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RESUMO

A doenca do refluxo gastroesofagico (DRGE) tem alta prevaléncia mundial e impacto
sobre a qualidade de vida. No entanto, pacientes com DRGE apresentam diferencas
na integridade da mucosa esofagica e ndo respondem bem ao tratamento com
inibidores da bomba de protons (IBPs). Assim, o presente estudo visa caracterizar a
integridade da mucosa esofagica em fendétipos de DRGE e investigar o efeito da
protecdo com polissacarideo sulfatado da Gracilaria caudata (PGC). Foi aplicado
termo de consentimento, seguido de questionario padronizado para pacientes com
DRGE. Seis biopsias esofagicas foram coletadas e montadas em camaras de Ussing
e avaliada a resisténcia elétrica transepitelial (RET) basal. PGC foi aplicado
topicamente (0,1; 0,3 e 1%) seguida de exposicdo com solucdo acida (pH 2,0)
contendo pepsina e acido taurodeoxicdlico (TDCA) durante 30 min, onde a RET foi
continuamente medida. Bidpsias controle foram submetidas apenas a solu¢éo acida.
Em seguida, a solucdo acida foi substituida por solucdo de fluoresceina, para
avaliacdo da permeabilidade. Um total de 37 pacientes com DRGE, categorizados em
pacientes sem eroséo (PSE) (n=19) e pacientes com esofagite erosiva (PEE) (n=18),
com predominio do género feminino (F/M-24/13). Comparado ao PSE, PEE
apresentaram maior frequéncia de pirose e uso de IBPs, mas RET basal
significativamente menor (114.4 + 5.4 e 163.2 + 8.19 Q/cm?, respectivamente; P <
0,01). A solucéo acida promoveu uma queda gradual na RET de PSE e PEE (27,21 +
2.4 e 19,92 £ 1,7 % de queda, respectivamente; P < 0,01), e similares RET ao final de
30 min (PSE: 77 [26-218] versus PEE: 91,5 [43-263] Q/cm2; P = 0,20). N&o houve
diferenca significativa (P = 0,30) na permeabilidade apds exposi¢cdo com solucéo acida
(PSE: 194,4 + 40,2 e PEE: 222,8 £ 62,9 Tn/To). Por outro lado, a aplicacao topica do
PGC preveniu significativamente (P < 0,001) e de forma concentracdo-dependente,
com efeito maximo na concentracdo de 1%, as alteracbes na RET em PSE (4,06 +
4,08 de queda), mas ndo em PEE (20,83 + 3,50 de queda), comparado ao controle
(27,21 £ 2.4 % e 19,92 + 1,7%, respectivamente). PGC também preveniu o aumento
da permeabilidade em PSE (72,02 + 26,7 Tn/To) e em PEE (43,88 = 22,5 Tn/To),
comparado ao controle (194,4 + 40,2 e 222,8 + 62,9 Tn/To). Conclui-se que PSE e
PEE apresentam diferencas no comprometimento da integridade da mucosa
esofégica e que a aplicacao topica do PGC previne alteracfes na mucosa em biopsias
de PSE.

PALAVRAS-CHAVE: Doenca do Refluxo Gastroesofagico. Mucosa Esofagica.
Protecdo Topica. Gracilaria caudata



