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RESUMO
A Doenca do Refluxo Gastroesofagico (DRGE), € uma manifestacéo clinica cronica.
O seu desenvolvimento € multifatorial, com respostas inflamatorias mediadas por
citocinas. Estudos recentes mostraram que a modulagdo do H2S possui um efeito
protetor com reducao de citocinas envolvidas na fisiopatologia da DRGE e que pode
atuar na hipoxia via HIF2-a. Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a via
H2S/CSE/ HIF-2a, associado a inflamacéo esofagica e alteragdo da integridade da
mucosa na doenca do refluxo gastresofagico. Para isso, a DRGE foi induzida
cirurgicamente em camundongos Swiss. Os animais foram divididos nos seguintes
grupos: Sham, Operado, D-Cis, L-cys, Antagonista CSE + L-cisteina; Antagonista da
CBS + L-cisteina. Os animais foram eutanasiados apés 3 dias do inicio do
experimento. O esb6fago foi coletado para avaliagdo do peso umido, mieloperoxidase
(MPO), quimiocina derivada de queratindcitos (KC), resisténcia elétrica transepitelial
(TER), permeabilidade basal a fluoresceina, expressdo da CSE e HIF-2a na mucosa
esofagica. A pesquisa também foi realizada com biopsias de pacientes (humanos)
com DRGE que foram coletadas no Hospital Universitario Walter Cantidio, que
possuiam a forma erosiva ou ndo-erosiva. A partir dos métodos utilizados, os
resultados demonstraram que a modulacéo farmacolégica da via L-cisteina/CSE/H2S
preveniu a inflamacdo esofagica e o comprometimento da integridade da mucosa
esofagica associada ao modelo de DRGE. O modelo de DRGE mostrou a
superexpressao de CSE e HIF2-a, que foram revertidas pelo tratamento com L-
cisteina. Observou-se uma diferenca significativa na TER dos pacientes com erosao
guando comparada a pacientes com esofagite ndo erosiva. Além disso, houve um
aumento significativo nos niveis de citocinas pré-inflamatorias e da expressao de CSE
e HIF2-a quando comparados aos pacientes sem erosao. Através dos resultados
obtidos no referido estudo, pode-se concluir que, a modulacdo da via L-
cisteina/CSE/H2S tem um papel critico na inflamacdo esofagica e no
comprometimento da barreira mucosa no modelo de DRGE e também em pacientes
com DRGE .Tomados em conjunto pode-se inferir que o H2S tem um efeito protetor

no refluxo gastroesofagico, por um downregulation do HIF-2 a.

Palavras-chave: Refluxo gastresofagico. Citocinas. Sulfeto de Hidrogénio. Hipodxia.



H2S/CSE/HIF-2a AXIS ANALYSIS IN GASTRESOPHAGEAL REFLUX DISEASE:
ESOPHAGEAL MUCOSAL INFLAMMATION AND INTEGRITY ASSESSMENT.
ABSTRACT
Gastroesophageal Reflux Disease (GERD) is a chronic clinical manifestation. Its
development is multifactorial, with inflammatory responses mediated by cytokines.
Recent studies have shown that H2S modulation has a protective effect with the
reduction of cytokines involved in the pathophysiology of GERD and that it can act on
hypoxia via HIF2-a. Therefore, the aim of the present study was to evaluate the
H2S/CSE/HIF-2a pathway, associated with esophageal inflammation and changes in
mucosal integrity in gastroesophageal reflux disease. For this, GERD was surgically
induced in Swiss mice using a modification of the method described by Silva et al.,
2017. The animals were divided into the following groups: Sham, Operated, D-Cis, L-
cys, CSE Antagonist + L- cysteine; CBS antagonist + L-cysteine. The animals were
euthanized 3 days after the start of the experiment. The esophagus was collected for
evaluation of wet weight, myeloperoxidase (MPO), keratinocyte-derived chemokine
(KC), transepithelial electrical resistance (TER), basal fluorescein permeability, CSE
and HIF-2a expression in the esophageal mucosa. The research was also carried out
with biopsies of patients (humans) with GERD that were collected at the Hospital
Universitario Walter Cantidio, which had the erosive or non-erosive form. From the
methods used, the results demonstrated that the pharmacological modulation of the L-
cysteine/CSE/H2S pathway prevented esophageal inflammation and the impairment
of the integrity of the esophageal mucosa associated with the GERD model. The GERD
model showed overexpression of CSE and HIF2-a, which were reversed by treatment
with L-cysteine. There was a significant difference in the ERT of patients with erosion
when compared to patients with non-erosive esophagitis. Furthermore, there was a
significant increase in the levels of pro-inflammatory cytokines and in the expression
of CSE and HIF2-a when compared to patients without erosion. Through the results
obtained in that study, it can be concluded that the modulation of the L-
cysteine/CSE/H2S pathway has a critical role in esophageal inflammation and in the
impairment of the mucosal barrier in the GERD model and also in patients with GERD.
together, it can be inferred that H2S has a protective effect on gastroesophageal reflux,
by downregulating HIF-2 a.
Keywords: Gastroesophageal reflux. Cytokines. Hydrogen Sulfide. hypoxia.
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1. INTRODUCAO

A DRGE é uma manifestacdo clinica crénica, com prevaléncia mundial
significativa, podendo afetar por volta de 10-20% da populacdo. Essa desordem se
caracteriza, principalmente, pelo alto fluxo retrégrado do conteudo gastrico e
duodenal, no qual este € constituido por &cido cloridrico, pepsina, acidos biliares,
dentre outros. Acredita-se que, esse conteudo, proveniente do refluxo, seja o
precursor dos sinais e sintomas associados a regido esofagica (FASS, R., OFMAN,
2002; FASS et al., 2021).Além disso, a DRGE pode ser classificada com base na
presenca ou auséncia de sintomas tipicos ou atipicos relacionados ao refluxo, de
acordo com os critérios de Montreal. (VAKIL et al., 2006).

O desenvolvimento da DRGE é multifatorial, contudo, estudos recentes vém
demostrando que além do desequilibrio quimico, vias de sinalizacdo das respostas
inflamatoérias mediadas por citocinas, podem ter igual importancia no desenvolvimento
de lesdes na mucosa esofagica em pacientes com DRGE (SOUZA et al., 2009;
HERREGODS; BREDENOORD; SMOUT, 2015; DUNBAR et al., 2016; USTAOGLU
et al., 2020). A medida que a doenca progride, alguns pacientes podem desenvolver
esofagite, Ulceras esofagicas e estenose esofagica. Em casos graves, a DRGE pode
levar ao esdfago de Barrett ou cancer de es6fago, o que pode afetar a qualidade de
vida e o prognéstico a longo prazo do paciente. Isso pode levar a resultados
terapéuticos insatisfatorios, onde 60% dos pacientes podem nao responder a terapia
convencional (PATEL; YADLAPATI,2021; XIE et al., 2021). Diante disso, € de suma
importancia a busca por alternativas terapéuticas, para o tratamento de DRGE.

Ademais, relatos cientificos, ao longo da ultima década, em relacdo ao H:S,
revelaram a sua importancia critica no campo clinico (WALLACE et al., 2018). O H2S
esta envolvido em muitas fungdes fisiologicas, que vao desde efeitos sobre o0 musculo
liso, células inflamatorias, células endoteliais, fatores de transcricdo nucleares, até no
controle da integridade da mucosa gastrica, (WALLACE, IANARO, NUCCI, 2017).

No trabalho de ZAYACHKIVSKA e colaboradores (2014), eles modularam o
efeito protetor do NaHS no es6fago e mostraram que a inibicdo da CSE (Cistationina
gama liase) resultou em reducdes significativas nos niveis de Interleucina 10 (IL-10) e
aumento dos niveis de IL-17, bem como elevou os escores histolégicos avaliados e

lesdes no esodfago. Entretanto, 0 mecanismo de protecédo do H,S nao foi totalmente
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elucidado. Porém, além de seu efeito anti-inflamatorio, o H,S protege as células em
varias condicdes patoldgicas, agindo como um antioxidante, reduzindo quantidades
excessivas de espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio
(RNS) (SHEFA et al., 2018; UCHIYAMA et al., 2022).

Ainda pode-se mencionar que, a via H2S/CSE tem sido indiretamente ligada a
hipoxia, e 0 H2S pode proteger células de mamiferos contra lesdes induzidas por esse
tipo de condicdo. Acredita-se que exista uma correlacdo entre a transcricdo e
expressdo da CSE e os niveis de hipoxia tecidual, onde os niveis dessa enzima
aumentam a sua expressao durante a hipoxia, sugerindo que a regulacdo positiva
de CSE em células de mamiferos pode proteger parcialmente as células (WANG et
al., 2014; WU et al., 2015; WANG et al., 2021; CIRINO et al., 2022).

De fato, em tecidos inflamados, como a esofagite de refluxo, sao
frequentemente hipéxicos, e a hipdxia induz a expressao de fatores induziveis por
hipoxia (HIFs). Estudos atuais sugerem que o fator inibidor de hipéxia 2a (HIF-2a) esta
envolvido na fisiopatologia da DRGE. Além disso, em pacientes com DRGE foi
demostrando que o aumento do HIF-2a esofagico se correlaciona com o aumento da
expressdo de moléculas pro-inflamatérias (HUO, SOUZA, 2013; HUO et al., 2017,
SOUZA et al.,, 2017; PARIS; SOUZA, 2021). Diante disto, vé-se o potencial
farmacoldgico do H2S sendo benéfico na DRGE, e a importancia da avaliacdo da
hipoxia na doencga do refluxo. Portanto, o objetivo do presente estudo analise do eixo
H2S/ CSE/HIF-2a na doenca do refluxo gastresofagico em modelo animal e em
amostras de pacientes, além de avaliar a inflamacdo e integridade da mucosa

esofagica.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 FISIOLOGIA ESOFAGICA

O sistema digestorio € de fundamental importancia para a homeostase do
organismo humano. E ao longo desse trato que se tem processos fundamentais para
a nutricao dos individuos. Cita-se, por exemplo, o processo de mastigacao, degluticao,
digestdo, absorcdo e eliminacdo de substancias. (WILLET; MILLS, 2016). Esse
sistema é composto, anatomicamente, por varios 6rgdos como a boca, esb6fago,
estbmago, intestino delgado e grosso, além dos 6érgdos anexos ao trato
gastrointestinal (TGI), como as glandulas salivares, figado e o pancreas, que auxiliam
liberando secrecbes para o seu bom funcionamento. Todos esses processos
fisiolégicos que ocorrem ao longo do TGI, sdo controlados pelo sistema nervoso e
hormonal (CHOI et al., 2014, CHOI et al., 2016). Portanto, o TGI torna-se essencial
para o individuo, uma vez que, possui a funcao de prover agua, eletrolitos e nutrientes
para o organismo (WALDUM; KLEVELAND; FOSSMARK, 2015).

Um desses 6rgdos constituintes do TGI, que tem como principal funcdo a
conducdo de alimentos e liquidos da faringe até o estbmago, € denominado de
esbfago. Esse 6rgdo possui um formato tubular, rico em células epiteliais, possuindo
um tamanho em média de 25 cm. Com base na sua localizacao, ele pode ser separado
em trés porcdes, sdo elas: cervical, por¢cao que esta em contato direto com a traqueia;
toracica, porcdo que atravessa por tras do bronquio esquerdo; e abdominal, por¢cédo
que fica sobre o diafragma (DRAKE; VOGL; MITCHELL, 2015; AHUJA; CHAN, 2015;
ZHANG et al., 2018).

Esse 6rgao possui duas formagdes musculares que coordenam a abertura e
fechamento do seu lumen, tais estruturas sdo denominadas de esfincteres. A primeira
porcdo, Esfincter Esofagico Superior (EES), coordena a abertura/fechamento do
limen assim que o bolo alimentar alcancar a faringe enquanto o Esfincter Esofagico
Inferior (EEI) vai se distender quando bolo alimentar estiver proximo da transigdo
esofagogastrica. Dessa forma, o EEl atua como uma valvula com o objetivo de impedir
que ocorra o refluxo (NEWBERRY; LYNCH, 2018; ZHANG et al., 2018).

Histologicamente, o esbdfago é dividido em camadas teciduais, cita-se, por
exemplo, a camada mucosa que € subdivida em 3 partes, a primeira é formada por
epitélio pavimentoso estratificado ndo queratinizado, a segunda é a lamina prépria que

contém as glandulas esofagicas principalmente da cardia que produzem muco que
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reveste, lubrifica e protegem o epitélio contra o refluxo. A terceira € a muscular da
mucosa que é formada de musculo liso que vai se espessando a medida que se
aproxima do estdbmago, e que colabora no processo de degluticdo (AHUJA; CHAN,
2015; NEWBERRY; LYNCH, 2018).

Outra camada tecidual do es6fago € a submucosa, € nessa regido que estao
localizadas as glandulas esofagicas que secretam muco, além da presenca de uma
camada muscular com células musculares esqueléticas ou lisas presentes na porcao
mais distal. Por fim, ainda existe uma camada mais externa denominada de serosa
(DRAKE; VOGL; MITCHELL, 2015; CUESTA et al., 2017;).

Dessa forma, todos esses constituintes permitem que o esdfago possa
desempenhar suas funcdes para que se tenha um bom funcionamento do sistema
digestério. No entanto, mesmo que a fun¢éo do es6fago seja basicamente associada
ao transporte de alimentos e liquidos, vale a pena inferir que esse 6rgao fica sujeito a
fatores que possam promover algum tipo de dano. Contudo, pode-se mencionar que,
a mucosa esofagica fica exposta a fatores lesivos, como o &cido cloridrico (HCI),
acidos biliares, pepsina e microrganismos (ORLANDO et al., 1996; ORLANDO et al.,
2006; GADELHA et al., 2018).

O epitélio esofagico é continuamente afetado por varios fatores extrinsecos (por
exemplo, bactérias e antigenos alimentares) e intrinsecos (por exemplo, refluxo
gastroesofagico). Apesar desse contato continuo do tecido esofagico com potenciais
agentes nocivos, em circunstancias “normais”, ndo ocorre lesdo do epitélio. Nesse
contexto, os principais fatores protetores subjacentes das defesas esofagicas sdo a
depuracédo acida luminal e a resisténcia epitelial esofagica. A depuracao acida luminal
€ alcancada pelo peristaltismo iniciado pela degluticdo, gravidade e saliva (ISEYEVA,
BYKOV, 2019; GYAWALI et al., 2020).

Na composicao da saliva existem componentes como o bicarbonato, que anula
o efeito refluxo acido. No entanto, a depuragdo do &cido luminal é retardada e
dependente da hora do dia, pois o efeito benéfico da gravidade, na postura ereta, é
limitado durante o sono. Uma vez, que o epitélio esofagico é constantemente
impactado por agentes nocivos, a resisténcia do epitélio esofagico desempenha um
papel crucial na protecdo contra eles. A primeira barreira epitelial contra esses
agentes nocivos € a camada de muco, que pode neutralizar diretamente o acido no

esbfago e proteger inibindo o contato do contetdo luminal com a superficie do epitélio
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escamoso esofagico (ISEYEVA; BYKOV, 2019; GYAWALI et al., 2020; USTAOGLU
et al., 2020).

Por sua vez, o epitélio esofagico possui trés barreiras protetoras: a pré-epitelial,
a epitelial e a pos-epitelial. A barreira pré-epitelial € composta por muco e saliva
alcalina produzidos pelas glandulas epiteliais, com fatores protetores como
prostaglandina E2, fator de crescimento epidérmico, fator de crescimento
transformador-a e mucinas. Essa defesa pré-epitelial é relevante pois a enzima
pepsina, secretada pelas células que constituem a parede gastrica, é inativada,
fazendo com que ela ndo seja capaz de lesar o epitélio esofagico (RINSMA et al.,
2017; GYAWALI et al.,2020).

A defesa pré-epitelial representa a primeira linha de defesa contra estimulos
agressores que podem estar presentes no contetdo luminal. Mas o es6fago tem
apenas uma camada superficial, por causa da limitada camada de muco. Além disso,
as células superficiais ndo secretam ions bicarbonato, o que gera um pH 2-3 na
superficie do epitélio esofagico. Assim, o epitélio esofagico apresenta um sistema de
defesa pré-epitelial limitado, o que pode ocasionar maior exposicdo ao conteldo
luminal. Propiciando, assim, o aumentando da suscetibilidade a possiveis agressdes
(WOODLAND; SIFRIM, 2014).

Outro mecanismo de defesa é a barreira epitelial, que entra em acao logo que
0S agentes agressores comecam a atuar além dos mecanismos de defesa pré-
epitelial. Para combater isso, o esd6fago possui um sistema de defesa epitelial eficaz
capaz de proteger contra o contetdo do refluxo gastroesoféagico, que pode agredir a
superficie do esbéfago. Tal protecdo é formada por complexos juncionais intercelulares,
organizados de forma dinamica, que previne a difusdo do conteudo luminal, sobretudo
os ions H*, diretamente para o interior das células ou espaco intercelular
(KANDULSKI; MALFERTHEINER, 2012; WOODLAND; SIFRIM, 2014; OPPIA et al.,
2017).

Pode-se mencionar que, a barreira epitelial € composta por epitélio escamoso
estratificado ndo queratinizado de multiplas camadas, pelo estrato granuloso, estrato
espinhoso e camada basal. O estrato granuloso é a camada mais luminal e fornece
uma barreira de permeabilidade. Essa permeabilidade € composta de membranas
celulares em combinacdo com complexos juncionais que impedem a difuséo direta do
conteudo luminal nas células ou nos espacos intercelulares (ISEYEVA; BYKOV, 2019;
GYAWALI et al., 2020; USTAOGLU et al., 2020).
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As membranas celulares sao hidrofébicas e em combinacdo com os canais de
sodio, que séao inibidos pelo pH acido luminal, nenhum material &cido pode se difundir
em uma membrana celular intacta. Os complexos juncionais entre as células sédo
compostos de “Tigh juctions”, juncbes aderentes e desmossomos compostos de
caderinas desmossdmicas com dominios inter e extracelulares que limitam a taxa de
difusdo de ions, através de tais complexos entre as células. As juncbes fortemente
ligadas sdo compostas por ocludinas e claudinas (principalmente claudinal e
claudina4), ja as jun¢des aderentes consistem principalmente em E-caderina. Esses
complexos selam os espacos intercelulares e conectam as células. Além disso, os
desmossomos dentro do epitélio escamoso permitem ndo apenas o selamento e a
conexdo das células, mas também podem fornecer transporte celular, proteico ou
ibnico através dos espacos intercelulares (KIM et al., 2018; PAN, YiYang et al., 2022).

Além do mais, a membrana apical de tais células epiteliais, possui canais de
cations ndo-seletivos que sdo ativados (Na*, K* e Li*) por pH acido. Dessa maneira,
altos niveis de acidez luminal v&o inibir a sua atividade, representando assim um
mecanismo de defesa intrinseco pelo qual acontece a protecdo do epitélio. Outro
ponto importante na defesa epitelial sdo os sistemas de tamponamento, que previnem
a morte celular por inibicdo da acidificacdo intercelular pelo ion H* que sé&o
tamponados dentro das células epiteliais com bicarbonato, fosfato e proteinas. Além
disso, a regulacdo dos ions H* fora do epitélio ocorre através dos canais
sédio/potassio e sodio/bicarbonato dependentes de cloreto (WOODLAND; SIFRIM,
2014; PAN, YiYang et al., 2022; ALLELEYN et al., 2022).

