na laringe atenuou parametros inflamatérios
e dano a mucosa laringea em camundongos com RGE (Figueiredo et al., 2020).

Em relacédo aos dados histopatolégicos foi possivel observar comprometimento
do pulmao em cerca de 15 a 35% (alveolite) nos animais RGE 28 dias, enquanto o

grupo tratado com a GC 10% teve redugdo da porcentagem de alveolite. Ja no
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processo de fibrose foi observado comprometimento pulmonar de cerca de 20% no
grupo RGE, entretanto o uso da GC 10% n&o reverteu esse processo. Dados da
literatura vao de encontro com nossos resultados em que estudos demonstram a
presenca de polimorfonucleares no processo inflamatério pulmonar, aumento de
citocinas pré-inflamatérias, além de indice elevado de alveolite e fibrose pulmonar nos
camundongos com refluxo (Sales et al., 2022). Adicionalmente, LI e colaboradores
(2021) demonstraram que, em modelo de ligadura duodenal no refluxo e na fibrose
pulmonar induzida por bleomicina em ratos, o grupo com refluxo 28° dia teve infiltrado
de células inflamatéria, deposicdo de fibras colagenas e expressao de fator de
crescimento transformador 1 (TGFB1), colageno | e Il (Li et al., 2021).

O uso de biopolimeros na atenuagdo de parametros histolégicos tem sido
demonstrada por diversos estudos. No modelo de lesao pulmonar por LPS, o uso do
alginato reverteu parametros histoldgicos pulmonares, bem como a permeabilidade
capilar alveolar e reduziu o acumulo de neutrdfilos através da regulagdo negativa da
secrecdo exagerada de quimiocinas (Zhao et al., 2019). J& em modelo de lesdes
gastrointestinais induzidas por naproxeno, o pré-tratamento com a GC reduziu danos
microscopicos no intestino de ratos, além de inibir a inflamacéao, processo oxidante e
aumentar o muco aderente (Carvalho et al., 2015).

A fibrose pulmonar ocorre pela transformagdao do epitélio pulmonar em
miofibroblastos e formag¢ao de matriz extracelular, levando a uma “cicatriz” progressiva
e permanente no pulmao (Chen et al., 2019). Alguns biopolimeros demonstraram sua
atividade de atenuar a fibrose pulmonar suprimindo a conversao de células epiteliais
alveolares em miofibroblastos, inibigdo de colageno | e fibronectina (Chen et al., 2018),
inibindo a ativacado da via de sinalizacdo de TGFB1-Smad2/3 (Ahn et al., 2011) e
regulando o processo fibrogénico induzido por TGF-1 em modelos in vivo e in vitro
(Wang et al. 2019). Apesar dos achados na literatura, em nossos dados o uso da GC
nao atenuou o processo fibrético, e com isso acreditamos que a restauracdo da
arquitetura normal do pulm&o nao ocorre completamente no modelo crénico, devido a
inflamacao extensa e dano continuo que acarreta a formacéao de tecido cicatricial
(Rieder et al., 2010) associado a somente uma aplicagdo diaria durante 28 dias do
protocolo experimental. Semelhante ao nosso trabalho, estudos em camundongos
com RGE extraesofagico também nao tiveram reversao da fibrose pulmonar com o
uso do inibidor de pepsina, Pepstatina, devido a sua volatilidade e meia vida curta

(Sales et al., 2022). Apesar da capacidade de polissacarideos terem atividade anti-
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fibrética, ainda ndo ha uma compreensao abrangente sobre os mecanismos deste
processo. Com isso, 0 uso dos produtos naturais no mecanismo da fibrose ainda é
limitado.

A microaspiracdo do refluxado entra em contato com o esdfago proximal,
laringe e atinge o trato respiratério inferior levando os componentes gastricos, como
acidos e enzimas, a essas regides causando uma agressao a barreira mucosa
respiratoria (Carvao et al., 2016). Dados da literatura mostram que a DRGE leva a
microaspiragao do conteudo refluido podendo levar a lesdes pulmonares e alteragdes
na reatividade das vias aéreas, na qual a exposicdao ao acido pode levar a
broncoconstricao e hiperreatividade da traqueia, devido a liberagao de neuropeptideos
(Kanikadan et al., 2008), além de que a partir dessa microaspiragao, tendo como
marcador a pepsina gastrica, Krishnan (2020) demonstrou que ha presenga de refluxo
gastrico na traqueia pela medigao dos niveis de pepsinogénio em aspirados traqueais
de pacientes pediatricos, como também a presenca de diversas citocinas e
quimiocinas nesses aspirados demonstraram aumento no perfil inflamatério traqueal
(Krishnan et al., 2020).