ABSTRACT

Gastroesophageal reflux disease (GERD) has a high global prevalence and impact on
quality of life. However, patients with GERD have differences in esophageal mucosa
integrity and do not respond well to treatment with proton pump inhibitors (PPIs). Thus,
the present study aims to characterize the integrity of esophageal mucosa in GERD
phenotypes and to investigate the effect of protection with sulfated polysaccharide from
Gracilaria caudata (PGC). A consent form was applied, followed by a standardized
questionnaire for patients with GERD. Six esophageal biopsies were collected and
assembled in Ussing chambers and the basal transepithelial electrical resistance
(RET) was evaluated. PGC was applied topically (0.1, 0.3 and 1%) followed by
exposure with acid solution (pH 2.0) containing pepsin and taurodeoxycholic acid
(TDCA) for 30 min, where RET was continuously measured. Control biopsies were
submitted to the acidic solution only. The acid solution was then replaced with
fluorescein solution for permeability evaluation. A total of 37 patients with GERD,
categorized in patients without erosion (PSE) (n = 19) and patients with erosive
esophagitis (PEE) (n = 18), with predominance of females (F / M-24/13). Compared to
PSE, PEE presented higher frequency of heartburn and use of PPIs, but significantly
lower baseline RET (114.4 £ 5.4 and 163.2 £ 8.19 Q / cm2, respectively; P <0.01). The
acidic solution promoted a gradual decrease in RET of PSE and PEE (27.21 + 2.4 and
19.92 + 1.7% drop, respectively; P <0.01), and similar RET at the end of 30 min (PSE:
77 [26-218] versus PEE: 91.5 [43-263] Q / cm 2, P = 0.20). There was no significant
difference (P = 0.30) in the permeability after exposure with acid solution (PSE: 194.4
+ 40.2 and PEE: 222.8 £ 62.9 Tn / To). On the other side, the topical application of
PGC significantly prevented (P <0.001) and in a concentration-dependent manner,
with maximum effect at 1% concentration, changes in RET in PSE (4.06 + 4.08 fall),
but not in PEE (20.83 = 3.50 drop), compared to control (27.21 + 2.4% and 19.92 +
1.7%, respectively). PGC also prevented permeability increase in PSE (72.02 + 26.7
Tn/To) and in PEE (43.88 + 22.5 Tn/ To), compared to the control (194.4 + 40.2 and
222 ,8 £ 62.9 Tn / To). We conclude that PSE and PEE present differences in the
integrity of esophageal mucosa integrity and that the topical application of PGC
prevents mucosal changes in PSE biopsies.

KEYWORD: Gastroesophageal Reflux Disease. Esophageal Mucosa. Topical
Protection. Gracilaria caudata
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1 INTRODUCAO

A doenca do refluxo gastroesofagico (DRGE) € uma afeccdo cronica, muito
prevalente, com estimativas atuais de que 20% populacéo ocidental queixa-se de
sintomas pelo menos uma vez por semana (BREDENOORD, PANDOLFINO, SMOUT,
2013). Esta desordem é uma causa significativa de morbidade com impacto dramatico
sobre a qualidade de vida dos pacientes acometidos. Além disso, existe o componente
financeiro por meio do alto custo do tratamento a longo prazo e a diminuicdo de
produtividade ocasionando o afastamento do trabalho (DENT et al., 2005).

Ao exame endoscopico, pacientes com DRGE podem apresentar-se em trés
tipos: sem erosdo (pirose funcional, eséfago hipersensivel e doenca do refluxo
gastroesofafico [DRNE]), com erosédo (Esofagite erosiva) e com esbéfago de barrett
(EB). Pacientes com DRNE representam o fenotipo mais prevalente na DRGE (60-
70%) seguido de pacientes com esofagite erosiva (EE) (20%) e EB, (situacéo na qual
observa-se metaplasia celular na porcéo distal do es6fago) com cerca de 10-15% (EL-
SERAG et al., 2008; LOWE, HSU, 2017).

ASDYYGFCX O tratamento de primeira escolha para pacientes com
DRGE é baseado no uso de inibidores da bomba de prétons (IBPs). Entretanto grande
parte dos pacientes sao refratarios a esta terapia (cerca de 30%). Comparados aos
EE, pacientes com DRNE respondem sintomaticamente bem menos a terapia com
IBP (6-15% e 40-50%, respectivamente) (ORLANDO, 2009).

Em analise morfoldgica e funcional, pacientes com DRNE e EE apresentam
comprometimento da integridade da mucosa esofagica. Tem sido descrito que embora
pacientes com DRNE tenham discreta presenca (ou mesmo nenhuma) de erosao
visivel ao endoscopio, sua mucosa ndao € completamente normal. Em comparacao
com individuos saudaveis, eles possuem resisténcia elétrica transepitelial (RET) basal
semelhantes (RISMA et al., 2017), entretanto apresentam espacamento intercelular
dilatado (DIS) (CALABRESE et al., 2005).

Neste contexto, alguns trabalhos ja demonstram que a integridade da mucosa
esofagica (RET basal e permeabilidade paracelular) podem ser modificadas
negativamente quando exposta a solugbes fracamente e/ou fortemente acidas
contendo pepsina e/ou acidos biliares (biopsias humanas, mucosa esofagica a partir
de coelhos e camundongos) (FARRE et al., 2008, WOODLAND et al., 2011, SILVA et
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al., 2017).