Ja a defesa sub-epitelial € constituida majoritariamente pelo fluxo sanguineo
que vai levar os nutrientes e Oz, e retirar moléculas toxicas, que incluem também a
retrodifusdo de ions H*. Além disso, a entrega de HCO3" a partir do sangue é
fundamental para a protecdo do esd6fago (ORLANDO et al., 2006; WOODLAND;
SIFRIM, 2014). Essa reacao € instantanea, pois a medida que ocorre 0 aumento da
acidez no lumen do es6fago ocorre a ativagdo de neurdnios sensoriais aferentes e
consequente geracdo de rapidos potenciais, que levam ao aumento do fluxo
sanguineo (WOODLAND et al., 2013; PAN, YiYang et al., 2022). Permitindo, assim, o
tamponamento do &cido e a remocdo de substéncias tdxicas, mantendo a

homeostase.
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2.2 FISIOPATOLOGIA DA DOENCA DO REFLUXO GASTRESOFAGICO

Dentre as desordens que acometem o esofago, temos a Doenca do Refluxo
Gastroesofagico (DRGE) que é uma manifestacao clinica crbnica, com elevada
prevaléncia a nivel mundial. Essa desordem se caracteriza, principalmente, pelo alto
fluxo retrégrado do conteudo gastrico e duodenal. Na constituicdo desse liquido, pode-
se notar a presenca de &cido cloridrico, pepsina, acidos biliares, dentre outros, que
podem gerar 0 aparecimento dos primeiros sinais e sintomas esofagicos. Cita-se, por
exemplo, a pirose e/ou regurgitacdo, e/ou extra-esofagicos, como a tosse e a laringite.
Tal agravo a saude pode acontecer na presenca ou auséncia de lesdo na mucosa
esofagica (HUNT et al., 2017; GYAWALI et al., 2020).

Os sintomas esofégicos tipicos incluem azia e regurgitacdo, e, mais raramente,
dor toracica e disfagia, os sinais extra-esofagicos com associacdo estabelecida com
a DRGE, com base em estudos populacionais, sao: tosse cronica, rouquiddo, asma e
erosfes dentarias. As complicacdes da DRGE séo representadas principalmente por
lesdo da mucosa, sendo as mais comuns: esofagites de refluxo, estenoses, esbéfago
de Barrett e adenocarcinoma (FASS, R., OFMAN, 2002; MITTAL; VAEZI, 2020; FASS
et al., 2021).

A prevaléncia da DRGE ¢ alta nos paises ocidentais e varia de 13% a 20% nos
EUA e de 9,8% a 18% na Europa, enquanto é menor na Asia, 2,5-4,8%. O Histdrico
familiar de doenca do refluxo e a correlagdo com o consumo crénico de certos
medicamentos como: nitratos, antagonistas do calcio e benzodiazepinicos, séo fatores
de risco significativos. Os sintomas relacionados & DRGE sdo extremamente comuns
em adultos e tais sintomas sdo suficientes para prejudicar significativamente a
qualidade de vida. Os sintomas relacionados ao refluxo, que podem ocorrem
semanalmente, sdo relatados por quase 20% das populacdes nos paises
desenvolvidos. Aléem disso, sua incidéncia e prevaléncia aumentam em partes do
mundo onde antes tinham baixa taxa de notificacdo, particularmente no Sudeste
Asiético e o Extremo Oriente (GONG et al., 2017; LEE et al., 2017; SLOAN; KATZ,
2019).

Aléem disso, pode-se inferir que, a DRGE é decorrente de multiplos
mecanismos. No entanto, alguns deles tem maior predominancia, como, por exemplo,
as alteracdes motoras, conforme demonstrado na Figura 1. Ademais, acredita-se que,

a barreira antirrefluxo, consista na presséo intrinseca do esfincter esofagico inferior
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(EEI) na compressao extrinseca do EEI pelo diafragma crural e do angulo agudo de
His. Com isso, existem trés mecanismos prevalentes de refluxo, séo eles:
relaxamentos transitérios do EEI (RTEEI) hipotensdo do EEI e ruptura anatdmica da
juncéo esofagogastrica (JEG), ou seja, hérnia de hiato.

Figura 1. Complexa patogénese da DRGE
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Legenda: Mecanismos que podem desencadear a DRGE:alteracdes motoras,
alteracbes nos mecanismos de protecdo do es6fago, anormalidades do clearence
esofagico, alteracdes do esvaziamento gastrico. Fonte: Adaptado de SAVARINO et
al., 2021.

Os RTEEI representam o mecanismo de refluxo mais importante em individuos
saudaveis e, em grande parte dos pacientes com DRGE, eles ocorrem durante a
degluticdo para permitir a passagem de um bolo alimentar do esbéfago para o
estbmago. Além disso, também séo induzidos pelo peristaltismo secundario, que
comeca a partir do esdéfago meédio, como efeito de um reflexo vago-vagal. O que pode
propiciar a ativacédo de receptores gastricos localizados, principalmente, na regido do
sub-esodfago. Portanto, o estimulo priméario que desencadeia um RTEEI é a distenséo
gastrica, muitas vezes devido ao ar gastrico ou a presenca de refei¢cdo, o que acaba

explicando, de certa forma, o motivo pelo qual as RTEEI sdo, geralmente, um
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fendmeno associado ao periodo pos-prandial (POUDEROUX; VERDIER; KAHRILAS,
2003; SAVARINO et al., 2021).

Um segundo mecanismo é a hipotenséo do EEI e episddios de refluxo livre, que
sdo observados apenas quando a pressao do EEI é menor que 5 mmHg (medida
realizada por manometria). Esse mecanismo € particularmente frequente em
pacientes com esclerodermia. Como terceiro fator, a presenca de hérnia hiatal
favorece o refluxo gastroesofagico por aumentar a gravidade da exposi¢do acida
esofagica. Alterando, assim, a posicao do EEI em relacédo ao diafragma crural, porque
esses dois fatores sdo importantes para a barreira antirrefluxo, ndo estando mais
acoplados (SAVARINO et al., 2013; SAVARINO et al., 2021).

Além dos mecanismos mencionados anteriormente, uma depuracdo alterada
do refluxo na mucosa esofégica pode prolongar o tempo de contato com a mucosa da
parte distal do eséfago e isso contribui para gerar sintomas ou danificar o epitélio.
Peristalses primarias (induzidas por degluticdo) e secundarias (induzidas por
distenséo), sdo os principais eventos de depuragdo para limpar o refluxo. Nesse
contexto, distirbios da motilidade esofagica ocorrem em cerca de 30% dos pacientes
com DRGE, sendo a motilidade esofagica ineficaz a alteracdo mais prevalente
(ALTOMARE et al., 2013; NOBILE; VENTO, 2022). Além disso, um esvaziamento
gastrico retardado foi demonstrado em cerca de 40% dos pacientes com DRGE e isso
pode favorecer o refluxo do material retido no estdtmago. De fato, o acido continua
sendo o fator mais agressivo nesses pacientes na determinacdo de danos a mucosa
ou sintomas de refluxo entretanto isso ndo ocorre de forma direta como se acreditava
anteriormente (ZAMANI et al., 2022; GOURCEROL et al., 2022).

2.3 ASPECTOS CLINICOS E DIAGNOSTICO DA DRGE

A principal ferramenta para o diagnéstico da DRGE é a histéria clinica do
paciente. Os registros meédicos devem identificar sintomas caracteristicos, duracgéao,
intensidade, frequéncia, fatores desencadeantes e atenuantes, padrées ao longo do
tempo e efeitos na qualidade de vida. As indicacdes para os exames incluem falha no
tratamento, incerteza diagnéstica e tratamento (ou prevencéo) de complicacdes da
DRGE (DOMINGUES; MORAES-FILHO, 2010; DOMINGUES; MORAES-FILHO,
2018).
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No entanto, os testes diagndsticos podem ou ndo apoiar o diagnostico inicial,
pois os critérios que definem a DRGE séo especificos para cada modalidade de teste.
Uma vez que, deve-se lembrar que os pacientes que apresentam outras doencas de
base, tais como: Ulceras pépticas, gastrite e cancer de gastrico, também podem
apresentar sintomas semelhantes. Consequentemente, entender as caracteristicas de
desempenho de cada modalidade diagnéstica e reconhecer evidéncias que apoiem
ou refutem a impressao clinica da DRGE torna-se crucial (figura 2) (DOMINGUES,;
MORAES-FILHO, 2018).

Figura 2: Avaliacao clinica doenca do refluxo.
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Legenda: Fluxograma para caracterizar e diagnosticar a DRGE, devem ser levados
em consideragéo a avaliacéo e historia clinica do paciente em conjunto com a
avaliacdo dos sintomas tipicos e atipicos (extraesoféagicos). Fonte: Adaptado de
CHATILA et al., 2020.

Com base na necessidade de padronizar conceitos e apresentacdes
relacionados a DRGE, chegou-se a um consenso em Montreal para padronizar e
promover o entendimento entre médicos, pesquisadores e 6rgaos reguladores. Nesse
consenso, as manifestac6es da DRGE séo divididas em esofagicas com um sintoma
caracteristico de queimacao retroesternal (chamada azia) e refluxo manifestacdes
extraesofagicas (tosse cronica, asma, laringite, Glceras na boca, halitose e eroséo
dentaria) e com sintomas atipicos (dor toracica ndo coronariana, dor epigastrica,
nauseas, distensao abdominal e arrotos) onde todas essas manifestacdes podem ser
causadas por refluxo esofagico (CHATILA et al., 2020; PARK et al., 2021).
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Portanto, pode ser baseado em sintomas tipicos isolados ou pela realizacéo de
exames para detectar refluxo do contetdo gastrico (p. ex. pHmetria ou impedancia)
ou ainda por exames para verificar as consequéncias da DRGE (endoscopia,
histopatologia, microscopia). Com o0 objetivo de diagnosticar pacientes com
manifestacdes tipicas (esofagicas) ou atipicas (extraesofagicas) (VAKIL et al, 2006).
Nesse contexto, um estudo moderno relacionado ao diagnéstico de DRGE foi
recentemente descrito no Consenso de Lyon e abordou questdes como a
interpretacdo dos exames esofagicos relacionados & DRGE, como mostra a figura 3
(CHATILA et al., 2020).

Figura 3: Diagnostico de DRGE.
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Legenda: Consenso de Lyon e a interpretacdo dos exames esofagicos relacionados
a DRGE.Fonte: Adaptado de CHATILA et al., 2020.

Uma terapia com IBPs fornece uma avaliagdo diagnostica simples da DRGE
que é pragmatica, facil de implementar e proporciona alivio sintomatico ao paciente.
Um estudo com IBP inclui o inicio do tratamento com IBP com uma resposta
sintoméatica a terapia observada em um paciente. Nao ha diretrizes claras sobre a
duracdo da terapia, uma metanalise recente mostrou que ha uma limitacdo para essa
abordagem de teste com sensibilidade de 71% e especificidade de 54%, mesmo com
a resolucao dos sintomas. Este relatorio demonstrou que, mesmo um tratamento de

curto prazo bem-sucedido para DRGE com um IBP de dose normal/alta por 1 a 4
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semanas, nao estabelece com seguranca o diagnostico de DRGE (NUMANS et al.,
2004; KATZ; GERSON; VELA, 2013; PARK et al., 2021).

A endoscopia digestiva alta (EDA) é o exame de escolha para a avaliagdo de
pacientes com sintomas de DRGE e esta indicada para pacientes com sintomatologia
cronica, principalmente, acima da faixa etaria de 40 anos. A EDA possibilita o
diagnéstico de outras condicfes, como Ulceras pépticas, candidiase esofagica, cancer
gastrico e esofagite eosinofilica, que também apresentam sintomas de dispepsia
(FASS; OFMAN, 2002; RAMCHANDANI et al., 2022).

Além disso, erosdes (rupturas limitadas a mucosa, com pelo menos 3 mm de
comprimento, com deposicdo de fibrina e infiltracdo de neutrofilos no epitélio,
indicativas de esofagite), Ulceras (pelo menos até o ponto de ruptura da continuidade
da mucosa) podem ser observadas no deste exame), estenose péptica e eséfago de
Barrett (SAMI; RAGUNATH, 2013; HENRY, 2014). Diversas classificacfes tém sido
propostas para caracterizar a intensidade da esofagite de refluxo, a mais utilizada em
nosso pais é a de Los Angeles (Tabela 1) (AKYUZ; SOYER, 2017).

Tabela 1: Classificacdo endoscopica de Los Angeles

GRAU | ACHADO

A Uma ou mais erosdes do que 5 mm.

B Uma ou mais eros@es maiores do que 5 mm em sua maior extensao,

ndo contigua entre os apices de suas pregas esofagicas.

C Erosdes continuas (ou convergentes) entre os apices de pelo menos duas
pregas, envolvendo menos do que 75% do érgao.

D Erostes ocupando pelo menos 75% da circunferéncia do orgéo.

Fonte: Adaptado de HENRY et al., 2014.

A manometria esofagica computadorizada é utilizada para monitorar a evolucao
da doenga, na localizacdo do esfincter esofagico, informacdes essenciais para
posicionar 0s sensores para monitoramento da pHmetria esofagica longa com
eletrodos (VENKATARAMAN, 2017). A pHmetria esofagica € um meétodo sensivel
para o diagnéstico de DRGE. As investigacdes se justificam nos seguintes casos:

diagnostico de DRGE em pacientes com endoscopia normal; caracterizagdo dos
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padrées de refluxo gastroesofagico; manifestacbes atipicas de refluxo acido
acometimento no refluxo gastroesofagico (RERYCH et al., 2017; JANDEE et al.,
2022).

Outra técnica de uma atualizacdo da pHmetria esofagica é a sem fio (c4psula
Bravo) é uma técnica recente que traz como vantagens oferecer mais conforto para o
paciente, registro do pH esofagico por tempo mais prolongado (até 96 horas), além de
evitar o deslocamento do cateter, que pode 23 ocorrer na pHmetria convencional.
Consiste em uma céapsula fixada temporariamente por suc¢do na mucosa do esbéfago
distal de onde transmite, via telemetria, sinais para o receptor que € preso ao cinto do
paciente e analisados por computador. A capsula se desprende espontaneamente e
é eliminada pelo tubo digestivo. A utilizacdo deste método € muito restrita no Brasil,
devido ao elevado custo da cdpsula (HENRY, 2014; KAHRILAS et al., 2021).

A Impedanciometria esofagica € um método novo que demonstra o0s
movimentos anterogrados e retrogrados do refluxato. Quando associado a pHmetria
(impedanciopHmetria esofagica) avalia também a natureza fisica (liquido, gasosa ou
mista) e quimica (acido, ndo &cido, levemente acido). Assim, o exame fornece o
diagnéstico do refluxo liquido, gasoso ou misto, se € acido ou ndo acido (HENRY,
2014). Ha outros métodos diagnosticos, porém pouco usados e disponiveis, caros e
com finalidades especificas (Exame radiolégico contrastado do esodfago, cintilografia
esofagica, teste de Bernstein). (HENRY, 2014; RENGARAJAN; GYAWALI, 2020).

2.4 TRATAMENTO DA DRGE

O tratamento da DRGE tem como objetivo aliviar os sintomas proporcionar uma
melhor qualidade de vida aos pacientes. As intervencdes podem ser de dois tipos: as
nao farmacoldgicas e farmacologicas. A terapia ndo farmacologica consiste
principalmente em mudancas no estilo de vida dos pacientes para uma prevencao de
situacbes que possam atuar como ponto de gatilho para um evento de refluxo
gastroesofagico, por exemplo, consumo de alimentos que propiciam eventos de
refluxo (DUNBAR et al., 2016; SAVARINO et al., 2017; SLOAN; KATZ, 2019).

Um dos primeiros farmacos usados para tratamento de DRGE foram os
antagonistas dos Receptores de Histamina tipo 2 (ARH2). Esses medicamentos atuam

pela inibicdo competitiva da ligagao de histamina aos receptores H2, que estao
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localizados nas células parietais, diminuindo assim a secrecdo de pepsina, e, por
consequéncia, o volume de secrecdo gastrica. No entanto, apesar de os ARH2 serem
largamente utilizados para controlar os sintomas da DRGE, devido ao seu rapido inicio
de acao, esse tipo de intervencéo nao impede o refluxo, somente reduze a acidez do
material a ser refluido. Além disso, seu uso a longo prazo esta associado ao
aparecimento de céancer gastrico e esofagico (FARROW et al., 2000; BADILLO;
FRANCIS, 2014; COHEN; BUENO DE MESQUITA; MIMOUNI, 2015;

Outra classe de farmaco bastante conhecida séo os Inibidores da Bomba de
Prétons (IBPs). Essa classe de medicamentos é considerada a primeira escolha para
o tratamento de DRGE, por conta disso sdo os farmacos mais utilizados. Os IBPs
agem bloqueando a producédo de &cido pela inibicdo das enzimas H*, K*-ATPase
(bomba de prétons) nas células parietais do estbmago. Esses medicamentos tém sido
o tipo mais potente na supressdo da liberacdo de acido, auxiliando assim no
tratamento da DRGE (GYAWALI et al., 2018; CHEN ; BRADY, 2019).

Entretanto, varios estudos demonstram que nem todos o0s pacientes
respondem de forma igualitaria e por volta de um ter¢co desses individuos néo
respondem de maneira eficaz ao tratamento (SIFRIM, ZERBIB, 2012), e mesmo
fazendo seu uso diario, a porcentagem de pacientes que ainda apresentam o0s
sintomas tipicos de refluxo chega até 60%. Tais individuos sdo chamados, na pratica
médica, de refratarios e isso representa um dos principais problemas associado ao
tratamento da NERD (FASS; DICKMAN, 2006; COYLE; BYTZER, 2017; GYAWALI et
al., 2018; YADLAPATI, 2021).

Outras alternativas para tratamento de DRGE em pacientes refratarios sédo 0s
farmacos procinéticos, os sucrafalto e alginato/antiacidos. Os procinéticos sao
também bastante utilizados no tratamento da DRGE, entre eles estao os agonistas do
receptor de serotonina do tipo 4 (5-Ht4) (Cisaprida) e os antagonistas periféricos do
receptor D2 de dopamina (Domperidona). Tais drogas agem acelerando o
esvaziamento gastrico e promovendo o aumento do tonus do esfincter esofagico
inferior, levando assim a diminuicdo do numero de refluxos acidos e nao acidos. No
entanto, essas drogas ndo devem ser prescritas rotineiramente para o tratamento
DRGE e deve ser feito sempre um monitoramento cuidadoso devido aos seus efeitos
colaterais (SCARPELLINI et al., 2016; SAVARINO et al., 2017; SHARMA; MARET-
OUDA; MARKAR; LAGERGREN, 2020).
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Além disso, para alivio rapido ou imediato dos sintomas de DRGE, sé&o
prescritos os antiacidos, alginatos e sucralfatos, eles representam uma abordagem
alternativa. Entretanto, seus efeitos séo de cunho paliativo, cujo mecanismo de acéo
é basicamente neutralizar a acidez ao entrar em contato com o suco gastrico. Por
outro lado, os sulcrafatos sdo capazes de formar uma camada de gel viscoso em
contato com conteddo acido (pH<4), diminuindo o refluxo gastroesofagico
(SCARPELLINI et al., 2016; SANDHU; FASS, 2018).

Por conta desses varios fatores citados ao longo do texto, a doenca do refluxo
gastroesofagico (DRGE) ainda € considerada um dos principais problemas
encontrados na pratica clinica. Sabe-se que a fisiopatologia da DRGE é complexa,
envolvendo diversos fatores como secrecao de acido gastrico, disfuncao da barreira
antirrefluxo, disturbios de esvaziamento gastrico e anormalidades nos mecanismos de
defesa esofagica. Como esses diferentes fatores atuam para ao desenvolvimento da
DRGE ainda néo esta completamente elucidado, mas todos eles compartilham de um
evento inicial comum, o aumento da exposi¢cdo do epitélio escamoso esofagico ao
contelido gastrico (SLOAN; KATZ, 2019; SHARMA; YADLAPATI, 2021; FASS et al.,
2021).