As alteragdes funcionais nos camundongos com RGE experimental foram
avaliadas pela espirometria. Os parametros de fluxo expiratério e volume minuto foram
reduzidos nos animais com refluxo no 28° dia, em contraste o grupo tratado com GC
10% tiveram reversao dos parametros funcionais no pulmao. De forma semelhante,
foi visto que os animais com RGE tiveram reduc¢ao do fluxo respiratorio e volume por
minuto no pulméo e hiperreatividade traqueal em que o efeito deletério do conteudo
gastrico aspirado leva a alteragdes como a liberagdo de mediadores broncoativos que
danificam o pulmao e reduzem sua capacidade respiratoria (Sales et al., 2022). Em
modelo de camundongos com fibrose induzida por bleomicina, tiveram redugédo dos
parametros de expiragado forcada, volume respiratério, capacidade na forga total e
fluxo expiratorio (Devos et al., 2017). Esses dados sugerem que, em nosso modelo
de RGE, ocorre comprometimento na funcdo pulmonar que pode ser atribuida aos
componentes lesivos do conteudo gastrico refluido para o es6fago e microaspirado
para o pulmao.

Tendo em vista a hiporresponsividade ao tratamento com o IBP além da
presenca de refluxo ndo acido e o poder lesivo dos componentes gastricos refluidos
durante o refluxo, em especial a pepsina, e para avaliar um possivel mecanismo de

acao da GC na reducéao da inflamacgao e do comprometimento pulmonar associados



59

ao refluxo foi realizado um ensaio in vitro para avaliar o efeito da GC na inibigdo da
atividade da pepsina. Diferentes concentracées de GC (1%, 3%, 10% e 30%) nédo
tiveram efeito em relacéo a reducao da atividade péptica no ensaio, demonstrada pelo
consumo da hemoglobina (substrato para atividade a pepsina), em comparagédo com
o grupo controle (hemoglobina + pepsina 0,3mg). Além disso, o uso da Pepstatina,
um inibidor seletivo de pepsina, foi usado como controle positivo e mostrou inibigao
quase total da pepsina (99,75%). Avaliando o efeito de polissacarideos sulfatados na
digestdo de DNA pela pepsina, Zhang e colaboradores (2020) demonstraram que
esses poderiam inibir a atividade digestiva da pepsina de acidos nucleicos e que a
presenca de grupos sulfato nesses polissacarideos teriam maior capacidade de
inibicdo péptica (Zhang et al., 2020). A partir disso, supomos que a néo presenga de
grupos sulfatos na estrutura da GC possa ser um dos responsaveis em partes pela
nao inibigao da atividade péptica.

A partir do exposto, acreditamos que seu mecanismo de ag&o no tratamento do
refluxo extraesofagico pulmonar também nao seja por inibicdo acida, como bem
demonstrado por Carvalho e colaboradores (2015), no qual o uso de GC néo
demonstrou ter efeitos na redugdo do pH gastrico, volume e total da acidez em
camundongos (Carvalho et al., 2015). Nossos dados podem ser explicados por um
possivel mecanismo da GC que por ser um polissacarideo grande, devido a seu alto
peso molecular, € improvavel de ser absorvido para acdo de forma sistémica e por
nao inibir pepsina e/ou acidez gastrica nos leva a hipotetizar que, além de seu
mecanismo esbfago protetor que poderia se estender a longo prazo, reduz a
frequéncia do refluxo, pela formacédo de uma camada protetora no conteudo gastrico
e/ou espessar o conteudo gastrico evitando seu retorno para o esbdfago, e por
consequéncia a microaspiracado pulmonar, levando também a uma reducido da
inflamacao e disfungao no pulmao.