Adicionalmente, Woodland e colaboradores (2017) demonstraram que
individuos saudaveis, pacientes com DRNE, EE e EB possuem fibras nervosas
aferentes distribuidas em locais distintos no epitélio da mucosa esofagica. Em
pacientes com DRNE as fibras nervosas estao dispostas mais proximas ao l[imen do
eso6fago distal comparado com individuos saudaveis, pacientes com EE e EB, na qual
os trés ultimos apresentaram fibras nervosas mais profundas no epitélio do eséfago
distal. Assim, teoricamente as alteracGes da integridade da mucosa podem promover
uma maior exposicao das fibras aferentes nos pacientes com DRGE ao contetdo
gastrico, e esse aspecto pode, em parte, explicar a maior refratariedade ao tratamento
com IBPs em pacientes com DRNE (WOODLAND et al., 2017).

Tendo em vista a grande falha terapéutica aos IBPs, é necessario a utilizacédo de
outras abordagens terapéuticas no curso da DRGE. Assim os alginatos, geralmente
combinados com antidcidos, sdo prescritos para aliviar rapidamente os sintomas de
azia. Sao compostos por polissacarideos naturais derivado de algas marinhas
marrons e sdo constituidos por acidos D-manurénico e L-glicurdnico. A acdo deste
composto proporciona beneficios aos pacientes, pois em contado com o contetdo
gastrico, precipita, e forma um gel sendo capaz de reduzir os eventos de refluxo acidos
(SAVARINO et al., 2012). Além disso, foi descoberto recentemente uma importante
propriedade tépica dos alginatos, na qual este derivado forma uma barreira fisica na
regido esodfago-gastrico que impede o contado do contetdo géastrico com o eséfago,
reduzindo as consequéncias de refluxo no eséfago (WOODLAND et al.,, 2015;
NICOLAU et al., 2017).

Um outro produto natural oriundo da alga Gracilaria caudata tem sido cada vez
mais estudado nas desordens gastrintestinais. Esta alga € encontrada especialmente
nas aguas marinhas quentes dos estados Ceara, Maranhdo, Paraiba e Piaui. E
considerada uma fonte rica de compostos bioativos. O Polissacarideo sulfatado
extraido da G. caudata, apresenta importantes propriedades farmacoldgicas, tais
como antiinflamatério (reduziu edema de pata induzido por carragenina, através da
inibicdo da migracéo celular e da expressao de citocinas pro-inflamatorias) (CHAVES
et al., 2013), gastroprotetor em modelo experimental de etanol (SILVA et al., 2012) e
antidiarréicas nos modelos de 6leo de ricino e toxina da célera (COSTA et al 2016).

Assim, o presente estudo objetivou estudar a integridade da mucosa esofagica
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de pacientes sem eroséo e pacientes com esofagite erosiva, bem como investigar o
efeito topico do polissacarideo sulfatado da G. caudata na prevencéo das alteracbes

promovidas pela exposi¢cdo com solucao acida em biopsias esofagicas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doenca do Refluxo Gastroesofagico

2.1.1 Defini¢éo

A DRGE é definida como fluxo retrégado do contetdo gastrico e/ou duodenal
(acido, pepsina e sais biliares) para o es6fago e/ou 6rgao adjacentes a ele (Figura 1),
proporcionando sintomas esofégicos (pirose e/ou regurgitacdo) e/ou extra-esofagico
(tosse cronica, laringite, asma), associados ou nédo a lesdo tecidual (VAKIL et al.,
2006).

Esdfago Esfincter inferior do

esofago aberto / refluxo

Diafragma
L e

Esfincter inferior}g!\}_

do eséfago QY
fechado A 4

Figura 1. Refluxo gastroesofagico. Fonte: www.medicinanet.com
2.1.2 Epidemiologia

A DRGE é uma afeccéo cronica de grande prevaléncia na populagcdo mundial,
sendo um dos motivos mais frequentes de consulta no ambito da gastroenterologia.
Os sintomas prevalentes séo capazes de causar impacto dramatico sobre a qualidade
de vida dos pacientes acometidos, como: sonoléncia diurna, dor, diminuicdo de
produtividade ocasionando o afastamento do trabalho. A crescente incidéncia da
DRGE pode estar associada a diversos fatores de risco, incluindo doencas
respiratorias comorbidas, dor toracica, obesidade, uso de farmacos blogueadores de
canais de calcio e estresse (EL-SERAG, SONNENBERG, 1998; DENT et al., 2005).