Essa exposicdo culmina em lesdo na mucosa, sendo caracterizada por um
infiltrado inflamatério inespecifico em torno das células epiteliais danificadas pelo
acido. Varias publicacdes ja relataram o atual conhecimento da fisiopatologia da
DRGE mas a maioria dos estudos tem se concentrado principalmente em danos as
juncdes celulares e perda da integridade epitelial em resposta ao acido (RIEDER et
al., 2010; ALTOMARE, et al., 2013; HUO, X.; SOUZA, 2013; SOUZA et al., 2017;;
SHARMA; YADLAPATI, 2021; FASS et al., 2021).

2.5 CLASSIFICACAO DA DOENCA DO REFLUXO

A DRGE é dividida em trés subcategorias fenotipicas: DRGE néo erosiva
(NERD), DRGE erosiva (ERD) e es6fago de Barrett (BE) divisao feita com base na
avaliacdo endoscopica do esbfago (FASS; OFMAN, 2002). A DRGE pode ser
classificada com base na presenca ou auséncia de sintomas tipicos ou atipicos
relacionados ao refluxo, de acordo com os critérios de Montreal (VAKIL et al., 2006).

Existem trés apresentacdes fenotipicas da DRGE, uma delas é a manifestacéo

mais comum é a doenca do refluxo néo erosiva (NERD), que responde por 60-70%
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dos pacientes, seguido de esofagite erosiva (EE) (30%) e Es6fago de Barret (6—8%).
NERD é definida pelo consenso de Montreal como “a presenga de sintomas
associados ao refluxo e a auséncia de rupturas da mucosa na endoscopia”, enquanto
0 Lyon consenso definiu NERD como “sintomas na auséncia de erosdes da mucosa
esofagica/quebras na endoscopia convencional e sem sucesso com uso de terapia
supressora de acido”. Ambas as definicbes ndo excluiram os disturbios esofagicos
funcionais, hipersensibilidade ao refluxo e azia funcional, que ndo fazem parte do
espectro da DRGE (GYAWALI et al., 2018).

2.5.1 Esofagite erosiva

A esofagite erosiva (EE) corresponde a cerca de 20-30% dos pacientes com
DRGE, na qual apresentam eroséo a endoscopia que sao classificadas de acordo com
sua gravidade, sendo grau A o grau mais ameno da esofagite e o grau D 0 mais grave,
de acordo com a escala endoscopica de Los Angeles que classifica a esofagite
(Tabela 1) (FASS; DICKMAN, 2006; FASS et al., 2007). Pacientes com EE possuem
fiboras nervosas aferentes distante do lumen, entretanto apresentam uma DIS
significativamente maior, quando comparado a outros fen6tipos da DRGE. No entanto,
respondem melhor ao tratamento com IBPs (cerca de: 85%), acompanhado de
reducdo do DIS e diminui¢cdo gradual dos sintomas de pirose (CALABRESE et al.,
2003; NEUMANN et al., 2008; DE BORTOLI et al., 2016; WOODLAND et al., 2017).

Em segundo lugar, a acidificagéo intercelular expbe a membrana basolateral
escamosa em acido. Esta membrana contém um trocador de CI/HCO3 independente
de sodio e absorvente de acido, quando ativado por excesso de ions H+ intercelular,
resulta em acidez citosolica. Por sua vez, isso inicia uma cascata de eventos que
levam a perda da osmorregulacao celular, edema celular e, finalmente, morte celular.
A morte celular é contrabalangada por processos de reparacdo tecidual, incluindo
restituicdo e replicagcdo. Quando a morte celular excede a capacidade do tecido de se
reparar, aparecem erosdes e ocorre esofagite erosiva (WOODLAND; SIFRIM, 2014;
PAN, YIYANG et al., 2022; ALLELEYN et al., 2022).

2.5.2 Doenca do refluxo ndo-erosiva
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Estudos recentes forneceram uma maior visdo sobre a fisiopatologia e geracao
de sintomas em NERD. Tanto a dismotilidade esofagica quanto a hérnia hiatal sdo
menos comuns na NERD do que na esofagite erosiva. Apesar de ndo haver diferencga
na producdo de acido gastrico entre NERD e esofagite, pacientes com NERD
apresentam menor refluxo acido quando comparados com pacientes com esofagite
erosiva e esbfago de Barrett. Além disso, ha uma sobreposicédo consideravel nos
tempos de exposi¢do ao acido entre trés grupos de pacientes com DRGE (BARLOW;
ORLANDO, 2005; CHAN et al., 2020; PARK et al., 2020; GODA et al., 2022).

A migracao proximal de refluxo acido e ndo acido parece desempenhar um
papel na geracao de sintomas em NERD. O acido total e o refluxo levemente acido
sdo maiores na esofagite erosiva e no esofago de Barrett do que no NERD, mas os
pacientes com NERD apresentam uma distribuicdo mais homogénea da exposicao
acida em todo o eséfago com maior refluxo proximal. Com a vantagem dos estudos
de impedancia, os pacientes com NERD apresentam maior extensao proximal de
episédios de refluxo (com e sem exposi¢cao prolongada ao acido esoféagico) do que
em controles saudaveis. Além disso, evidéncias cientificas apontam que existe uma
maior percepcéao de eventos de refluxos em pacientes com DRGE refratarios a terapia
de supressao acida (NEUMANN et al, 2008; RIBOLSI et al., 2018; CHAM et al., 2020;
KIM et al., 2021).

As explicacbes potenciais para a geracdo de sintomas no NERD incluem
inflamacé&o microscopica, hipersensibilidade visceral (estresse e sono) e contracdes
esofagicas sustentadas. Foi observado que a exposicdo ao acido interrompe as
conexdes intercelulares na mucosa esofagica, produzindo espacos intercelulares
dilatados (DIS) e aumentando a permeabilidade esofagica, permitindo que o acido
refluido penetre na submucosa e alcance nociceptore quimiossensiveis
(WOODLAND; SIFRIM, 2014; RAMNANI; MUKHERJEE; BISHARAH, 2018; FASS et
al., 2021).

Nesse contexto, foi demonstrado que os componentes do conteudo luminal
danificam a mucosa esofagica em pacientes com NERD, contribuem para a
diminuicdo da resisténcia elétrica do epitélio escamoso estratificado e estédo
associados ao aumento da permeabilidade paracelular. Dessa forma, 0s neurdnios
sensoriais podem se estender até o DIS, aumentando as chances de entrada de ions

H* no neurdnio aferente. Esses eventos fornecem uma explicagdo plausivel para o
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desenvolvimento de sintomas NERD, apesar da auséncia de erosdes nha mucosa
esofagica. Além disso, a ativacdo de nociceptores pode ser capaz de promover
anormalidades motoras iniciando arcos reflexos curtos (longitudinais) do musculo liso
esofagico como um meio de promover a contracao esofégica sustentada (TOBEY et
al., 2004; BARLOW; ORLANDO, 2005; WOODLAND; SIFRIM, 2014; PATEL; FASS;
VAEZI, 2021).

A DIS foi observada tanto na NERD quanto na doenca erosiva sem uma
especificidade significativa, como também €& encontrada em 30% dos individuos
assintomaticos. Demonstrou-se que 0s receptores periféricos mediam a
hipersensibilidade esofagica devido ao refluxo acido, incluindo regulacéo positiva dos
canais ibnicos sensiveis ao acido, aumento da expressédo dos receptores TRPV1
(potencial do receptor transitério tipo vanildide 1) e receptor da prostaglandina E-2
(EP-1). Mecanismos periféricos e centrais também demonstraram influenciar o
processamento da sensibilidade visceral (WOODLAND; SIFRIM, 2014; PATEL; FASS;
VAEZI, 2021).

Finalmente, um mecanismo imunomediado também foi investigado na
patogénese da NERD. Tem sido sugerido que o refluxo pode estimular a producéo de
citocinas pré-inflamatérias (por exemplo, interleucina 8) pelo epitélio esofagico que
medeia o0 dano do tecido esofagico. IL-8 e IL-18 foram encontrados supraregulados
na mucosa esoféagica de pacientes com NERD quando comparados aos controles
(YOSHIDA et al., 2004; SOUZA et al., 2009; MONKEMULLER et al.,, 2009;
ALTOMARE et al., 2013; CHEMNITZER et al., 2017; PICOS et al., 2020).

2.6 DRGE E INFLAMACAO

Componentes celulares e moleculares da inflamacado podem gerar diferentes
alteracdes significativas na membrana da mucosa do es6fago levando em
consideracdo as varias formas clinicas da DRGE. No presente momento, a
patogénese da DRGE é considerada complexa que envolve processos multifatoriais,
no qual, juntamente com a quebra dos mecanismos de defesa no es6fago, como
alteracdes na secrecao de acido gastrico, disfuncéo da barreira antirrefluxo, alteracéo
dos esfincteres do esb6fago, alteracbes do esvaziamento gastrico (USTAOGLU et al.,
2020; FASS et al., 2021).
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Em 1935, o gastroenterologista Asher Winkelstein relatou no Journal of the
American Medical Association pacientes que apresentavam azia e outros sintomas
esofagicos associados a sinais endoscopicos e histoldgicos de inflamagéo no eséfago
distal. Winkelstein passou a propor que esses pacientes tinham "esofagite péptica
resultante da acdo irritante na mucosa de acido cloridrico livre e pepsina”. Por mais
de 80 anos, esse conceito tradicional de que a esofagite de refluxo resulta de uma
“‘queimadura” acido-péptica tem sido uma crenca amplamente difundida que, na
maioria das vezes, nao foi contestada (WINKELSTEIN et al., 1935; DODDS et al.,
1981; TOBEY et al., 2008).

Neste modelo (Figura 4), acredita-se que a esofagite de refluxo comece quando
0 acido e a pepsina refluidos danificam as proteinas dos complexos juncionais que
unem as células para tornar o epitélio impermeavel a &gua, ions de hidrogénio e outros
solutos. No entanto, quando essas proteinas juncionais sdo danificadas, o epitélio
torna-se permeavel e permite que o acido entre e ataque as células epiteliais. Essa
queimadura acida causa a morte das células epiteliais da superficie, 0 que
desencadeia a infiltracdo de neutrofilos e eosindfilos e induz a proliferacéo de células
basais esofagicas, esforcos que auxiliam na reparacdo do epitélio lesado
(WINKELSTEIN et al., 1935; DODDS et al., 1981; FARRE et al., 2010; TOBEY et al.,
2008).

No entanto, essa no¢ao de inflamacao unidirecional (Figura 5) descrita até aqui
sido questionada por evidéncias de que células nao imunes também desempenham
um papel ativo na inflamacao. Portanto, um modelo multidirecional com interacfes de
células imunes e nao imunes representaria melhor a situacdo no ambiente
inflamatério. O modelo também pode explicar sintomas e altera¢des estruturais em
pacientes com DRGE, como dor, altera¢cdes motoras, fibrose e cancer (FARRE et al.,
2010; TOBEY et al., 2008; SOUZA et al., 2017; PARIS; SOUZA, 2021).
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Figura 4: Modelo multidirecional de intera¢des entre células imunes e ndo imunes da
doenca do refluxo gastroesofagico.
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Legenda: (A): inducdo por inflamacdo do esodfago e suas complicacdes. (B):
Coloragédo por Hematoxylina e eosina em pacientes com doenca do refluxo
gastroesofagico vs. mucosa de pacientes controle. Na DRGE identificamos um
infiltrado inflamatério ndo especifico de células imunes. Aumento 10x e 40x.
Fonte: Adaptada de Rieder et al. Am J Physiol Gastroenterol Liver Physiol. 2010:
298(5): G571-81.

Portanto o suco gastrico refluido ndo mata diretamente as células epiteliais
esofagicas, mas as estimula a secretar citocinas que induzem alteracdes proliferativas
epiteliais e atraem os linfécitos T e outras células inflamatérias que acabam
danificando a mucosa. Assim, a esofagite de refluxo parece desenvolver-se a partir
da ativacédo da “storme citokines” de uma tempestade de citocinas (SOUZA et al.,
2017; PARIS; SOUZA, 2021).

Nesse modelo, o refluxo de &cido e bile ndo destroi diretamente as células
epiteliais, mas as induz a secretar citocinas pro-inflamatérias. Essas citocinas atraem
primeiro os linfécitos, em vez de neutrofilos ou eosindfilos, e induzem a proliferacéo
de células basais e papilar caracteristicas da DRGE. Foi postulado que, em Ultima
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analise, sdo as células inflamatérias que medeiam a lesédo epitelial por meio de um
chiado de citocinas, e néo os efeitos causticos diretos de uma queimadura acida (Fig.
1b) (SOUZA et al., 2017; PARIS; SOUZA, 2021).

Figura 5: Conceitos sobre a patogénese da esofagite de refluxo.
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Legenda: Conceitos sobre a patogénese da esofagite de refluxo. a O conceito
tradicional é que a esofagite de refluxo resulta de uma queimadura caustica (acida).
Quando o epitélio escamoso esofagico é exposto ao refluxo, acredita-se que o acido

e a pepsina danifiquem as junc¢des entre as células, tornando o epitélio permeavel e
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permitindo que o acido penetre no epitélio e danifique as células epiteliais. Essa
gueimadura acida causa a morte celular, o que desencadeia a infiltracdo de neutrofilos
e eosinofilos no epitélio. A morte das células da superficie também induz uma resposta
proliferativa que leva a hiperplasia das células basais e papilar para reparar o epitélio
lesado. b O conceito alternativo que propomos € que a esofagite de refluxo se
desenvolve como uma lesao inflamatéria mediada por citocinas (ou seja, chiado de
citocinas). Nesse modelo, o refluxo de acidos e sais biliares ndo destréi diretamente
as células epiteliais, mas as induz a secretar citocinas pro-inflamatérias, que atraem
primeiro os linfocitos T. Essas citocinas também induzem a proliferacdo de células
basais. Em ultima andlise, séo as células inflamatérias que medeiam a leséo epitelial,

ndo a queimadura direta do acido

Para estabelecer que o modelo de tempestades de citocinas da patogénese da
DRGE sugerido por estudos em animais era de fato aplicavel a humanos, Dunbar et
al (2016) avaliaram a DRGE erosiva (grau C de Los Angeles) em 12 pacientes curada
com IBPs interrompendo a terapia com IBPs por 2 semanas, eles observaram que 1
e 2 semanas sem IBPs demonstraram aumentos na infiltracdo de linfociticos T
intraepiteliais; neutroéfilos e eosinofilos eram raros. A hiperplasia basocelular e papilar
desenvolveu-se em areas sem erosdes superficiais, e DIS foram observadas nas
areas basais e suprabasais do epitélio. Nesse mesmo estudo, eles observaram que
houve aumentos significativos na largura do espaco intercelular no eséfago proximal
e distal a medida que a esofagite se desenvolvia. Esses dados concordam com
descobertas anteriores que demonstram que o suprimento de sangue para o esbéfago
aumenta em resposta a exposi¢ao ao acido luminal.

A infiltracdo inflamatdria na DRGE comeca na submucosa e progride para o
epitélio. A hiperplasia basocelular e o alongamento papilar precedem o aparecimento
de erosdes superficiais. O dano epitelial € o resultado de uma resposta inflamatoria
das células imunes. Esse refluxo patologico contendo pepsina, tripsina, acido
cloridrico, tem um efeito ativador sobre as células epiteliais, 0 que leva a expressao
de citocinas (IL-18, IL-6, IL-8 e IL-10) que atuam de forma direta na resposta imune
(SOUZA et al., 2017; PARIS; SOUZA, 2021).

Ou seja, pacientes com esofagite erosiva e ulcerativa em comparacdo com
pacientes com NERD e Barrett esd6fago, ha uma predominancia na producdo de

citocinas pro-inflamatorias como IL-8, IFN-y e TNF-a, indicando o desenvolvimento de
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Th1l resposta imune. Enquanto em pacientes com sindrome de Barrett eséfago, houve
aumento da expresséao de citocinas anti-inflamatorias como IL-4 e IL-10, indicando a
formacao da resposta imune Th2. De fato no trabalho de Rieder et al (2010) Foi
constatado que o nivel de citocinas pro-inflamatorias (IL-8 e TNF-a) correlacionadas
com o numero total de refluxo acido e tempo de exposi¢do ao bolus acido, enquanto
o nivel de anti-inflamatérios citocinas (IL-4 e IL-10) correlacionadas com o refluxo total
fracamente alcalino e menor exposicdo de bolus &acido (RIEDER, 2010; AVALA-
SOLARES et al., 2021)

Ja a IL-1B esta aumentada na mucosa esofagica durante a inflamacgao induzida
pelo refluxo, tanto em modelos animais quanto em humanos, além da IL-1[3 o fator de
Necrose Tumoral-a (TNF-a), também esta elevado tanto na mucosa quanto nas
camadas musculares do es6fago em modelos animais de inflamag&o esofagica bem
como em pacientes com DRGE. Vale a pena ressaltar que ambas as citocinas podem
ativar as via de sinalizacdo de ativacao do Fator Nuclear Kappa B (NF-kB) (RIEDER,
2010; SOUZA et al., 2013; AVALA-SOLARES et al., 2021).

Além da IL-1pB, a IL-8 foi extensivamente estudada na DRGE e é expressa em
grandes quantidades na mucosa afetada de pacientes com DRGE. Essa citocina é
produzida por muitos tipos de células, incluindo mondcitos, linfocitos citoplasmaticos,
granulécitos, fibroblastos, células endoteliais, e € liberado apenas sob condicdes
inflamatorias. Este sinal intercelular de inflamacdo aguda pode, portanto, ser
galvanizado por muitos tipos de células e tecidos para se engajar na defesa do
hospedeiro. A IL-8 é um poderoso quimioatrativo e ativador de leucécitos, onde os
niveis de IL-8 no esbéfago se correlacionam e aumentam com a gravidade da doenca
endoscopica e histologica (FITZGERALD et al.,, 2002; ISOMOTO et al., 2003;
YOSHIDA et al., 2004; ZAVALA-SOLARES et al., 2021; USTAOGLU et al., 2022).

2.7 FATORES INDUTORES DE HIPOXIA — HIF-2a

Dependendo do estimulo, ou alteracdo fisiopatologica, as células imunes as
vezes precisam funcionar em ambientes hipdxicos, entretanto a funcédo dos fatores
indutores de hipoxia (HIFs) pode mudar, desde simplesmente regular os HIF sob
norméxia para manter a homeostase, a partir de agora durante a hipdxia, funcionar

como um regulador especifico de genes imunes e inflamatorios. As diferencas no
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funcionamento do HIF entre os tipos de células e em diferentes ambientes o tornam
um alvo a ser avaliado em diferentes tipos de em doencas (SINGHAL; SHAH,2020).

Estudos sobre o aumento dependente de hipdxia e regulacdo da expressao do
gene da eritropoietina (EPO) levaram a descoberta dos fatores induziveis de hipoxia
(HIFs). Eles sao principais reguladores da resposta transcricional a hipoxia
(SEMENZA, 1999), mais tarde, uma familia amplamente distribuida de O2-
prolil/asparaginil hidroxilases sensiveis (PHDs/FIH) foi descrita e mostrou modular a
atividade HIF em transi¢ces entre condi¢cdes normoxicas e hipdxicas (KAELIN;
RATCLIFFE, 2008). Hoje sabemos que a via PHD/FIH-HIF ndo so6 esta por tras da
grande maioria dos métodos de transcricdo homeostaticos da atividade induzida pela
hipoxia, mas também tem um tremendo impacto no campo clinico devido ao seu papel
em uma expansdao em uma ampla lista de processos celulares envolvidos na
patogénese de numeros disturbios médicos (SEMENZA, 2022).

Alguns exemplos conhecidos sdo: controle da proliferacdo celular via
fornecimento de nutrientes, autofagia, ativacdo e reprogramacdo metabdlica de
células normais em células cancerosas, promocao de metdstase, manutencao de
células-tronco, manutencdo e ativacdo das células imunes durante o processo
inflamatorio (Hubbi e Semenza, 2015; CUMMINS et al., 2016; CUMMINS et al., 2017,
TAYLOR et al., 2016;SEMENZA, 2022).