Zentilin e colaboradores (2004) mostraram que o uso do alginato de sédio forma
uma barreira fisica impedindo que o conteudo gastrico seja refluido para o eséfago.
Quando o alginato entra em contato com o acido gastrico ele precipita e forma um gel
viscoso em volta ou acima do conteudo gastrico prevenindo/reduzindo os episodios
de refluxo por até 60 minutos nos pacientes avaliados (Zentilin et al., 2004).
Semelhante ao alginato, conjecturamos que a GC poderia ser movida
temporariamente do estdbmago para o es6fago, ocupando assim o lumen esofagico,

durante os episddios de refluxo o que melhoraria ndo apenas a mucosa esofagica,
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mas teria efeito benéfico na redugao de refluxo para as vias aéreas. Estudos em
pacientes com refluxo associados a asma e tosse crénica tratados com alginato
revelaram melhora nos sintomas respiratorios e da tosse em 50 a 70% dos individuos
(Ramon et al., 1985). Com base nisto, acreditamos que a GC tenha a capacidade de
reduzir a migracao do refluxato ndo somente para o estfago, através de sua
propriedade bioadesivas, mas também para érgaos extraesofagicos como o pulméo.

Estudos da literatura utilizaram a concentragédo da GC a 10% (Nicolau et al.,
2018; Figueiredo et al., 2020;), entdo visando a redugdo do uso excessivo de animais
e levando em consideragcdo a taxa de mortalidade do modelo, optamos por utilizar
uma concentracao de GC ja descrita na literatura.

As limitagdes do estudo devem ser consideradas. Em primeiro lugar, trata-se
de um estudo experimental com limitagdes para inferéncia do ponto de vista clinico. A
utilizagdo de camundongos swiss n&o é a espécie mais adequada para trabalhar com
inflamacao pulmonar, e sim os camundongos albinos Balb/c, por ter uma resposta
inflamatoria mais especifica (Th2). Como ja demonstrado, o conteudo aspirado para
esbfago e pulmdes nos camundongos n&o apresenta sais biliares em sua composigéao
e por isso, nao representa todo o conteudo gastrico, acarretando nao retratar o refluxo
gastrico de forma completa. A utilizacdo somente de dose alvo da GC ja encontrada
na literatura pode ser um fator limitante. A nao utilizagdo de um tratamento padrao
para refluxo utilizado na clinica, pois ja foi demonstrado a n&o eficacia no modelo
estudado. Por fim, o estudo dos mecanismos pelos quais a GC age no pulm&o néo
foram completamente elucidados.

Diante dos dados apresentados, sdo necessarias novas pesquisas para
elucidar o papel da GC como terapéutica para disfuncdo pulmonar secundaria a
DRGE através das analises de citocinas inflamatérias, contratilidade traqueal,
investigar melhor os mecanismos de fibrose e avaliar outros polissacarideos na
repercussao pulmonar do refluxo. Adicionalmente sdo necessarios mais estudos para
investigar e caracterizar melhor os mecanismos fisiopatologicos pelos quais a GC

melhora os parametros pulmonares em associagao com a DRGE.
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7. CONCLUSAO

A GC reverteu parametros inflamatoérios esofagicos pela redugdo do peso

umido e MPO em camundongos com RGE;

e A GC reduziu aspectos inflamatorios pulmonares de camundongos com RGE
experimental através da reducao de relagao peso umido/peso seco e atividade
da MPO;

e A GC reduziu os niveis de alveolite, mas nao a fibrose, no pulmao dos
camundongos induzidos com RGE;

e Aavaliagdo da GC nas alteragdes funcionais do pulmao dos camundongos com

RGE, através da espirometria, demonstrou reversdao do comprometimento

funcional do pulmao;

¢ A GC demonstrou nao ter efeito na inibicdo da atividade da pepsina.
Figura 8. Modelo hipotético com base nos achados do estudo.

Conteldo gastrico refluido
e microaspira¢do pulmonar

o Inibicdo do refluxo
e microaspiragao

Goma do Cajueiro

Estomago

Legenda: Modelo hipotético. GC com capacidade bioadesiva ao epitélio esofagico impede que o
conteudo gastrico lesione a mucosa do eséfago. No estdbmago a GC forma uma barreira protetora que
ajuda a prevenir o refluxo do conteudo gastrico para o es6fago e consequentemente microaspiragéo

pulmonar. Fonte: proprio autor.
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