http://www.medicinanet.com/
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Neste sentido, a prevaléncia da DRGE é caracterizada por uma combinac¢éo dos
sintomas pirose e/ou regurgitacdo por pelo menos uma vez por semana. Estima-se
que aproximadamente 13% da populacdo tenha sintomas de DRGE. Entretanto
estudos epidemioldgicos sédo escassos (Figura 2), e os existentes abrangem uma alta
heterogeneidade, assim é estimado que a prevaléncia de DRGE parece ser mais alta
no sul da Asia e no sudeste da Europa, atingindo cerca de 25% da populag&o e menor
no sudeste asiatico, Canada e Franca (cerca de 10%) (RICHTER; RUBENSTEIN,
2017).
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Figura 2. Prevaléncia de Doenca do refluxo gastroesofagico, com base em sintomas
(pirose/regurgitacdo) uma ou mais vezes por semana. Fonte: RICHETER;
RUBENSTEIN, 2017.

Estima-se que nos EUA, a cada 1000 habitantes 5 apresentem sintomas de
DRGE pelo menos uma vez por semana. A presenca destes sintomas semanalmente
é de aproximadamente 20% nos adultos ocasionando em média 110.000 internacdes
hospitalares anualmente. Sendo assim umas das desordens gastrointestinais que
tendem mais a crescer no mundo (EL-SERAG, SONNENBERG, 1998; EUSEBI et al.,
2017).

No Brasil, pesquisas epidemioldgicas com a teméatica DRGE sdo muito escassos.
O estudo mais fidedigno foi realizado por Moraes-Filho e colaboradores (2005), no

qual objetivou avaliar a prevaléncia de azia e DRGE, bem como suas principais
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caracteristicas na populagdo urbana brasileira. Envolveu 22 cidades brasileiras,
composta por uma populagédo de 13.959 individuos. Os autores demonstraram que a
prevaléncia de DRGE no Brasil € de aproximadamente 11,3%, tendo predominio do
sexo feminino e que o sintoma de azia esta associado ao aumento de idade, sendo
hébitos alimentares um fator importante para o sintoma uma vez por dia (MORAES-
FILHO et al., 2005).

2.1.3 Fenotipos da DRGE: Definicéo e Fisiopatologia

Pacientes com DRGE sdo comumente sub-categorizados em 3 fenétipos:

a) A Doenca do refluxo ndo erosiva (DRNE) é o fenétipo mais comum da DRGE
(cerca de 60-70%) (FASS; DICKMAN, 2006). Embora os pacientes DRNE néo
apresentem erosdo na mucosa esofagica ao procedimento endoscopico, sua mucosa
ndo é completamente normal, (Figura 3). Estudos mostram a presenca de espacgos
intercelulares dilatados (DIS) no epitélio esofagico, culminando no aumento de
permeabilidade a pequenas moléculas e que fibras nervosas aferentes estdo
localizadas mais proximas ao lumen esofagico (CALABRESE et al.,, 2003;
WOODLAND et al., 2017). Assim sugere-se que o conteudo gastrico pode infiltrar em
camadas adjacentes a mucosa e sensibilizar receptores de dor, tais como: receptor
vanildide de potencial transitorio tipo | (TRPV1), o receptor purinérgico P2X3 e o canal
de sédio ativado por voltagem Nav 1.8, no qual estdo localizados nos nervos aferentes
da mucosa esofagica. Portanto estas alteracdes podem explicar em partes a causa
da hipersensibilidade dos pacientes NERD e por uma alta taxa na falha ao tratamento
com IBPs observado na prética clinica (ORLANDO et al., 2008).

Doencga do Refluxo Nao
Erosiva (NERD)
60-70%
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Inervacao

Endoscopia

Lumen
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Figura 3. Caracteristicas do fenétipo NERD. Fonte: adaptado de FASS; DICKMAN,
2006; CALABRESE et al., 2003 e WOODLAND et al., 2017.

b) A esofagite erosiva (EE) corresponde a cerca de 20-30% dos pacientes com
DRGE, na qual apresentam erosao a endoscopia (Figura 4) (FASS; DICKMAN, 2006).
Pacientes com EE possuem fibras nervosas aferentes distante do lumen, entretanto
apresentam uma DIS significativamente maior, quando comparado a outros fendétipos
da DRGE. No entanto, respondem melhor ao tratamento com IBPs (cerca de: 85%),
acompanhado de reducdo do DIS e diminuicdo gradual dos sintomas de pirose
(CALABRESE et al., 2003; NEUMANN et al., 2011; WOODLAND et al., 2017).