O 02 desempenha um papel vital no metabolismo eucariético como aceptor de
elétrons terminal da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, que € responsavel
por gerar a maior parte do ATP produzido por uma célula. A hipdxia ocorre quando a
demanda de oxigénio excede a oferta, e, como tal, representa uma ameaca
significativa & homeostase bioenergética e a sobrevivéncia celular. A ocorréncia de
hipoxia nos locais de inflamacdo é consequéncia da alta demanda metabdlica
associada a inflamacéo ativa, necessaria para sustentar a sintese de mediadores
inflamatorios, enzimas e citocinas (MCGARRY et al., 2018; WATTS; WALMSLEY,
2019; SINGHAL; SHAH, 2020).

Além disso, a infiltracdo de neutrofilos nos locais de inflamacgé&o contribui para
a hipoxia, pois essas células requerem altos niveis de oxigénio para suportar a
explosdo oxidativa que é utilizada como estratégia antimicrobiana
endogena. Portanto, a hipdxia € uma caracteristica comum do microambiente de
tecidos cronicamente inflamados. Recentemente, ficou claro que, em vez de

simplesmente ser uma consequéncia da inflamacéo, a hipdxia pode afetar ativamente
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0s processos inflamatorios através da regulacdo de vias de sinalizacdo sensiveis ao
oxigénio em varios subtipos de células imunes que residem no tecido inflamado ou
migraram da corrente sanguinea rica em oxigénio para o meio inflamatério hipdxico
(MCGARRY et al., 2018; WATTS; WALMSLEY, 2019; KIANI et al., 2021).

HIF-1 e HIF-2 sé@o os principais fatores de transcricdo envolvidos na resposta
hipéxica. Os HIFs se ligam a elementos de resposta a hipoxia (HRES) nas regibes
promotoras de um grande numero de alvos, incluindo aqueles envolvidos na
sobrevivéncia celular, angiogénese, glicélise e invasdo/metastase. Os HIFs sao
heterodimeros que consistem na subunidade da proteina HIF-a regulada, que é
expressa apenas durante a hipdxia, e uma subunidade da proteina HIF-1p expressa
constitutivamente (EBERSOLE et al., 2018; WU et al., 2022).

Durante a normoxia, as subunidades HIF-a sao poliubiquitadas pelo complexo
pVHL—elongin BC-CUL2 [G] (referido como complexo VHL) e direcionadas para
degradacdo proteassbmica. A interacdo dependente de normodxia entre as
subunidades HIF-a e o complexo VHL requer hidroxilagao de dois residuos de prolina
dentro do dominio de degradacédo dependente de O2 (ODD) do HIF-a. Essa reagao
de hidroxilacdo, que é catalisada por PHDs, é acoplada a descarboxilacdo oxidativa
do a-cetoglutarato em succinato e diéxido de carbono (EBERSOLE et al., 2018;
MICGARRY et al., 2018; SEMENZA, 2022).

No cenario de hipdxia, no entanto, a degradacao proteossomal € inibida, sendo
assim as subunidades HIF-a séo estabilizada, permitindo que elas se acumulem
dentro da célula. A subunidade HIF-a entdo se liga a subunidade HIF-1j3, eles se
translocam para o nucleo e induzem a transcricdo de genes-alvo que contém
elementos responsivos a hipéxia (HRES). Entretanto, sob condigbes norméxicas, HIFs
sdo inativos porque as subunidades HIF-a sdo degradadas por proteassomas
(TAYLOR et al., 2016; WATTS; WALMSLEY, 2019; PARIS; SOUZA, 2021;
SEMENZA, 2022).

Os tecidos inflamados, como a esofagite de refluxo, sdo frequentemente
hipoxicos, e a hipoxia induz a expressao de fatores induziveis por hipéxia (HIFs). HIFs
séo fatores de transcrigdo heterodiméricos que possuem subunidades HIF-a (ou HIF-
1a ou HIF-2a), que sao reguladas por oxigénio e uma subunidade HIF-183, que é
expressa constitutivamente. Os HIFs desempenham um papel fundamental em
permitir que as células respondam ao estresse de hipoxia e na mediacéo de processos
inflamatérios (WATTS; WALMSLEY, 2019; PARIS; SOUZA, 2021; KIANI et al., 2021).



41

Estudos atuais sugerem que o fator inibidor de hipdéxia 2a (HIF-2a) esta
envolvido na fisiopatologia da DRGE (Figura 7). O refluxo contendo acidos e sais
biliares estimula a producéo de espécies reativas de oxigénio nas células epiteliais
esofagicas, reduzindo assim a atividade enzimatica da prolil hidroxilase (PHD),
estabilizando o HIF-2a e permitindo que ele se acumule no citoplasma e se transloque
para 0 nucleo para induzir a transcricdo de seus genes-alvo, que podem incluir
citocinas pro-inflamatorias (SOUZA, 2016; HUO et al., 2017; SOUZA et al., 2017).

Figura 6: Envolvimento da HIF2-a na DRGE
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Legenda:. As células epiteliais escamosas do esdfago expostas ao acido refluido e
aos sais biliares geram EROS intracelulares que diminuem a atividade da PHD, a
enzima que inicia a degradacao proteassémica do HIF-2a. A diminuigao da atividade
do PHD estabiliza o HIF-2a e permite que ele se acumule no citoplasma. O HIF-2a
estabilizado pode entdo se translocar para o nucleo para induzir a transcricdo de
genes de citocinas pré-inflamatérias que possuem elementos responsivos a hipoxia

(HREs) em suas regides promotoras. O HIF-2a estabilizado no citoplasma também
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pode aumentar os niveis de fosfo-p65, permitindo que ele se transloque para o nucleo
e se ligue ao promotor do gene NF-kB, o que estimula ainda mais a producéao de
citocinas pro-inflamatorias que medeiam o desenvolvimento da esofagite de refluxo.
Fonte: Adaptado de Souza et al., 2017.

2.8 DESCOBERTA DO SULFETO DE HIDROGENIO NA DOENCA DO REFLUXO
GASTROESOFAGICO

O estudo do H 2 S comegou em 1700 depois que o médico italiano e “pai

da medicina ocupacional”, Bernardino Ramazzini, notou os efeitos irritantes do gas de
esgoto nos olhos dos trabalhadores do esgoto em seu livro De Morbis Artificum
Diatriba . No entanto, ndo foi até 1775-1776 que o composto responsavel foi
identificado como H 2 S. Essa descoberta catalisou as primeiras pesquisas sobre o
H 2 S como uma toxina ambiental. Quase 166 anos depois, em 1942, um bioquimico
americano chamado Vincent Du Vigneaud demonstrou grosseiramente a producao de
H 2 S em homogenatos de tecidos de mamiferos (BING, 1982).

O bioquimico americano Vincent Du Vigneaud (1901-1978) comecou a
trabalhar na oxidacao de aminoacidos contendo enxofre em tecidos e animais inteiros
consegui descobrir e nomeou a via da transsulfuracdo, uma via metabdlica
envolvendo a interconversdo de cisteina e homocisteina, através do intermediario
cistationina. Du Vigneaud descreveu esta via em varios tecidos de mamiferos,
incluindo homogeneizados de figado e originalmente denominado simplesmente
como “transulfuragéo” (DU VICNEAUD, 1934).

Para provar a importancia da via de transsulfuracdo, Du Vigneaud sintetizou a
L-cistationina e demonstrou que esse composto sustentou o crescimento de ratos em
uma dieta deficiente em cisteina . Foi durante uma série de estudos relacionados a
transulfuragédo, em um artigo publicado por Francis Binkley e Vincent Du Vigneaud em
1942, que a producgéo de cisteina a partir de homocisteina e serina foi medida em
homogeneizados de figado, e os dados foram apresentados para mostrar o “ produgao
de H 2 S” (DU VIGNEAUD, 1942; BINKLEY, 1942).

Apos as primeiras observacgdes de Du Vigneaud, por varias décadas, nenhum
trabalho publicado pode ser encontrado sobre a potencial formagédo endoégena de H2S
em células ou tecidos de mamiferos. Nas décadas de 60 e 70, varios grupos de
investigadores realizaram caracterizagdes cada vez mais detalhadas e sofisticadas

das propriedades bioquimicas das enzimas da via da transsulfuracéo, incluindo
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cistationina-beta-sintase (CBS) e cistationina-gama-liase (CSE), e em varios desses
relatorios, o H2S produzido por enzimas purificadas ou extratos de tecido
(comumente, homogeneizados de figado de rato) também foi determinado
(normalmente quantificado como nmoles de H2S/min por mg de proteina). Ou seja,
até ao inicio dos anos 90, a producéo de H2S nos mamiferos, embora ja conhecida a
nivel bioquimico, era encarada meramente como um fenébmeno bioquimico (de algum
interesse), e ndo como um (potencial) mecanismo regulador biolégico (HANSON;
EISFELD, 1952; CHATAGNER; SAURET-IGNAZI,1956; HYLIN; WOOD, 1959; YAO;
KENZABUROH, 1975; ALLSOP; WATTS, 1975; UBUKA,1977).

O trabalho pioneiro de Abe e Kimura no final da década de 1990 demonstrou
a capacidade do H 2 S de atuar como neuromodulador e vasorelaxante, confirmando
o H 2 S como o terceiro gas de sinalizacéo fisioldgica, ao lado do mondxido de carbono
(CO) e do 6xido nitrico (NO). . Desde esses estudos marcantes, 0 campo da pesquisa
de sulfeto cresceu rapidamente, e o H2A sinalizacdo S tem sido implicada em varias
condicdes fisiologicas, desde a producdo de H2S por bactérias da microbiota
intestinal, inicialmente considerado como componente de flatuléncia ,como
posteriormente também foi destacado como um potencial regulador da funcéo das
células epiteliais intestinais (proliferacédo, energética) e funcao do colon (formacéo de
muco e respostas inflamatdrias e carcinogénicas (SUAREZ , 1997; GIUFFRE; VICENTE,
2018).

2.8 SULFETO DE HIDROGENIO NA DOENCA DO REFLUXO GASTROESOFAGICO

Diante de todos os tdpicos até descritos ficou claro que é de suma importancia
a busca por alternativas terapéuticas, para o tratamento de DRGE. Nessa perspectiva,
0S gasotransmissores, como o 6xido nitrico, 0 monéxido de carbono e o sulfeto de
hidrogénio (H2S) tem ganhado espaco na pesquisa cientifica, por apresentarem varios
efeitos biolégico e imunomoduladores (WALLACE, 2015). Dentre esses
gasotransmissores, nos ultimos anos, o sulfeto de hidrogénio (H2S) vém ganhando
destaque, ele é um gas inorganico e incolor, inflaméavel e soltvel em agua (KIMURA,
2015; KASHFI, 2018; SONG et al., 2022).

Em células de mamiferos, a producdo enddégena de H2S (Figura 7) é feita

principalmente por meio de vias de transulfatacdo reversa a partir da L-cisteina
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catalisada por duas enzimas dependentes do cofator piridoxal-5’-fosfato (Vitamina
B6): cistationina B-sintase (CBS) e cistationina y-liase (CSE). Alternativamente, a L-
cisteina pode ser convertida em 3-mercaptopiruvato pela enzima cisteina amino-
transferase (CAT), e em seguida, em H2S através da enzima 3- mercaptopiruvato
sulfurtransferase (3-MST) (KIMURA, 2011). Além disso, o H2S pode ser produzido
também utilizando a D-cisteina como substrato, onde ela € metabolizada pela enzima
D-aminoacido oxidase (DAO) localizada nos peroxissomos em 3-mercaptopiruvato,
que também é produzida pela CAT a partir de L-cisteina (SHIBUYA et al., 2013;
SOUZA et al., 2017).

Figura 7: Vias de producao do H.S
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Legenda: O H2S enddgeno é encontrado em varios tecidos, como sistema nervoso
central, figado, rins, sistema cardiovascular, pulmdes e trato gastrointestinal. O H2S
€ gerado enzimaticamente através da via de transsulfuracao reversa pela atividade
da cistationina-B-sintase (CBS), cistationina-y-liase (CSE) e 3-mercaptopiruvato
sulfurtransferase (3MST). Existem vias ndo enzimaticas de geracdo de H2S que
reduzem o enxofre elementar a H2S. No entanto, essas vias respondem apenas por
uma pequena quantidade de H2S produzida nos tecidos dos mamiferos. CBS e CSE
produzem H2S usando I-cisteina e homocisteina como substratos. O 3-MST faz isso

por meio da sintese intermediaria de 3-mercaptopiruvato, que € produzido pela
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cisteina aminotransferase (CAT) usando cisteina como substrato. Fonte: Adaptado
de SINGH; LIN, 2015.

Recentes descobertas, ao longo da ultima década, em relacdo ao H:S,
revelaram a sua importancia critica no campo da medicina (Figura 8) (WALLACE et
al., 2018). O H:S esta envolvido em muitas fungdes fisiologicas que vao desde efeitos
sobre o musculo liso, células inflamatérias, células endoteliais, fatores de transcricdo
nucleares, percepcao e mediagcdo da dor, até no controle da integridade da mucosa
gastrica, do tonus vascular e o controle da motilidade gastrintestinal (SONG et al.,
2022).

Figura 8: Funcg@es Fisiologicas H2S
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Legenda: Os niveis de H2S contribuem para a homeostase do organismo, e a
producdo enddégena aumentada ou diminuida de H2S esta associada a varias
doencas. Entre as doencas mais estudadas relacionadas ao metabolismo anormal do
H2S estéo as que envolvem os sistemas cardiovascular, endécrino, gastrointestinal e
nervoso além de ser um mediador chave no processo inflamatorio.Fonte: Adaptado
de Wallace; Wang, 2015.

Outro ponto importante sobre o H2S é seu efeito benéfico no sistema
gastrointestinal, uma vez que sua producéao enddgena é regulada pelas células locais

ou pela microbiota. Baixos niveis de H2S endogeno ou exdgeno estabilizam
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diretamente as camadas de muco, previnem a fragmentacéo e a adesao do biofilme
da microbiota ao epitélio, inibem a liberacdo de patobiontes invasivos e ajudam a
resolver a inflamacéo e a leséo tecidual. Além disso, o Sulfeto de hidrogénio tem sido
implicado como um importante mediador de diversas fungdes fisiolégicas e como
adjuvante no tratamento de varios distUrbios gastrointestinais, principalmente aquelas
associadas com a inflamacdo (WALLACE; WANG, 2015; CIRINO; SZABO,
PAPAPETROPOULOS).

O H2S pode contribuir ainda no aumento do mecanismo de defesa da mucosa
gastrintestinal por estimular a secre¢éo de bicarbonato no duodeno, reduzindo desse
modo os efeitos potencialmente prejudiciais do acido gastrico, proveniente do
estbmago, além de inibir diretamente a secrecao de acido géastrico. Além disso, pode
desempenhar um papel importante na regulacdo da sintese de prostaglandinas e
expressdo de COX-2 no trato gastrointestinal. Nesse sentido, ainda pode diminuir o
fluxo sanguineo gastrico e minimizar a migracao celular (WALLACE, IANARO, NUCCI,
2017; KASHFI et al., 2018; WALLACE et al., 2018).

Portanto, é principalmente a natureza lipossoltvel do H2S que permite que este
gasotransmissor chegue facilmente em seus alvos moleculares, como no plasma, no
citosol ou em organelas intracelulares. Essa caracteristica € muito importante para a
sua permeabilidade através de membranas, mas € a sua reatividade quimica Unica
que o torna uma importante molécula sinalizadora seletiva e especifica (GEMICI et al.,
2015; WALLACE; WANG, 2015; GIUFFRE; VICENTE, 2018).

Assim como outros mediadores gasosos, 0 H2S é considerado uma potente
molécula anti-inflamatoria. O Hz2S é capaz de inibir a adeséo de leucécitos ao endotélio
vascular, eliminar radicais livres, promover a resolucéao da inflamacgéo, aumentando a
apoptose de neutrofilos e a diferenciacdo de macrofagos para o fenotipo M2, bem
como suprimir a producao de citocinas pro-inflamatérias (incluindo IL-1, IL-2, IL-8 e
TNFa) e mantendo ou aumentando a producéo de IL-10 ( WALLACE et al., 2015;
WALLACE et al., 2018; ZHENG et al., 2018; CIRINO; SZABO; PAPAPETROPOULOS,
2022; POZZI et al., 2022).

Além de todos os mecanismos discutidos até aqui para o desencadear da
doenca do refluxo, o estresse oxidativo também €& um fator chave para o
desenvolvimento da esofagite. Muitos estudos foram conduzidos usando modelos

animais e os resultados publicados incluem dados sobre mudancas na atividade das



47

enzimas antioxidantes e o efeito inibitério dos antioxidantes nas alteracdes da mucosa
(YOSHIDA, 2007; DENG; PAN; QIAN, 2019; KRYVENKO; SVITLYTSKA, 2020).

Wetscher e colaboradores (1995) relataram que a glutationa reduzida foi
rapidamente esgotada junto com o desenvolvimento de lesGes mucosas e
peroxidacao lipidica em modelos de ratos de esofagite mista e acida, enquanto essas
respostas foram inibidas por enzimas de eliminacéao de radicais livres, como SOD e
catalase. Essas observacdes sugerem o importante papel das espécies reativas de
oxigénio no desenvolvimento da esofagite.

O estresse oxidativo envolve dano molecular ou celular, resultante da
deficiéncia de antioxidantes e/ou sistemas enzimaticos antioxidantes, e perturbando o
equilibrio reducado-oxidacdo celular. O corpo humano estd equipado com uma
variedade de antioxidantes que servem para contrabalancar o efeito de oxidantes,
sendo o H2S um dos mais importantes. Na verdade, o Hz2S protege as células em
varias doencas agindo como um antioxidante que reduz quantidades excessivas de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS)
(KIMURA et al.,, 2015; KASHFI, 2018; CIRINO; SZABO; PAPAPETROPOULOQOS,
2022).

ROS sao moléculas altamente reativas e podem danificar estruturas celulares
como carboidratos, acidos nucléicos, lipidios e proteinas e alteram suas funcodes.
Vérios estudos tém destacado o papel do H2S na homeostase redox celular, que pode
ser resumidos em dois mecanismos principais: i) niveis de modulacgéo e atividade de
células classicas antioxidantes, como glutationa (GSH) e tiorredoxina (TRX), ii) e
aumentando a atividade ou expressdo do fator nuclear de transcricdo (derivado de
eritroide 2)-like 2 (NRF2) e da histona familia de proteinas desacetilase de sirtuinas
(SIRTs), que por sua vez aumentam a expressao de enzimas antioxidantes (AOE)
(XIE; LIU; BIAN, 2016; CORSELLO; KOMARAVELLI; CASOLA, 2018; SUN et al.,
2021; PAUL et al., 2022).

Dessa forma, pode-se inferir que a utilizacdo de doadores de H.S pode
contribuir para a melhora do quadro de DRGE, por atuar na reducdo do processo
inflamatério e atuar também na reducdo do estresse oxidativo em modelos de
esofagite experimental (ZAYACHKIVSKA et al., 2014; WALLACE et al., 2018). Além
disso, o0 H2S inibe a deplecdo de agentes antioxidantes enddgenos como glutationa
reduzida, superoxido dismutase e catalase nesse modelo de leséo (LEE et al., 2001,
OH et al., 2001 SONG, et al., 2016).
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A via H2S/CSE tem sido indiretamente ligada a hipoxia, e o H2S pode proteger
células de mamiferos contra lesdes induzidas por hipdéxia. Estudos evidenciaram que
existe uma correlacéo entre a transcricdo e expressdo da CSE os niveis de hipoxia
tecidual, onde os niveis da CSE aumentaram durante a hip6xia, sugerindo que a
regulacéo positiva de CSE em células de mamiferos pode proteger parcialmente as
células da hipoéxia letal, possivelmente aumentando o conteddo de H 2 S, tamponando
o consumo de O 2 dentro das células (KAI et al., 2012; WANG et al., 2014; WANG;
GUO ; WANG, 2014).

Portanto, existe um crescente interesse na compreensdo das sua vias de
sinalizacdo do H2S e seus efeitos biologicos, incluindo a atividade anti-inflamatoria e
seu efeito gastroprotetor, o que justificariam os esfor¢os significativos na formulacéo
de drogas para o tratamento da DRGE utilizando como base o H2S. Além disso, em
pacientes com DRGE foi demostrando que o aumento do HIF-2a esofagico se
correlaciona com o aumento da expressdo de moléculas pro-inflamatorias. Nas
células epiteliais esofagicas, os sais biliares 4cidos estabilizam o HIF-2a, que medeia
a expressdo de moléculas proé-inflamatérias. O HIF-2a parece ter um papel na
patogénese da DRGE.

Diante disto, vé-se o potencial farmacolégico do H2S sendo benéfico na GERD.
Portanto o objetivo do presente projeto é analisar o eixo h2s/ cse/hif-2a na doenga do
refluxo gastresofagica e avaliar a associacdo da inflamacéo esofagica e alteracdo da
integridade da mucosa em modelos animais e em pacientes com DRGE.
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3. OBJETIVO GERAL

v Avaliar o eixo H2S/ CSE/HIF-2a na doenga do refluxo gastresofagica

3.1. 1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1.2 Avaliacdo no modelo pré-clinico de doencas de refluxo em camundongos
davia de inibicdo do H2S na ativacdo de hipoxia

vAnalisar o efeito do H2S e no parametro de peso umido esofagico no modelo de
DRGE;

vAnalisar a modulacdo da producdo de sulfetos no parametro de peso umido

esofagico no modelo de DRGE;

vInvestigar os o papel do H2S em eventos inflamatorios por meio da atividade de

mieloperoxidase (MPO) e de citocinas pro-inflamatoria KC, e IL-6.

vInvestigar a modulacdo da producdo de sulfetos e seu efeito na atividade de

mieloperoxidase (MPO) e de citocinas pro-inflamatoria KC, e IL-6.

v Avaliar o papel do H2S na integridade da mucosa esofagica por meio da Resisténcia

Elétrica Transepitelial (RET) e da permeabilidade em camundongos com DRGE;

v Investigar a modulacao da producdo de sulfetos e seu papel na integridade da
mucosa esofagica por meio da Resisténcia Elétrica Transepitelial (RET) e da

permeabilidade em camundongos com DRGE;

v Determinar o envolvimento do H2S na Hipdxia via CSE/ HIF-2a no modelo de DRGE

em camundongos por analise de Western blotting,

3.1.3 Avaliagéo in-vitro com biopsias esofagicas humanas com DRGE erosiva e
néo erosiva

v Verificar o envolvimento do H2S na Hipdxia via CSE/HIF-2a em bidpsias de

pacientes com DRGE erosiva e ndo erosiva por analise de Western blotting.

vInvestigar os niveis de citocinas pro-inflamatorias: IL-8, IL-13 e TNF-a em bidpsias

de pacientes com doenca do refluxo erosiva e ndo-erosiva.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 DROGAS E REAGENTES

N N N N N N N N N N N N

Fio de nylon 4-0 (Point suture®, Fortaleza, Brasil)
Fio de nylon 6-0 (Point suture®, Fortaleza, Brasil)
Fio Cat Gut (Point suture®, Fortaleza, Brasil)
Sonda Nasogastrica Curta (N° 14, Biobase)

Aminooxy) acetic acid hemihydrochloride, (Sigma®, St. Louis, MO, USA)
Hydroxylamine Hydrochloride (Sigma®, St. Louis, MO, USA) (100 um)

Hidrossulfeto de sddio (Sigma®, St. Louis, MO, USA)

L-cysteina (Sigma®, St. Louis, MO, USA)

D-cysteina (Sigma®, St. Louis, MO, USA)

Indol -2 —Carboxilico (Sigma®, St. Louis, MO, USA)

Anty- HIF-2a Antibody (ab199, Thermo Fisher Scientific)

CTH Polyclonal antibody (PA529725 Thermo Fisher Scientific)

Alpha-smooth Muscle Actin (14-970-82, Thermo Fisher Scientific)

Todos o0s outros reagentes, de grau analitico, forma comprados de

fornecedores padréo.

4.2 LOCAL E PERIODO DA PESQUISA

2022,

Os experimentos foram realizados no periodo de julho de 2019 a dezembro de
no Laboratério de Estudo da Fisio-Farmacologia Gastrintestinal (LEFFAG),

Laboratério Escola Prof. Luiz Capelo (LELC) - UFC ,e no Laboratério de Toxinologia

Molecular (LTM) que ficam localizados no Centro de Biomedicina da Universidade

Federal do Ceara (UFC) o qual dispde de toda a infraestrutura fisica e tecnoldgica e

estrutural para a execucao completa do projeto

4.3 ANIMAIS USADOS NA PESQUISA E ASPECTOS ETICOS

Todos os experimentos foram realizados de acordo com o Guia de Cuidados e

Usos

de Animais de Laboratorio, estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de
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Experimentacdo Animal (COBEA) e de acordo com as diretrizes do National Institutes
of Health, Bethesda, MD, EUA. O projeto foi submetido ao comité de Etica em
Pesquisa Animal (CEPA) da UFC e aprovado CEUA n° 6138160821. Os
procedimentos de eutanasia, seguiram o recomendado pela Resolu¢do 1000/2012 do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria. Para a realizacdo dos experimentos foram
utilizados camundongos fémeas, com peso entre 25 e 30g (variedade Swiss), do
biotério Central do Departamento de Fisiologia e Farmacologia (FAMED). Os grupos
experimentais eram formados por 5 a 8 animais, que receberam o pré-tratamento com
L-cysteina (L-cys), Hidrossulfeto de sodio (NaHs), D-cysteina (D-cys) e o grupo
controle recebeu solucédo salina. Durante os experimentos os animais serdo mantidos
em gaiolas metabdlicas mantidos em temperatura de 22 + 1°C, ciclo claro/escuro de
12 horas e livre acesso a agua e alimentacdo, mas eram privados de alimentacdo der
14-16 horas antes dos experimentos com livre acesso a solucéo de reidratacao oral.

Todos os esfor¢cos foram feitos para minimizar o sofrimento dos animais.

4.4 INDUCAO DA DRNE

O modelo de esofagite por refluxo acido produzido cirurgicamente utilizando o método
previamente descrito por Silva e colaboradores (2017). Os animais foram submetidos
ao jejum de 12 h, com livre acesso a agua. Para iniciar os experimentos 0s animais
foram anestesiados por uma injecao intraperitoneal de uma solucéao de cetamina (100
mg/kg) +xilazina (10 mg/kg) e em seguida foi realizada uma laparotomia mediana para
exteriorizacdo do estbmago. A regido gastrica nao glandular foi ligada com um fio de
nylon 4-0 para incrementar o refluxo de acido gastrico para o eséfago, e o duodeno
proximal perto do anel pil6rico sera envolto com uma amarracdo externa em cerca de
1,5 mm de sua extensdo tomando como base um cateter transversal de diametro
compativel com Nelaton 12 Fr, para se realizar subestenose pilorica. Apés a cirurgia
0S animais serdo colocados em gaiolas metabolicas com temperatura a 37°C, com
livre acesso a agua glicosada e racdo. Apés decorridas 24 ap0s a cirurgia foram
realizados os tratamentos dos animais onde eles foram divididos nos seguintes
grupos: Grupo SHAM (falso operado) Grupo Operado e os tratamentos com Nahs
(10uM/kg, 30 uM/kg, 100uM/kg), L-Cys (30, 100, e 300 mg/kg), D-cysteina (100 mg/kg)
(ASIMAKOPOULOU, 2013; ZAYACHKIVSKA, et al.,2014; SOUZA et al., 2017).
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4.5 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Apos decorridas 24 ap6és a cirurgia foram realizados os tratamentos dos animais onde
eles foram divididos nos seguintes grupos:

v" Grupos que receberam apenas veiculo:

Grupo SHAM (falso operado, solucdo salina estéril a 0,9%, 2,5 mL/kg, v.0);
Grupo Operado (solucao salina estéril a 0,9%, 2,5 mL/kg, v.0.).
v' Tratamentos:
Nahs (10uM/kg, 30 uM/kg, 100uM/Kg)
L-Cys (30, 100, e 300 mg/kg)
D-cysteina (100 mg/kg)
(ASIMAKOPOULOU, 2013; ZAYACHKIVSKA, et al.,2014).
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Figura 9: Esquema da indugéo da GERD.

PARAMETROS INFLAMATORIOS
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¥ CSE e HIF2-a

v" PARAMETROS FUNCIONAIS DE
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¥" Permeabilidade da mucosa

EUTANASIA
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SILVA et al, 2017; NICOLAU et al., 2018
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4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ESOFAGOPROTETORA DA L-CISTEINA E D-
CYSTEINA NO MODELO DE DRNE EXPERIMENTAL

A Doenca do refluxo ndo-erosiva (DRNE) foi induzida com o processo cirurgico
descrito anteriormente. Resumidamente, o0s camundongos foram divididos
aleatoriamente em grupos e colocados em jejum por 18 horas antes dos
experimentos, com livre acesso a 4gua. Os grupos experimentais foram divididos da
seguinte forma: L-cistéina (L-cys) (100 mg/kg) e D-cysteina (100 mg/kg) de peso
corporal, via oral (v.0.) e 0s grupos que receberam apenas veiculo Grupo SHAM (falso
operado), grupo Operado (solucao salina estéril a 0,9%, 2,5 mL/kg, v.0.). O tratamento
comecou a ser feito 24 horas apés a inducdo cirtrgica, sendo realizado por 3 dias
consecutivos. Ao final do 3° dia, foi realizada a eutanasia dos animais segundo a
Diretriz brasileira com a utilizacdo da sobre dosagem de cetamina e xilazina por via
intraperitoneal. Posteriormente o es6fago foi removido, lavado, pesado, e uma
amostra da regido distal foi retirada para avaliacdo do peso umido, das alteracdes
histopatoldgicas, atividade de MPO e niveis de KC, IL-1B e realizacdo de Wertern
Blotting para CSE, HIF-2a e Alpha-actina e Claudina-15 bem como avaliacdo de
parametro funcionais de barreira (RET e permeabilidade mucosa), como descritos a
sequir.

4.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ESOFAGOPROTETORA DO H:S VIA CSE E CBS
NA RESISTENCIA ELETRICA TRANSEPITELIAL

Para avaliar o papel da producéo de sulfeto via CBE e CSE os animais foram
tratados com veiculo solugdo salina estéril a 0,9%, 2,5 mL/kg, v.0.), um inibidor de
CSE (Hydroxylamine Hydrochloride; HIDRO 600 p/kg 3° minutos antes da L-cys), um
inibidor de CBS (Aminooxy)acetic acid; AA, 20 mg/kg, 30 minutos antes da L-cys),
dessa forma, os animais foram pré-tratados e divididos nos seguintes grupos: L—
cysteina (100 mg);os antagonista (HIDRO e OAA) foram administrado via oral (v.p.),
30 min antes do tratamento com a L-cys (100 mg/kg). Nos outros grupos experimentais
foi administrado por via oral a solucdo salina estéril (0,9%). Essas administracdes
foram realizadas durante os 3 dias, no ultimo dia de experimentos os animais foram
eutanasiados e tiveram seu esoOfago removido e montado em camaras Ussing
modificadas (Mussler Scientific Instruments, Aachen, Alemanha) com uma éarea de
exposicdo de 0,017 cm? de area exposta com remocdo da camada e montado com

auxilio de um adaptador. As camaras foram preenchidas com tampéao de bicarbonato
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de Krebs-Ringer (pH 7,4 contendo (em mM): 118 NaCl; 4,7 KClI; 1,2 CaClz; 1,2 MgSOa;
1,2 NaH2POg4; 25 NaHCOs3) e 10 mM de glicose foram mantidos a 37 °C e aerados
com gas carbonio (95% de Oz, 5% de CO3). O protocolo experimental foi realizado de
acordo com a metodologia descrita por (LAUFFER et al., 2016). A resisténcia basal
média foi realizada e os resultados foram expressos em Q/cm? seguindo os critérios

estabelecidos por Nicolau e colaboradores (2019).

4.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE ESOFAGOPROTETORA DO H:S VIA CSE E CBS
NA PERMEABILIDADE EPITELIAL

Ap0s a avaliacdo da resisténcia elétrica transepitelial as amostras de eséfago
foram montadas em uma camara de difusdo para medir a permeabilidade a
fluoresceina (376 Da, 1 mg/mL, diluida em KHBB pH 7,4) usando um marcador
fluorescente permeavel através das camadas de tecido (FARRE et al., 2007). A RET
foi registrada por 30 minutos, de acordo com metodologia citada no item anterior. Feito
isso, os eletrodos serdo retirados da solugéo, sera adicionada a fluoresceina que é
fotossensivel. A solucdo do lado luminal foi substituida por solucao de fluoresceina
(376 Da, 1 mg/ml). Uma amostra de 100 pl foi recolhida do lado seroso da camara nos
tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos. A mesma quantidade de solucéo foi recolhida a
cada intervalo de tempo do lado da camada mucosa a fim de manter equilibrado o
volume nos dois lados da camara A permeabilidade do tecido a fluoresceina foi entédo
calculado a partir da medida de fluoresceina na amostra mediante uso de um
fluorimetro (Fluostar Optima, BMG labtech. Ontemberg, Germany) e expressa ha
forma de raz&o de intensidade de fluorescéncia, dividindo-se a intensidade de
fluorescéncia em cada tempo pela intensidade de fluorescéncia no tempo inicial. Os
valores do fluxo de fluorescéncia foram expressos em micromoles por centimetro
quadrado (umol/cm?) e avaliados por 90 minutos e os resultados foram expressos por

uma curva padréao feita para cada analise.

4.9 PESO UMIDO

O peso umido do esbfago foi utilizado como um indicador adicional de edema,

um sinal clinico da inflamacgéo. Para isso, o es6fago foi dissecado, lavado com soro
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fisiologico estéril, pesado e medido. Os resultados foram expressos em miligramas

por centimetro (mg/cm).

4.10 AVALIACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA MIELOPEROXIDASE (MPO)

O ensaio da atividade da enzima MPO foi baseado no método de Bradley et al.,
(1982). Resumidamente, as amostras de tecido de es6fago distal dos camundongos
serdo maceradas em tampdo de potassio com 0,5% de hexadecitrimetilamonio
(HTAB) e a atividade da MPO determinada por medicao da alteracdo na absorbancia
a 450 nm, utilizando o-edihydrochloride dianisidin e 1% peroxido de hidrogénio (H20x2).

Os resultados foram expressos em unidades/ml.

4.11 ANALISE DE WESTERN BLOT PARA AVALIAR O PAPEL DA HIF-2A CSE E
CLAUDINA -15 NA DRNE EXPERIMENTAL

A metodologia foi realizada de acordo com Fido e colaboradores, 1995. Os
tecidos extraidos dos animais serdo homogeneizados em tampé&o de extragdo (1%
Triton X-100, 100 mM Tris (pH 7.4), 100 mM pirofosfato de sédio, 100 mM fluoreto de
sédio, 10 mM EDTA, 10 Mm vanadato de sodio, 2 mM fluoreto de fenilmetanossulfonila
e 0.1 mg/ml aprotinina) serd feita a centrifugacdo do material extraido em
microcentrifuga refrigerada a 4°C (Bioanalytical) a 12.000 rpm por 40 minutos; parte
do sobrenadante sera utilizada para determinacdo da concentragéo de proteinas por
fragmento de tecido extraido e outra para aplicacdo de SDS-PAGE. O sobrenadante
das amostras obtidas sera aliquotado com tampao de Laemmli (Laemmli 1970)
acrescido de DTT 200mM, numa proporcéo de 1:5 (400 pl do sobrenadante em 100
pl do tampéo de Laemmli com DTT). Este material sera entéo, fervido a 100°C por 5
minutos e submetido a eletroforese gel de poliacrilamida para a separacdo de
proteinas (SDS-PAGE). A eletroforese sera realizada em cuba de minigel da Bio Rad,
com solugdo tampéao para eletroforese previamente diluida. As membranas com as
proteinas transferidas serdo incubadas em solucéo bloqueadora (Albumina 5%) por
duas horas a temperatura ambiente a fim de diminuir a ligacdo inespecifica dos
anticorpos. Apos isso, serdo lavadas em solucdo basal, estas membranas foram entéo

incubadas com anticorpos especificos para as proteinas a membrana de nitrocelulose
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e com anticorpo primario CTH (Anti-Cystathionase/CTH ab151769) e HIF-2a (ab199;
ab157249) e mantidas a 4°C overnight sob agitacdo continua. A seguir, as membranas
serdo submetidas a solucdo de quimioluminescéncia SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate, da Pierce, e expostas ao filme de RX (Eastman Kodak,
Rochester, NY) com uso de intensificador (Cronex Lightning Plus intensifying screens
— DuPont, Washington, DE) e serdo encaminhadas ao processo de leitura por
densitometria 6ptica, quantificando suas areas, utilizando-se, para isso, o0 software
Scion, os resultados foram expressos em mg/proteina e % do sham para os grupos

experimentais com animais.

4.12 AVALIACAO DE CITOCINAS PRO- INFLAMATORIAS

Kit MILLIPLEX® Cytokine/Chemokine 4-plex (Millipore Corporation, Billerica,
MA, EUA) utilizando anticorpos de animais de para KC e IL-1B, para amostras de
esbfago de pacientes com doenca do refluxo erosiva e nao erosiva foram usados os
anticorpos de IL-6 e IL-8. Resumidamente, as amostras de homogenato de tecido
esofagico de humanos e animais foram diluidas 1:2 em tampéao de ensaio e apoés foi
adicionado adicionar 25 pL de padrdes, controles de qualidade e amostras a placa em
duplicata, este procedimento foi seguido pela adigdo de 25 pL das esferas magnéticas.
A placa foi selada, coberta com papel aluminio e incubado durante a noite em um
agitador de placas a 4°C. A placa foi lavada trés vezes e 25 uL de anticorpo de
deteccdo sendo adicionado a cada poco. Apés incubar a placa em temperatura
ambiente por 1 h, 25 pL de estreptavidina-ficoeritrina foi adicionado por poco. A placa
foi selada, coberta e incubada por mais 30 min em temperatura ambiente. A placa
passou por uma série final de lavagens antes da adicao de 150 pL de fluido de
acionamento. As concentracbes de marcadores foram medidas no instrumento
Luminex® MAGPIX® com software xPONENT® (Luminex Corporation, Austin, TX,
EUA). Os valores de controle de qualidade para cada marcador estavam

consistentemente dentro do intervalo indicado pelo fabricante (RICHENS et al., 2010).
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4.13 ESTUDOS IN-VITRO COM AMOSTRAS DE BIOPSIAS DE PACIENTES COM
A DOENCA DO REFLUXO GASTRESOFAGICA

4.14 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres
humanos (CEP) da Universidade Federal do Ceara sob numero de protocolo
39538814.6.0000.5045. Os pacientes que foram incluidos receberam explicacfes a
respeito do estudo e, ao concordarem em participar, assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido, segundo Resolugéo n°. 196, de 10 de outubro de
1996.

4.15 POPULACAO DE ESTUDO

Convidou-se a participar do estudo pacientes do ambulatério de
Gastroenterologia do Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC), com sintomas
de doenca do refluxo gastroesofagico e sujeitos a endoscopia digestiva alta. Foram
selecionados pacientes que apresentaram sintomas tipicos da DRGE: pirose
(sensacao de queimacao retroesternal) e/ou regurgitacao (retorno do conteudo acido
ou alimentos para a cavidade oral) pelo menoses duas vezes por semana por pelo
menos 4 a 16 semanas (MORAES-FILHO et al, 2002). Com a confirmagé&o de doenca
do refluxo do tipo A, B ou C. (ANEXO 1, termo de consentimento livre esclarecido)

4.15 CRITERIOS DE INCLUSAO

Pacientes na faixa etaria de 18 a 70 anos, de ambos 0s sexos sujeitos a
endoscopia digestiva alta para avaliacdo de episédios de pirose (sensacao diaria de
gueimacao retroesternal) e regurgitacdo, sem outras doencas digestivas (NICOLAU
et al., 2019).

4.16 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Pacientes portadores de doencas digestivas que néo refluxo gastroesofagico
(neoplasia, cirrose hepética ou biliar, presenca de varizes esofagicas, esdfago de
Barrett, qualquer cirurgia ou cirurgia gastrointestinal superior que possa afetar o

refluxo gastroesofagico, sangramento esofagico agudo ou Ulcera gastrica / duodenal,
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sindrome de Zollinger-Ellison ou sintomas gastrointestinais superiores concomitantes
mais graves que azia.) (NICOLAU et al., 2019)

4.17 Coleta das amostras

Os procedimentos endoscoépicos foram realizados sob sedacao de midazolam.
Foram coletadas cerca de seis biopsias da mucosa esofégica, 3 cm acima da JEG, e
imediatamente acondicionadas numa solucdo tampéao de Krebs-Henseleit (KHBB pH
7,4) gaseificada com mistura carbogénica (95% O2 e 5% CO2). Em pacientes com
lesbes macroscopicas na mucosa esofégica, a coleta das biopsias foi realizada em
regibes proxima as lesbes. As biopsias foram rapidamente transportadas ao
Laboratério Escola Luis Capelo (LELC) ou ao Laboratério de Estudos da
FisioFarmacologia Gastrointestinal (LEFFAG) para a realizacéo dos protocolos ex vivo
na camara de Ussing seguinte a metodologia descrita anteriormente de acordo com a
metodologia descrita por (LAUFFER et al., 2016). A resisténcia basal média foi
realizada e os resultados foram expressos em Q/cm?. Algumas das biopsias de cada
pacientes eram armazenadas em freezer -80, e foram usadas para realizar a
guantificacdo de Citocinas como IL-8, TNF-qa, IL-1B e para a avaliacdo da expresséo
de CSE por e de HIF-2a por westerbBlotting, como descrito previamente nos topicos
4.10 e 4.11 da metodologia do referido trabalho.

4.18 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada empregando primeiramente pelo teste de
normalidade Shapiro-Wilk. Posteriormente foi utilizado ou o teste t student ou o teste
analise de variancia (ANOVA) seguido de poés teste de bunferroni. Para andlise das
alteracdes histologicas, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis,
seguido pelo teste de comparacao multipla de Dunn’s. Os resultados foram expressos
como meédia * Erro Padrdo da Média (variaveis com distribuicdo normal) ou pela
mediana com minimo e maximo (variaveis sem distribuicdo normal), sendo as
diferencas consideradas estatisticamente significativas quando P < 0,05. Os dados
foram analisados através do programa estatistico GraphPad Prism 7.0®.
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5. RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DOS DO EFEITO DO H2S NOS PARAMETROS INFLAMATORIOS
NO ESOFAGO

5.1.1 Peso Umido

Em nossos estudos, os animais com DRNE no terceiro e sétimo dia,
estabeleceram edema esofégico (18,65 + 1,51mg/cm, 3 dias; 34,45 + 4,81mg/cm, 7
dias, respectivamente), quando comparados com o grupo sham (9,92 + 0,25 mg/cm;
10,15 + 0,30, respectivamente). O efeito protetor do H2S, foi significativo no modelo
de 3 dias de leséo (18,84 + 3,05 mg/cm). No entanto, no modelo de 7 dias o NaHs
(16,18 = 1,26 mg/cm) nao foi efetivo na reducdo do edema. Portanto, o modelo de 3

dias foi usado para todos os outros delineamentos experimentais (Figura 10).

Figura 10: Avaliacdo do efeito protetor do NaHs no modelo de DRNE experimental de

7 dias e de 3 dias.
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Legenda: A cirurgia de inducdo da DRNE foi realizada e os animais foram pré-tratados
durante 3 e 7 dias com NaHs (100uM). O grupo que recebeu o NaHs durante 7 dias
ndo houve diferengas estatisticas em comparacédo com o grupo operado. J& o grupo
NaHs tratado por 3 dias, apresentou diferenca estatistica significativa. Os resultados
séo expressos como media £ E.P.M de 6-8 animais por grupo e foram analisados pelo
teste One-way ANOVA seguido pelo teste de Newman—Keuls. # comparado ao grupo
SHAM; * comparado ao grupo operado. A estatistica foi considerada significativa

guando o valor de *P < 0,05.
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5.1.2 Efeito esofagoprotetor do H2S via CSE

Na Figura 11, painel A, pode-se observar que 0sS animais operados
apresentaram maior edema (39,80 = 4,85 mg/cm) e maiores niveis de MPO, como
demonstrado no painel B, (31,61 + 3,79 U/mg de tecido) na mucosa esofagica quando
comparados ao grupo sham (12,08 + 1,04 mg/cm; 2,85 + 1,21 MPO (U/mg de tecido).
Ainda na Figura 11 observa-se que o tratamento com doadores de H,S (NaHSs, painel
A, ou com o precursor da sintese de Hz2S (L-cys, painel C) reduziram, de maneira
dose-dependente, tanto o peso umido como os niveos de MPO para NaHs na dose
de 100 um (21,77 £ 1,75 mg/cm; 8,308% 1,57 U/mg de tecido) de forma significativa
(P<0,05; e para a L-cys na dose de (100 mg/kg) (18,43 = 2,11 mg/cm; 6,37+ 1,31
U/mg de tecido) também de forma significativa.

A figura 11, painel C e painel E mostram os resultados da modulacao das vias
de producédo do Sulfeto através da CBS e CSE. Observamos que a administracdo de
Hidroxilamina, que bloqueia a atividade da CSE, reverteu o efeito de protegéo
esofagica no peso umido e MPO (28,27 + 1,19 mg/cm 16,54 ; + 4,30 U/mg de tecido)
(painel C/E. Por outro lado, o tratamento com OAA (Painel C/F), que blogqueia a
atividade da CBS, nao alterou o efeito protetor observado anteriormente tanto no peso
amido (19,57 +1,73; Painel C) como no MPO (7,06 + 2,05 U/mg de tecido; Painel E).
Esses resultados mostram que o efeito protetor da L-cys € dependente da producao
de sulfeto via CSE.

A figura 11 painéis F/G mostram a avalia¢éo da via de producédo de sulfeto pela
acdo da DAO. A D-cisteina também foi investigada, entretanto ndo houve diferenca
estatistica na avaliacdo do peso umido e MPO entre o grupo que recebeu a D-cis
(29,83 + 3,624 mg/cm; 18,03 + 3,175 U/mg de tecido) por via oral com o grupo

operado.
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Figura 11: Efeito do NaHs e L-Cys no peso umido e MPO, analise da Via CBS e CSE
no efeito protetor do H.S na DRNE.
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Legenda: Avaliacdo do H.S no edema inflamatorio e investigacdo da via majoritaria de
producdo CSE e CBS, DAO. O tratamento com doadores de H,S (NaHS, painel A;B ou
com o precursor da sintese de H,S (L-cys, painel C;D; E) reduziram, de maneira dose-
dependente, tanto o peso Umido como os niveos de MPO. A administracdo de
Hidroxilamina, que bloqueia a atividade da CSE, reverteu o efeito de protecdo esofagica
no peso umido (painel C). Por outro lado, o tratamento com OAA, que bloqueia a
atividade da CBS, néo alterou o efeito protetor observado anteriormente tanto no peso
umido ou MPO (C/F). Nao houve diferenca estatistica na avaliacdo do peso umido e
MPO entre o grupo que recebeu a D-cis (Painel G/H) por via oral e o grupo operado.
Todos esses parametros foram avaliados em amostras de eso6fago distal dos animais
eutanasiados no 3° pés-cirdrgico. Os resultados sdo expressos como média + E.P.M de
6-8 animais por grupo e foram analisados pelo teste One-way ANOVA seguido pelo teste
de Newman—Keuls. # comparado ao grupo SHAM; * comparado ao grupo operado. A

estatistica foi considerada significativa quando o valor de *P < 0,05.

5.2 EFEITO DO H.S NA AVALIACAO DE CITOCINAS DE IL-6 E KC

Na figura 12, observa-se que 0s animais operados apresentam aumento
significativo (P < 0,05) dos niveis de KC e de IL-6 no es6fago, quando eutanasiados
no 3° (372 + 45,09 e 260,04 + 37,66 pg/mg de proteinas, respectivamente) quando
comparados aos animais do grupo sham (18,19 = 3,88 and 18,52 + 3,70 pg/mg de
proteinas, respectivamente). O tratamento com a L-cys (Painel A/B) na melhor dose
(100mg/kg) diminuiu de forma significativa a producdo de KC e de IL-6 (73,20+ 6,26
pg/mg; 52,13 + 12,26 pg/mg respectivamente).

O Blogueio da via CSE com a administracdo de Hidroxilamina reverteu o efeito
benéfico da L-cys e portanto ndo diminuiu a producéo de KC (364,09 + 72,58 pg/mg;
Painel A) e IL-6 (227,01 + 2,04 pg/mg, Painel B) ndo apresentando diferenca
estatistica em comparacdo ao grupo operado. O grupo tratado com OAA manteve o
efeito da L-cys onde ocorreu diminuicao significativa de KC (84,69 + 19,44 pg/mg;
Painel C) e IL-6 (78,42 + 18,14 pg/mg; Painel D). Esses resultados mostram que o

efeito protetor da L-cys é dependente da producao de sulfeto via CSE.
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Figura 12: Efeito do H2S via CSE e CBS na producao de citocinas pro-inflamatorias.
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Legenda: Efeito do H.S via CSE e CBS na producéo de citocinas pro-inflamatorias. A
Os animais receberam como tratamento durante 3 dias L-cys (100mg/kg);
Hydroxylamine Hydrochloride; (HIDRO, 600 p/kg), Acido aminooxiacético; (AA, 20
mg/kg). O tratamento com a L-cys na melhor dose (100mg/kg) diminuiu de forma
significativa a producéo de KC e de IL-6. O Bloqueio da via CSE com a administracéo
de Hidroxilamina reverteu o efeito benéfico da L-cys e ndo apresentou diferenca
estatistica em comparacao ao grupo operado. O grupo tratado com OAA manteve o
efeito da L-cys. Todos esses parametros foram avaliados em amostras de eséfago
distal dos animais eutanasiados no 3° pdés-cirirgico. Os resultados sdo expressos
como média + E.P.M de 6-8 animais por grupo e foram analisados pelo teste One-way
ANOVA seguido pelo teste de Newman—Keuls. # comparado ao grupo SHAM; *
comparado ao grupo operado. A estatistica foi considerada significativa quando o

valor de *P < 0,05.
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5.3 AVALIACAO DAS ALTERACOES FUNCIONAIS DE BARREIRA DA MUCOSA
ESOFAGICA DE NO MODELO ANIMAL

5.3.1 Resisténcia Elétrica Transepitelial de animais

Pode-se observar que na figura 13, que o tratamento com o precursor da
sintese de H,S (L-cys, painel A) ou doadores de H,S (NaHS, painel B), aumentou, de
maneira dose-dependente, a RET basal de forma significativa (P<0,05). Notou-se isso
com a L-cys na dose de 100 mg/kg (519,00 40,91 Q/cm2, Painel B) quando
comparado ao grupo operado (252,70 £21,83). Ja o NaHS na concetracdo de 10um/kg
e 30um/kg (504,5 + 21,64; 379,4+ 46,96 Painel A), quando comparado ao grupo
operado (227,50 £+ 39,46) também apresentou diferenca estatistica significativa.

Afigura 13, painel C, mostra a modulacdo com uso de L-cys. Pode-se observar
que a mucosa esofagica de animais operados (224,8 + 22,98 Q/cm2) e eutanasiados
no 3° pdés-cirdrgico, apresentaram diminuicdo significativa na RET basal, quando
comparados aos animais do grupo sham (615,3 £ 19,26 Q/cm2). Quando os animais
foram tratados com a L-cys (519,1 + 53,06 Q/cm2; Painel C/D) houve um aumento
significativo (P < 0,05) da RET basal quando comparado ao grupo operado. Quando
0s animais receberam o antagonista da Via CSE (Painel C) o efeito protetor da L-cys
foi revertido (156,62 + 19,62 Q/cm2). Por outro lado, quando os animais receberam o
antagonista da via CBS (OAA, painel D), 452,6 + 55,60 Q/cm2, o efeito protetor da L-
cys foi mantido ndo havendo diferenca estatistica entre esse grupo e o grupo que
recebeu somente a L-cys.

A via de producdo do H.S via D-cisteina também foi investigada (Painel E)
entretanto ndo foi observado diferenca estatistica entre esse grupo tratado com a D-
cys (262 + 22,74 Q/cm2) e o grupo operado. Esses resultados evidenciam que, no
es6fago, a principal via de produc¢éo do Sulfeto de hidrogénio € por meio da L-cysteina

por acdo da enzima CSE, mas nao da CBS.
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Figura 13: Andlise do H,S e modulagdo de CSE e CBS na Resisténcia Elétrica

Transepitelial.
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Legenda: Quando os animais foram tratados com a L-cys e NaHs houve um aumento

significativo da RET basal quando comparado ao grupo Operado. Quando os animais

receberam o antagonista da Via CSE (Painel C) o efeito protetor da L-cys foi revertido,

por outro lado quando os animais receberam o antagonista da via CBS (Painel D), o

efeito protetor da L-cys foi mantido. Nao foi observado diferenca estatistica entre esse

grupo tratado com a D-cys e o grupo operado (Painel E). Todos esses parametros

foram avaliados em amostras de esbéfago distal dos animais eutanasiados no 3° dia

pos-cirurgico. Os resultados séo expressos como média + E.P.M de 6-8 animais por
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grupo e foram analisados pelo teste One-way ANOVA seguido pelo teste de Newman—
Keuls. # comparado ao grupo SHAM; * comparado ao grupo operado. A estatistica foi

considerada significativa quando o valor de *P < 0,05.

5.3.2 Permeabilidade Transepitelial

Conforme mostrado na figura 14, a mucosa esofagica de animais onde foi induzida
a DRNE apresentaram um aumento significativo (p < 0,05) da permeabilidade a
fluoresceina apds 90 min (706,80 + 61,43 mmol/cm?) qguando comparados ao grupo
Sham (141,7 + 55,41 mmol/cm?). O tratamento com doadores de H2S (NaHS, painel
A, ou com o precursor da sintese de Hz2S (L-cys, painel B) diminuiram de maneira dose
dependente a permeabilidade a fluoresceina de forma significativa (P<0,05) para a L-
cys na dose de (100 mg/kg) (205,70 + 36,30mmol/cm?, Painel B) e para o NaHS na
dose de 100um (315,60 +42,79).

Os animais tratados com a L-cys (159,6 + 42,46 mmol/cm?; Painel C/D)
diariamente, tiveram a passagem de fluoresceina diminuida de forma significativa
quando comparados ao grupo operado (p < 0,05). O pré-tratamento dos animais com
Hidroxilamina (Painel C) um antagonista da via CSE (597,80 + 192,90 mmol/cm?)
aboliu o efeito protetor da L-cys aumentando a permeabilidade transepitelial a
fluoresceina em camundongos com DRGE, entretanto quando os animais receberam
o0 tratamento com o antagonista da CBS, OAA, (Painel D) (235,6 + 45,84 mmol/cm?)
os efeitos benéficos da L-cys foram mantidos sem diferenca estatistica entre esse
grupo e o grupo que recebeu somente a L-cys. Esses resultados evidenciam que o
efeito protetor do sulfeto na mucosa para diminuir a permeabilidade a fluoresceina é
mediado via L-cys, por acdo da enzima CSE, mas nao da CBS.

A figura 14, painel E, também mostra o efeito do tratamento com D-cisteina no
modelo de doenga do refluxo, mas esse tratamento n&o foi efetivo em diminuir a
permeabilidade da mucosa esofagica a fluoresceina, mostrando que n&o houve
diferenca estatistica entre o grupo tratado com D-cis (518,50 + 90,32 mmol/cm?) e o

grupo operado.
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Figura 14: Efeito do H.S na permeabilidade a Fluoresceina
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Legenda:Os animais tratados com a L-cys ou NaHs tiveram a passagem de
fluoresceina diminuida de forma significativa quando comparados ao grupo operado
(p < 0,05). Entretanto, o pré-tratamento dos animais com Hidroxilamina um
antagonista da via CSE aboliu o efeito protetor da L-cys, e quando os animais
receberam o tratamento com o antagonista da CBS o OAA os efeitos benéficos da L-
cys foram mantidos sem diferenca estatistica entre esse grupo e o grupo que recebeu
somente a L-cys. O efeito do tratamento com D-cisteina néo foi efetivo em diminuir a
permeabilidade da mucosa (Painel C). Todos esses parametros foram avaliados em
amostras de esb6fago distal dos animais eutanasiados no 3° pos-cirargico. Os
resultados sdo expressos como meédia £ E.P.M de 6-8 animais por grupo e foram

analisados pelo teste One-way ANOVA seguido pelo teste de Newman—Keuls. #
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comparado ao grupo SHAM; * comparado ao grupo operado. A estatistica foi

considerada significativa quando o valor de *P < 0,05.

5.4 EXPRESSAO DA CSE E HIF-2A POR WESTERN BLOTTING

Na figura 15, é mostrada a expressao da CSE realizada por Western Blotting,
no qual ocorreu um aumento da expressdo dessa enzima (p < 0,05) nos animais que
foram induzidos a doenca do refluxo (5,06 + 1,26 mg/proteina), quando comparados
ao grupo controle Sham (1,01 £0,28 mg/proteina; Painel A/ B). Por outro lado, quando
0s animais receberam a L-cys (2,00 = 0,55 mg/proteina) como tratamento, observou-
se uma diminuicdo da expressao da CSE de forma significativa, quando comparados
ao grupo operado.

Na figura 15, é possivel notar 0 aumento significativo (p < 0,05) da expressao
de HIF-2qa, nos animais onde foi induzida a doenca do refluxo (1,04 = 0,19 mg/proteina;
Painel C/D), quando comparado ao grupo controle Sham (0,26 + 0,03 mg/proteina).
Por outro lado, quando os animais receberam a L-cys (0,45 + 0,08 mg/proteina) como
tratamento, observou-se uma diminuicdo da expressdo da HIF-2a de forma

significativa (p < 0,05), em comparac¢éo ao grupo operado.
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Figura 15: Analise do H.S na expresséo de CSE e HIF2-a
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Legenda: Ocorreu um aumento da expressao da CSE nos animais onde foi induzida
a doenca do refluxo quando comparados ao grupo controle Shaw por outro lado
guando os animais receberam a L-cys como tratamento observou-se uma diminuicéo
da expressdo da CSE de forma significativa quando comparados ao grupo operado
(Painel A,B) Conforme estd sendo mostrado na figura 15 Painel C,D ocorre um
aumento significativo da expresséo de Hif-2a nos animais onde foi induzida a doenga
do refluxo quando comparado ao grupo controle Shaw. Todos esses parametros foram
avaliados em amostras de esodfago distal dos animais eutanasiados no 3° pos-
cirtrgico. Os resultados sao expressos como média + E.P.M de 6-8 animais por grupo
e foram analisados pelo teste One-way ANOVA seguido pelo teste de Newman—Keuls.
# comparado ao grupo SHAM; * comparado ao grupo operado. A estatistica foi

considerada significativa quando o valor de *P < 0,05.
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5.5 AVALIACAO DAS ALTERACOES FUNCIONAIS DE BARREIRA DA MUCOSA
ESOFAGICA DE BIOPSIAS DE PACIENTES COM DRGE.

5.5.1Resisténcia Elétrica Transepitelial (RET) de Biopsias Humanas

A figura 16 mostra que a mucosa esofagica dos pacientes com erosao
apresenta uma resisténcia elétrica transepitelial basal significativamente maior
gquando comparado aos pacientes com esofagite ndo erosiva (196,7 + 17,46 Q/cm2

versus 136,8 £ 10,47 Q/cm2, respectivamente).

Figura 16: Avaliacdo da RET em biopsias de pacientes com DRGE
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Legenda: A amostras dos pacientes foram coletadas e avaliadas em camara de
Ussing, observamos que houve uma diminui¢cdo da Resisténcia Elétrica Transepitelial
nas amostras de biopsias de pacientes com erosao quando comparado aos pacientes
com esofagite ndo erosiva. Os resultados sdo expressos como a média + erro padréo
da média n=14 para esofagite e n = 8 para Esofagite ndo erosiva. *P < 0,05 vs

Esofagite (Foi usado o teste de Shapiro-Wilk posteriormente o teste t student).
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5.6 AVALIACAO DE CITOCINAS INFLAMATORIAS: IL-8, TNF-A, IL-1B

Na figura 17 observa-se que o0 aumento significativo (p < 0,05) dos niveis das
citocinas IL-8 nos pacientes com doenca do refluxo erosiva (249,9 + 58,82 pg/mg;
Painel A) quando comparados aos pacientes com esofagite sem eroséo (43,81 + 11,05
pg/mg). Além dessa citocina, o TNF-a também foi avaliado, conforme mostra a Figura
17, painel B, no qual os niveis foram mais elevados nos pacientes com a doenca do
refluxo erosiva (490,90 + 91,82 pg/mg) (p < 0,05), quando comparados aos pacientes
com esofagite nao erosiva (223,30 + 43,25 pg/mg). Portanto, a progressao da doenca
pode ser correlacionada com o maior aumento da liberagcdo/mediacao de citocinas
inflamatorias, na mucosa esofégica.

No painel C, figura 17, € possivel observar que os niveis de IL-1p aumentaram
de forma significativa (p < 0,05) nos pacientes com a doenga do refluxo erosiva
(296,00 + 33,96 pg/mg), quando comparados aos pacientes do fenétipo ndo erosivo

(106,10 £ 31,30 pg/mg).

Figura 17: Avaliacéo de citocinas inflamatdrias: IL-8, TNF-a e IL-1.
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Legenda: Observa-se 0 aumento significativo dos niveis das citocinas IL-8, IL-1j,
TNF-a nos pacientes com doenga do refluxo erosiva e também nos pacientes com
esofagite sem eroséo, quando comparados ao grupo controle de pacientes saudaveis.
Os resultados sdo expressos como média + E.P.M de n=8 controle, n=14 Esofagite,
n=8 esofagite ndo erosiva, pelo teste (Foi usado o teste de Shapiro-Wilk,

posteriormente Teste T student *P < 0,05 versus grupo NERD.

5.7 EXPRESSAO DA CSE E HIF2-a POR WESTERN BLOTTING EM BIOPSIAS DE
PACIENTES

Observa-se, na Figura 18, que o aumento significativo da expressao da CSE
em bidpsias de pacientes com doenca do refluxo erosiva (0,96 + 0,34 mg/proteina;
Painel A), quando comparados aos pacientes com doenca do refluxo nao erosiva (5,33
+ 1,51 mg/proteina; Painel B).

Além disso, é possivel notar um aumento significativo da expressao da HIF2-a
em bidpsias de pacientes com doenca do refluxo erosiva (2,90 + 0,87 mg/proteina;
Painel C), quando comparados aos pacientes com doenca do refluxo nédo erosiva

(0,46 + 0,11 mg/proteina; figura 18, painel D).
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Figura 18: Expressdo da CSE e Hif-2a por Western Blotting em biopsias de
pacientes
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Legenda: Observa-se um aumento significativo da expressédo da CSE em bidpsias de
pacientes com doenca do refluxo erosiva quando comparados aos pacientes com
doenca do refluxo ndo erosiva. Além disso, houve um aumento significativo da
expressdo da HIF2-a em bidpsias de pacientes com doenga do refluxo erosiva,
guando comparados aos pacientes com doenca do refluxo ndo erosiva. Os resultados
S80 expressos como a média * erro padrdo da média, n=14 para esofagite erosina e
n=8 para esofagite néo erosiva. *P < 0,05 vs Esofagite (Foi usado o teste de Shapiro-
Wilk posteriormente o teste t student).
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, a sintese de H2S, um mediador gasoso, que desempenha
papéis importantes na defesa da mucosa, exerceu efeitos protetores significativos nos
modelos de esofagite ndo erosiva. Além disso, o tratamento com L-cys e NaHS foram
efetivos em diminuir o peso umido e a atividade da Mieloperoxidase, bem como os
niveis de citocinas pro-inflamatorias. Ademais, restaurou a integridade da mucosa
esofagica, por aumentar a resisténcia elétrica transepitelial e diminuir a
permeabilidade a fluoresceina. Nos parametros inflamatérios, como na funcdo de
barreira, seu efeito protetor foi mediado pela CSE. Entretanto, quando essa a via foi
bloqueada o seu efeito protetor foi perdido. Além disso, mostramos que a expressao
da CSE é alterada pela hipoxia, e que existe a expressdo aumentada de HIF-2a no
modelo avaliado, e que o tratamento com H2S diminui a expressao desse fator indutor
de hipoxia.

Mostramos também que, existe uma expressdo maior de CSE em pacientes
com a doenca do refluxo erosiva, correlacionado com a maior expresséo de HIF2-a e
maior producdo de citocinas pro-inflamatoérias como IL-8, IL1B e TNF-a. Conclui-se,
assim, que existe uma correlacéo entre o sulfeto a hipoxia e a progressao da doenca
do refluxo.

Neste estudo, usamos o modelo murino de Doenca do Refluxo padronizado
previamente por Silva et al (2017) o qual foi feito com as adaptacdes da técnica
proposta por Omura et al. (1999) para Esofagite erosiva (EE) em ratos. As
caracteristicas deste modelo animal sédo: 1) AlteracBes histopatolégicas esofagicas,
mas sem erosfes macroscopicas, 2) A resposta inflamatoéria (edema, infiltracdo de
células polimorfonucleares e citocinas pré-inflamatérias) atingiu o pico 3 a 7 dias 3)
integridade da mucosa esofagica prejudicada. Entretanto, em nosso estudo o0s
animais foram eutanasiados no terceiro dia de pds-operatério e obervou-se alteracédo
da resisténcia basal e aumento da permeabilidade a fluoresceina, em comparacao
com animais simulados (controle).

Nossos resultados mostraram que o tratamento com H2S atenua os parametros
inflamatérios no modelo murino usado no estudo, onde no terceiro dia foi observado
um pico da resposta inflamatéria, e esse efeito protetor foi dependente da via de
producdo CSE. No entanto, € necessario discutir alguns pontos para que se possa ter

uma melhor compreenséo dos resultados obtidos.
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O H,S endogeno é encontrado em varios tecidos, como sistema nervoso
central, figado, rins, sistema cardiovascular, pulmdes e trato gastrointestinal. O H,S é
gerado enzimaticamente através da via de transsulfuracédo reversa pela atividade da
cistationina-B-sintase (CBS), cistationina-y-liase (CSE) e 3-mercaptopiruvato
sulfurtransferase (3MST). Existem vias ndo enzimaticas de geracdo de H,S que
reduzem o enxofre elementar a H,S. No entanto, essas vias respondem apenas por
uma pequena quantidade de H,S produzida nos tecidos dos mamiferos. CBS e CSE
produzem H,S usando |-cisteina e homocisteina como substratos. O 3-MST faz isso
por meio da sintese intermediaria de 3-mercaptopiruvato, que € produzido pela
cisteina aminotransferase (CAT) usando cisteina como substrato 9 SHIBUYA et al.,
2013; SOUZA et al., 2017; SONG et al., 2022).

No que diz respeito a resposta inflamatoria, no presente estudo nés avaliamos
a atividade da mieloperoxidase (MPO), um marcador bioquimico do infiltrado de
granulécitos no esdfago e que esta presente principalmente em granulos azurofilicos
de neutréfilos (MALLE et al., 2007). Tanto o tratamento com a L-cys na dose de 100mg
e com NaHS na dose de 100 um foram efetivos na diminuicdo do peso Umido e na
reducdo da mieoloperoxidase respresentando, assim, um indicativo de diminuicéo de
edema inflamatério (Silva et al., 2017). Nossos resultados estdo de acordo com 0s
dados da literatura onde varios estudos mostram que o H2S é capaz de inibir o
rolamento e adesdo firme dos leucécitos ao endotélio, e, além disso, promove uma
inativacao da atividade da enzima mieloperoxidase (MPQO). O tratamento com NaHS
reduziu significativamente os niveis de MPO, enquanto o tratamento com PAG
(antagonista da CSE) reverteu o efeito protetor do H,S. (WALLACE et al., 2014;
ZAYACHKIVSKA et al., 2017).

Em sequéncia, no presente estudo, analisamos os niveis de citocinas pro-
inflamato6rias como um possivel mecanismo envolvido na quimiotaxia de neutréfilos
para o es6fago (TURNER et al., 2014). Nossos resultados mostraram que 0s animais
operados e eutanasiados dia no 3° pds-cirdrgico, apresentaram niveis aumentados da
guimiocina derivada de queratindcitos (KC, que corresponde a IL-8 em humanos) e
de IL-6 no es6fago, comparados com animais do grupo sham. E que nos animais que
receberam o L-cys como tratamento houve a diminui¢cdo dos niveis de KC e IL-6, e
gue esse efeito protetor era via CSE, mas néo via CBS.

Por muitos anos, acreditou-se que a EE resulta da queimadura de acido e leséo

quimica. Pensava-se que a EE se apresentava quando o epitélio escamoso do
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esbfago € exposto ao contetdo do suco gastrico refluido, como acido e pepsina. Essas
substancias danificam os complexos juncionais que mantém as células unidas e
tornam o epitélio permeavel, permitindo que o acido entre e ataque as células
epiteliais, danifique o tecido esofagico e cause a morte celular (WINKELSTEIN et al.,
1935; DODDS et al., 1981; TOBEY et al., 2008).

No entanto, ao contrario do passado, alguns pesquisadores tém relataram que
as complicacdes do refluxo séo decorrentes do envolvimento do sistema imunoldgico
e da inflamacéo. De fato, o &cido e a pepsina podem induzir danos macroscépicos
significativos nas células escamosas do es6fago. O tecido danificado e inflamado
libera mediadores inflamatoérios detectados pelo sistema imunoldgico. Além disso, em
resposta a esses produtos quimicos, as células endoteliais produzem moléculas de
adesdo que absorvem e ativam os leucdécitos, causando assim condicbes de
inflamac&o (FARRE et al., 2010; TOBEY et al., 2008; SOUZA et al., 2017; PARIS;
SOUZA, 2021). Uma vez que a anormalidade esofagica as células escamosas
esofagicas expostas ao refluxo produziram citocinas pro-inflamatérias que estavam
atraindo células imunes para o tecido. E varios estudos mostraram que ocorre um
aumento da expressao de interleucina (IL)-8, uma potente citocina pro-inflamatoria,
dentro e ao redor das células escamosas na superficie luminal do eséfago de ratos
logo apds a esofagogudenostomia, antes do aparecimento de inflamacéo epitelial
significativa (FARRE et al., 2010; TOBEY et al., 2008; SOUZA et al., 2017; PARIS;
SOUZA, 2021)

Ja é bem descrito na literatura o efeito anti-inflamatério do sulfeto de hidrogénio
e sua capacidade de suprimir a producao de citocinas pro-inflamatorias (incluindo IL-
1, IL-2, IL-8 e TNFa), mantendo ou aumentando a produgdo de IL-10, em modelos
experimentais de inflamacao. A supressédo da producéo de IL-8 em queratinécitos por
H2S foi relatada como uma consequéncia da diminuicdo da producéo de IL-17, pois a
IL-17 pode induzir a producéo de IL-8 (WALLACE et al., 2015; WALLACE et al., 2018;
ZHENG et al., 2018; CIRINO; SZABO; PAPAPETROPOQULOS, 2022; POZZI et al.,
2022)

No trabalho de Wallace e colaboradores (2014) eles modularam o efeito
protetor do NaHSs, investigando a sua via de producdo. Eles observaram que apos a
supressdo da sintese enddgena de H:2S, houve alteragcbes marcantes nos niveis
séricos de citocinas anti-inflamatorias e proé-inflamatérias. O tratamento com PAG

resultou em reducdes significativas na IL-10 sérica e aumentos na IL-17. Além disso,
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o trabalho de Wallace e colaboradores (2015) mostrou que a inibi¢do da via CSE, com
a administracdo de PAG, levou ao aumento de escores histolégicos e aumento de
lesbes em outro modelo de esofagite. A administracdo do doador da sintese de H.S,
atenuou significativamente as lesbes esofdgicas e reduziu os danos a juncao
esofagogastrica. Portanto, nossos dados estdo de acordo com a literatura mostrando
gue existe a resposta inflamatoria na DRGE e que o sulfeto é eficaz na diminuicdo dos
niveis de citocinas pro-inflamatorias via CSE.

Com relacéo aos parametros de barreira, nossos resultados mostraram que o
H2S, tanto com uso de NaHS, como de L-cys, foi efetivo em aumentara a resisténcia
elétrica transepitelial e diminuir a permeabilidade paracelular. A medicdo da
permeabilidade fornece informacdes adicionais ao lado da medicdo da TER,
fornecendo uma medida funcional da integridade da mucosa.

A inflamacdo aguda caracterizada por neutréfilos pode ser responsavel pela
lesdo esofagica aguda, mas é a inflamacgéao crénica que pode ser responsavel pelos
sintomas crénicos da DRGE. Como cascatas inflamatdérias especificas podem diferir
entre os individuos, o tipo de inflamacg&o pode potencialmente explicar a variagdo na
percepcdo dos sintomas na DRGE. O aumento da permeabilidade paracelular,
demonstrado por um fluxo aumentado de fluoresceina e TER reduzido em NERD, em
comparacao com 0s controles, estd associado também ao rompimento da juncéo
aderente que circunda a membrana da célula epitelial (TOBEY et al., 2004;
2011BARLOW,; ORALANDO , 2005;TOBEY et al., 2007; DENT et al., 2007; TOBEY
et al., 2008; FARRE et al., 2010; GOLDMAN et al.,2011; Holzer et al., 2015).

Mostramos também que houve diferenca na resisténcia Basal de pacientes com
esofagite sem erosdo e esofagite erosiva. E possivel que a geracédo da inflamacéo
dentro da mucosa cause edema intercelular através do vazamento de fluido vascular,
resultando em DIS e aumentos adicionais na permeabilidade da barreira epitelial.
Interrupgdes da funcao de barreira epitelial esofagica, por sua vez, permitem maior
exposicdo de células epiteliais e nervos da mucosa aos componentes nocivos do
refluxo levando a uma retro-alimentacao positiva do ciclo. Ultimamente, tem havido
um interesse consideravel na integridade da mucosa esoféagica em relacdo a DRGE,
pois as alteracdes da integridade estao ligadas aos sintomas de refluxo e a progressao
da doenca. As alteracbes da integridade da mucosa esofagica sédo detectadas

morfologicamente pela presenca de espacos intercelulares dilatados (DIS), descritos
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pela primeira vez em pacientes com esofagite de refluxo e posteriormente em
pacientes com doenca de refluxo néo erosiva (NERD). (TOBEY et al., 2004; BARLOW;
ORALANDO , 2005; FARRE et al., 2010; Ustaoglu et al., 2020).

Os eventos moleculares responsaveis pelos defeitos na funcdo de barreira,
envolvem mudancas na estrutura e na funcdo das moléculas de adesdo. O aumento
da permeabilidade paracelular, demonstrado por um fluxo aumentado de fluoresceina
e TER reduzido em NERD, em comparagdo com o0s controles, esta associado ao
rompimento da juncdo aderente que circunda a membrana da célula epitelial. A
ativacao induzida por acido luminal de uma desintegrina e metaloproteinase (ADAM-
10) e sua subsequente clivagem da proteina de juncdo aderente E-caderinas, foram
identificadas como os principais contribuintes de uma barreira juncional alterada no
epitélio esofagico (JOVOV et al., 2011; ASAOKA et al., 2005; MIWA et al., 2009; LI;LlI,
2009; MONKEMULLER et al., 2012).

TJs sdo componentes importantes na construcdo de uma barreira constitutiva
dentro das células epiteliais e consistem em claudinas, ocludinas, moléculas de
adesdo juncional e a zbnula de adesdo. Além de refluxo acido, duodenal e/ou
componentes do conteudo de refluxo, como sais biliares e tripsina, tém o potencial de
interromper a funcdo de barreira do es6fago em parte modulando a expressdo de
proteinas TJ, como claudina-3, claudina-4,e E-caderina. Foi demonstrado que o acido,
acidos biliares e pepsina interrompem o epitélio escamoso funcdo de barreira
parcialmente modulando a expressao de proteinas TJ, como claudin-1, claudin4 e
ocludina, conforme testado por coloracdo com imunofluorescéncia. (FRIEDMAN,
1998; TSUKAMOTO, 1999; FURUTA, 2001; BJORKMAN, 2013;KIM et al., 2019)

A hipoxia, por exemplo, influencia drasticamente a integridade da JT e pode
resultar na perda da funcao de barreira. A funcao epitelial e a integridade da barreira
sdo ainda reguladas pela baixa tensdo de oxigénio, por meio de vias adaptativas
induzidas por HIF, além disso, a deplecdo de HIF2-a resultou em anormalidades
morfologicas profundas no nivel da juncdo apertada, caracterizada por
distribuicdodesigual de ZO1 e ondulacdes irregulares no nivel da TJ (FURUTA, 2001,
TAYLOR; DZUS; COLGAN, 1998; STEINER et al., 2022).Portanto nossos resultados
podem ser explicados uma vez quanto maior foi a hipdxia, maior foram as alteracdes
na resisténcia e permeabilidade esofagica.

Um modelo de rato de EE feito por OKUYAMA e colaboradores (2007),

identificou a interleucina-6 como um mediador para a regulacdo negativa de
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desmossomos, o inicio de DIS, e, subsequentemente, contatos célula-célula
defeituosos. Além disso, padrdes distintos de localizacao e expressao de proteinas de
juncdes apertadas (Occludin, Claudin-1-4) foram descritos. O alargamento dos
espacos intercelulares na mucosa esofagica danificada por acido/pepsina, pode ser
resultado de necrose tecidual no primeiro estagio, proporcionando, assim, maior
permeabilidade através da mucosa esofagica (WOODLAND; SIFRIM, 2014,
RAMNANI; MUKHERJEE; BISHARAH, 2018; FASS et al., 2021).

Nossos resultados mostraram que o Hz2S atua tanto na diminui¢éo da IL-6, como
restaura a resisténcia tecidual basal, promovendo diminuicdo da permeabilidade
paracelular. Acredita-se que esse mecanismo seja dependente da producéo de sulfeto
via CSE. O estudo de Zayachkivska e colaboradores (2016) mostrou também que o
H2S foi efetivo na defesa da mucosa esofégica e gastrica em um modelo de rato de
lesdo por estresse, onde o tratamento diminuiu de forma significativa os niveis
sorologicos de VCAM-1, IL-6.

CSE nao é expressa constitutivamente nas células; sua expressao é altamente
induzivel nas células por uma variedade de estimulos, incluindo, estresse oxidativo,
por inflamacéao e estimulacédo de LPS e TNF-a leva ao aumento da expressao de CSE
e producédo de H 2 S, bem como subsequente persulfidagdo de NF-kB e recrutamento
para promotores de genes antiapoptoticos ( MURPHY; BHATTACHARYA,
MUKHERJEE, 2019).

O H:2S, derivado do CTH, estd implicado na regulamentacdo de mudltiplos
eventos fisioldgicos, incluindo resposta imune, diferenciacdo celular, cancer,
envelhecimento e processo de leséo e injuria tecidual (ZHANG et al., 2017; MCBEAN
etal., 2017). Em nosso modelo de DRNE existe um maior volume de contetdo gastrico
em virtude da amarragcdo do fundo do estbmago e insercdo de um anel na regido
pilérica, fazendo com que o conteudo gastrico fique frequentemente refluindo sobre o
esbfago. A partir disso, observamos que, quanto maior a expressao de CSE, maior a
inflamacé&o observada. Isso pode ser observado também pela presenca de maiores
niveis de MPO e citocinas inflamatorias.

Estudos anteriores ja haviam mostrado que a liberacdo mucosa de H2S e a
expressdo de mRNA de CSE aumentarm em resposta ao acido gastrico. Dessa forma,
em consonancia com a literatura, o presente estudo mostrou que a expresséo de
MRNA de CSE aumenta consideravelmente em resposta a distensdo gastrica.

Portanto, esses achados revelaram que o &cido gastrico, além de up-regulation da



81

expressdo génica de CSE, aumentou sua expressao protéica. Eles concluiram que
em condicdes fisiologicas qualquer aumento na secrecdo de acido gastrico ou
qualquer diminuigdo no pH intra-géstrico pode resultar com aumento da expresséao de
CSE (MARD et al., 2016; MARD et al., 2018).

Mostramos também por andlises de Western Blotting que ocorre um aumento
da expressdo de CSE nos animais operados, e que o tratamento com L-cys foi capaz
de diminuir a expressdo da CSE, e que essa expressao € influenciada pela hipoxia,
nossos dados estdo de acordo com a literatura onde a via H2S/CSE tem sido
indiretamente ligada a hipdxia, e o H2S pode proteger células de mamiferos contra
lesBes induzidas por hipéxia.

Estudos evidenciaram que existe uma correlagdo entre a transcricdo e
expressao da CSE na hipoxia tecidual. Os niveis da CSE aumentam durante a hipoxia,
sugerindo que a regulacao positiva de CSE em células de mamiferos pode proteger
parcialmente as células da hipdxia letal, possivelmente aumentando o contetudo de
H2S, tamponando o consumo de O2 dentro das células (WANG;GUO;WANG; 2014).

Em outros 6rgdos, essa relacdo ja havia sido estudada. E bem descrito na
literatura, que essa molécula, Hz2S, possui efeito vasodilatador. Além disso, quando é
produzido pela enzima cistationina-y-liase (CSE), torna-se um mediador critico da
deteccao de hipdxia pelo corpo carotideo. Esses resultados demonstram que o H2S é
um importante mediador fisiol6gico da resposta das células gldémicas a hipdxia.
(MAKARENKO et al., 2012; PRABHAKAR et al., 2015).

Outro trabalho também avaliou que inibicdo do sistema endégeno CSE/ H.S,
aumenta a hipdxia e apoptose induzida por privacdo de soro em células-tronco
mesenquimais. Levando em consideracdo o fato de que a hipdxia/SD diminui a
geracdo enddgena de HS e inibe a expressdo de CSE em células mensenquimais,
confirma-se a correlacéo entre a expressao de CSE e a hipdxia observada no nosso
trabalho (LI et al., 2014). Com relagao a expressédo de CSE, Wang & Guo (2014),
mostraram que a hipoxia regulou a expressado de CSE em células de mamiferos de
maneira complexa, onde transcricdo de CSE passou por um periodo de repressao e
recuperacgdo, enquanto os niveis totais de mRNA e proteinas aumentaram durante a
hipoxia (WANG; GUO; WANG, 2014).

Nosso trabalhou mostrou que, existe uma influéncia da hipdxia e expresséao de
CSE atraves da avaliagédo da expressao de HIF2-a. Mostramos ainda que, quanto

maior a inflamacdo, como a que foi observada nos animais operados e que nao
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receberam tratamento, maior a expressao de HIF2-a. Além disso, quando os animais
receberam a L-cys como tratamento, houve a diminuicdo de citocinas inflamatorias e
menor expressao de HIF2-a. Nossos dados estédo de acordo com outros trabalhos que
também avaliaram o sulfeto e sua relacdo com as HIFS.

A pesquisa de Kai e colaboradores (2012) mostrou que o Hz2S impede que as
células estabilizem a proteina HIF-1a mesmo sob hipdxia, sem afetar a traducédo do
MRNA do HIF-1a em proteina. Notavelmente, o NaHS também inibiu o acumulo da
proteina HIF-2a, cuja estabilidade € regulada quase pelo mesmo mecanismo que
regula a estabilidade da proteina HIF-1a em células Hep3B, sob condicédo de 1% de
02.

Assim, em nosso trabalho, sempre que houve a inibicdo da CSE, teve-se um
aumento do processo inflamatorio, pois a sintese de H2S se mostrou importante na
mediacao de processos inflamatérios e na promocao da reparacao tecidual no trato
gastrointestinal.  Dados da literatura também confirmaram isso. Ao avaliar
experimentos associados a colite, Flannigan e colaboradores (2014), mostraram que,
a produgcdo de H2S aumentou consideravelmente, especialmente em locais de
ulceracdo da mucosa. Em contra partida, a inibicdo da atividade do CSE, durante a
colite, exacerbou todos os parametros inflamatérios avaliados, assim como promoveu
maior leséo tecidual.

Usando amostras de biopsias humanas, mostramos que também existe a
expressdo de CSE e que a mesma é maior em pacientes com esofagite erosiva, onde
ocorre aumento da expressado de HIF-2a e de citocinas pro-inflamatérias como IL-8;
Tnf-a e IL-1B. Nossos resultados mostraram que pacientes com esofagite erosiva, 0s
niveis de IL-8, TNF-a e IL1- 3, foram mais elevados. Altos niveis de expresséo de IL-
8 foram encontradas em pacientes com esofagite erosiva e se correlacionam com a
presenca de neutrdéfilos intraepiteliais, em comparacdo com amostras de tecido de
biépsia de pacientes com esofagite ndo erosiva (FITZGERALD et al., 2002; ISOMOTO
et al., 2003; YOSHIDA et al., 2004; ISOMOTO et al., 2004; CHENG et al., 2006; OH
et al., 2007;RIEDER et al., 2007).

A expressdo de citocinas (inflamatérias e anti-inflamatérias) na mucosa
esofagica em pacientes com sintomas de DRGE e seus fendtipos endoscépicos,
foram avaliados em diferentes estudos. Além da IL-8, outras citocinas pro-
inflamatorias, que podem contribuir para a patogénese da esofagite de refluxo, foram

encontradas em amostras de bidpsia esofagica de pacientes com DRGE, incluindo IL-
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1B, IL-6, proteina quimioatraente de mondcitos 1 (MCP-1), IL-33 e fator de necrose
tumoral (TNF)-a (FITZGERALD et al., 2002; ISOMOTO et al., 2003; YOSHIDA et al.,
2004; ISOMOTO et al., 2004; CHEMNITZER et al., 2017; ZAVALA-SOLARES et al.,
2021).

ZAVALA-SOLARES et al (2021), mostraram um perfil de expressédo semelhante
entre EE e NERD com aumento da expresséo de IL-1( e IL-6. Especificamente, a IL-
1B esta aumentada tanto na mucosa esofagica quanto nas camadas musculares do
es6fago de pacientes com EE. Porém, mesmo esses achados ndo explicam por que
pacientes com refluxo patolégico podem apresentar erosées e outros ndo. Entretanto,
ao comparar a expressdo de citocinas nesses dois grupos, esse achado
potencialmente indica que essas citocinas estdo envolvidas no mecanismo de reparo
e dano da mucosa. (HAMAGUCHI, et al., 2003; RIEDER et al., 2007; SOUZA et al.,
2009; YANG; FRANCOIS; PEI, 2012).

Além disso, experimentos usando culturas de células escamosas de eséfago
humano, que sédo desprovidas de estroma e células inflamatérias, demonstraram que
uma breve exposicdo a solucdes acidas de sais biliares ndo induziu a morte celular,
mas sim levou as células a secretar IL-8 e IL-13, que por sua vez induzem a migracao
de linfécitos e neutréfilos. Assim, esses achados in vitro suportam o conceito de que
a secrecao de citocinas induzida por refluxo pelo eséfago, € o iniciador da esofagite
de refluxo (SOUZA et al., 2009; SOUZA et al., 2017).

De fato, em tecidos inflamados, como a esofagite de refluxo, sao
frequentemente hipéxicos, Estudos atuais sugerem que o fator inibidor de hipéxia 2a
(HIF2-a) esta envolvido na fisiopatologia da DRGE. O refluxo contendo &cidos e sais
biliares estimula a producéo de espécies reativas de oxigénio nas células epiteliais
esofagicas, reduzindo assim a atividade enzimatica da prolil hidroxilase (PHD).
Estabilizando, assim, o HIF2-a, permitindo que ele se acumule no citoplasma e se
transloque para o nucleo, para induzir a transcricdo de seus genes-alvo, que podem
incluir citocinas pro-inflamatorias (WATTS; WALMSLEY, 2019; PARIS; SOUZA, 2021,
KIANI et al., 2021).

Portanto, existe a correlagdo entre a expressédo de HIF2-a e a produgéo de
citocinas, como demonstrado em nosso estudo. Experimentos em células escamosas
de esb6fago humano expostas a sais biliares acidos in vitro produzem uma maior
quantidade de ROS, estabilizam o HIF-2a e secretam citocinas pro-inflamatorias.

Estas, por sua vez, sesencadeiam a migracdo de linfécitos T. Todos esses efeitos
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induzidos por sais biliares, podem ser bloqueados pela inibicdo de HIF-2a, por
knockdown genético ou por administracdo de um inibidor farmacolédgico de pequena
molécula altamente seletivo (SOUZA, 2016; HUO et al., 2017; SOUZA et al., 2017).

A ativagdo de HIF-2a induzida por sais biliares, também leva a ativacéo do fator
nuclear intensificador de cadeia leve kappa de células B ativadas (NFk-B) fator de
transcricdo, demonstrando crosstalk entre duas vias de sinaliza¢do pro-inflamatorias
chave. Espécimes de bidpsia de esofagite de refluxo aguda de pacientes,
demonstraram significativos aumentos na imunocoloragcédo epitelial para HIF-2a e
fosfo-p65 (uma subunidade NFk-B), bem como aumentos no mRNA para um ndamero
de citocinas pro-inflamatoérias, incluindo IL-8, IL-1B, TNF-a e ciclooxigenase-2
(SOUZA, 2016; HUO et al., 2017; SOUZA et al., 2017).

Esses espécimes de bidpsia também demonstraram associacdes entre niveis
de HIF-2a e niveis de mRNA para esses mediadores pro-inflamatérios, e entre HIF-
2a e fosfo-p65. Essas observacdes apoiam a hipétese de que a esofagite de refluxo
€ iniciada por meio de um processo mediado por citocina induzido por refluxo, no qual
0 HIF-2a desempenha um papel central (SOUZA, 2016; HUO et al., 2017; SOUZA et
al., 2017).

Portanto, no presente estudo, evidenciamos que a supressao da sintese de
H2S, um mediador gasoso mostrou desempenhar papéis importantes na defesa da
mucosa, exercendo efeitos protetores significativos nos modelos de esofagite nao
erosiva. Além disso, o tratamento com L-cys e foi efetivo em diminuir o peso imido e
a atividade da Mieloperoxidase, diminuindo os niveis de citocinas pro-inflamatérias,
restaurando a integridade da mucosa esofagica por aumentar a resisténcia elétrica
transepitelial e diminuir a permeabilidade a fluoresceina. Tal feito foi observado tanto
em parametros inflamatérios como na funcdo de barreira, no qual seu efeito protetor
foi mediado via CSE. Além disso, mostramos que a expressao da CSE é alterada pela
hipoxia, e que existe a expressao aumentada de HIF-2a no modelo avaliado, e que o
tratamento com H2S diminuiu a expressao desse fator indutor de hipoxia avaliado.

Devemos considerar algumas limitagdes no presente trabalho, onde a via do
HIF1-a ndo foi avaliada. Portanto, ndo podemos hipotetizar que o efeito do H,S nesse
modelo seja exclusivamente via HIF-2a, pois o mesmo n&o foi avaliado. Outra
limitacdo € a expressédo de CBS. Mesmo nesse modelo, o efeito seja principalmente
via CSE, ndo podemos afirmar que o H2S nesse modelo néo influencie na expresséo
de CBS.
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7. CONCLUSAO

Portanto, no presente estudo, evidencia-se que o H2S, um mediador gasoso
mostrou desempenhar papéis importantes na defesa e na manutencao da integriade

da mucosa esofagica com isso, pode se concluir que:

v O H:S foi efetivo em reduzir o peso umido esofagico no modelo de DRGE;

v" O H:S foi capaz de diminuir os niveis de atividade de mieloperoxidase (MPO)
e de citocinas pro-inflamatéria KC, e IL-6, e que a principal via de producéo é a
CSE

v' O H2S foi capaz de restaurar a integridade da mucosa esofagica por meio da
Resisténcia Elétrica Transepitelial (RET) e da permeabilidade em
camundongos com DRGE e esse efeito protetor foi via CSE.

v" O H2S foi efetivo em diminuir a hipoxia via CSE/ HIF-2a no modelo de DRGE
em camundongos por analise de Western blotting, por um mecanimos de
downregulation do HIF2- a

v" Houve uma maior expressdo da Hip6xia via CSE/HIF-2a em bidpsias de
pacientes com DRGE erosiva e néo erosiva feito por Western blotting.

v" Ocorreu um aumento de citocinas pré-inflamatérias: IL-8, IL-18 e TNF-a em
biopsias de pacientes com doenca do refluxo erosiva e ndo-erosiva onde maior

inflamacé&o foi correlacionada com a progresséo da doenca.
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Figura 19- Concluséo da tese.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "AVALIACAD DA ATIVACAD DE DIFERENTES VIAS DE PRODUGCAD DE SULFETO DE
HIDROGENIO NA HIPOXIA E ESTRESSE OXIDATIVD EM CAMUNDONGOS COM DOENCA DO REFLUXO GASTROESOFAGICO NAD-
EROSIVA ", protocalada sob o CEUA n® B908110521 poooz133), Sob a responsabilidade de Marcellus Henrigue Loiola Ponte de
Souza e equipe; Kerolayne de Melo Nogueira - que envolve a producdo, manutencao efou utilizagdo de animais pertencentes ao
filo Chardata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da
Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.89% de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Ceara (CEUA-UFC) na reunido de 22/03/2022.

We certify that the proposal "EVALUATION OF THE ACTIVATION OF DIFFERENT HYDROGEN SULPHIDE PRODUCTION PATHWAYS IN
HYPOXIA AND OXIDATIVE STRESS IN MICE WITH EXPERIMENTAL GASTROESOPHAGEAL REFLUX DISEASE", utilizing 248 Heterogenics
mice (248 males), protocol number CEUA §90B110521 o ooz, under the responsibility of Marcellus Henrique Loiola Ponte de
Souza and team; Kerolayne de Melo Nogueira - which invalves the production, maintenance andfor use of animals belonging to the
phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance
with Law 11.794 of October B, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules isswed by the National Cowncil for
Control of Animal Experimentation [CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University
of Ceard (CEUA-UFC) in the meeting of 03/22/2022.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

ANEXO Il
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO TITULO DA

PESQUISA: PROTECAO DA INTEGRIDADE DA MUCOSA CONTRA O REFLUXO
GASTROESOFAGICO- EFEITOS DE GASOTRANSMISORES.

O(a) senhor(a) esta sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa.
Sua participacdo é importante, porém néo deve participar contra a sua vontade.
Depois de ler as informacdes abaixo, ouga com atengéo as explicacdes que lhe serdo
dadas e faca qualquer pergunta que desejar para que todos os procedimentos desta
pesquisa sejam devidamente esclarecidos.

OBJETIVOS DA PESQUISA: O objetivo da pesquisa é avaliar o efeito protetor
de gasotransmisossores sobre a protecédo da integridade da mucosa contra refluxo
gastroesofagico (DRGE), esta doenca € prevalente em nossa populacdo (~20%) e
causa impacto dramatico sobre a qualidade de vida dos que sdo acometidos.
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PROCEDIMENTOS: Durante a sua consulta médica, o (a) senhor realizara uma
endoscopia digestiva para avaliar os seus sintomas de refluxo, durante este exame
sera realizada a coleta de uma biopsia para avaliar a resisténcia do seu eso6fago a
presenca do acido. Este procedimento ja seria realizado normalmente, entretanto se
vocé consentir serdo colhidas mais seis bidpsias para fim deste estudo. Durante a
endoscopia vocé sera sedado com medicamentos (Dormonid, Fentanil e Xilocaina
spray), a fim de reduzir o desconforto associado a este exame. O acréscimo de tempo
para realizar estas biopsias adicionais seré de apenas 2 minutos. Durante a semana
que antecede a consulta médica vocé ndo poderd fazer uso das seguintes
medicacfes: omeprazol, bromoprida, metoclopramida, domperidona e evitar a
ingestado de farinha de milho e abacaxi. RISCOS: Este exame tem um risco muito
baixo de complicagcdo como sangramento e ndo traz nenhum desconforto adicional
para o(a) senhor(a).

BENEFICIOS: Existe a possibilidade de a partir deste estudo ocorra o
desenvolvimento de produtos a partir de gasostranmisores com efeito protetor para o
refluxo gastroesofagico.

DIREITO DE SE RETIRAR DO ESTUDO: O(a) senhor(a) tem a liberdade de
desistir ou interromper a participacdo neste estudo no momento que desejar, sem
necessidade de qualquer explicacdo e sem que isso venha a interferir no seu
atendimento nesta instituicao.

CONFIDENCIALIDADE DA PESQUISA: As informacdes obtidas serao
analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgada a identificacao de
nenhum paciente.

DESPESAS E COMPENSACOES: O(a) senhor(a) ndo tera nenhuma despesa
com 78 este estudo e também nao tera compensacao financeira relacionada a sua
participacao.

GARANTIA DE ACESSO: Em qualquer etapa do estudo, o(a) senhor(a) tera
acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de
eventuais duvidas. Dados do pesquisador responsavel: Dr. Marcellus Henrique Loiola
ponte de Souza Telefone: (85)9921-0970 Setor de endoscopia digestiva do Hospital
Universitario Walter Cantidio-UFC. ATENCAO: Se vocé tiver alguma considerac&o ou
davida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do HUWC — Rua Capitdo Francisco Pedro 1290, Rodolfo Tedfilo;
fone: 3366-8589 — E-mail: cephuwc@huwc.ufc.br

O abaixo-assinado, , anos, RG n°
declara que é de livre e espontanea vontade que esta participando como voluntario
da pesquisa.

Eu declaro que li cuidadosamente este Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido e que, apos sua leitura tive oportunidade de fazer perguntas sobre o
conteado do mesmo, como também sobre a pesquisa e recebi explicacdes que
responderam por completo minhas duvidas. E declaro ainda estar recebendo uma
copia assinada deste Termo.

Data: [/ [
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Assinatura do paciente/representante legal

Data: [/ [

Assinatura da testemunha