Esofagite Erosiva (EE)
20-30%

D e

v v

Endoscopia DIS Inervagao

Figura 4. Caracteristicas do fenétipo esofagite erosiva. Fonte: adaptado de FASS;
DICKMAN, 2006; CALABRESE et al., 2003 e WOODLAND et al., 2017.

c) Es6fago de Barrett, € a condicdo em que um epitélio colunar especializado
substitui o epitélio escamoso estratificado normal do esbéfago. A injaria acida por
tempo prolongado no epitélio do esdfago pode causar esta alteragcdo metaplasica em
cerca de 10-15% dos pacientes com DRGE. A principio o epitélio colunar
especializado serve como uma funcéo protetora (por ser mais resistente) a injuria do
conteudo gastrico, porém culmina com o risco de adenocarcinoma esofagico (Figura
5) (LOWE; HSU 2017).



26

Esofago de Barrett (EB)
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Figura 5. Caracteristicas do fendtipo esdfago de barrett. Fonte: adaptado de LOWE;
HSU, 2017; FASS, DICKMAN, 2006; CALABRESE et al., 2002 e WOODLAND et al.,
2017.

Entre os mecanismos que predispde a fisiopatologia da DRGE, o mais comum
esta relacionado a alteracdo na funcao esfincteriana (relaxamentos transitérios do
esfincter esofagico inferior [EEI]). O EEI € mantido em estado de contrag&do constante
sendo composto por musculo liso. A alteracdo do tbnus pode ser afetado por fatores
neurais (atividade ndo adrenérgica), hormonais e fisicas (pressdes intra-abdominais),
portanto a DRGE caracteriza-se como uma fisiopatologia multifatorial (KAHRILAS,
2003).

O relaxamento do EEI leva a exposi¢do do es6fago ao acido gastrico e outros
conteudos estomacais, como a pepsina, sais biliares, todos potencialmente
prejudiciais para a integridade da mucosa esofagica (KELLERMAN, KINTAR: 2017).
Neste contexto existem dois conceitos que compartiiham de informacdes que
culminam no estabelecimento do dano da mucosa esofagica.

Winkelstein (1935) estabeleceu o conceito no qual a morte de células epiteliais
de superficie é causada pelo acido do conteudo gastrico refluido, resultando na
inflamacé&o da mucosa esofagica e progredindo até a lamina propria (WINKELSTEIN,
1935). Recentemente, um novo conceito proposto por Dunbar e colaboradores (2016)
diverge da proposta inicial de Winkelstein, e propde que o conteldo gastrico inicia um

influxo de células T mediados por citocinas causando alteracbes microscopicas
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(Figura 6) (DUNBAR et al., 2016; SMOUT; BREDENOORD, 2016).
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Figura 6. Alteracdes macroscopicas e microscopicas durante o refluxo
gastroesofagico. Representacdo esquematica das alteracdes mascroscopicas
(eroséo) e microscopicas (hiperplasia da camada basal, alongamento das papilas e
espacos intercelulares dilatados) no epitélio esofagico que estdo associados ao
refluxo gastroesofagico. Fonte: Adaptado de SMOUT; BREDENOORD, 2016).

2.1.4 Sintomas

Sintomas Tipicos

Intitulados de sintomas tipicos, pirose e regurgitacdo sdo os sintomas classicos
de DRGE. A pirose consiste na sensacao de queimacao retrosternal e a regurgitacéo
significa o retorno do contetdo &cido ou alimentar para a cavidade oral. Os principais
fatores desencadeadores séo: relaxamento transitorio do esfincter esofagico inferior,
alimentos gordurosos, café, chocolate, refrigerantes, alcool, tabaco, medicamentos,
habito de se deitar (<2:00hs) ap0s as refeicdes, obesidade, gravidez, estresse (VAKIL
et al., 2006).

Sintomas Atipicos

A DRGE manifesta sintomas atipicos (extra-esofagico), no qual o conteudo
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gastrico lesa diretamente 6rgdos adjacentes ao es6fago como laringe, faringe e vias
respiratorias superiores, ocasionado sintomas de laringite, faringite, globo cervical,
rouquiddo. Além disso o refluxo gastrico estimula o nervo vago na propria mucosa do
esbfago, provocando reflexos eséfago-brénquicos (asma, tosse crénica). Geralmente
pacientes com sintomas atipicos ndo apresentam sintomas tipicos, tornando o
diagndstico clinico da DRGE dificil (VAKIL et al., 2006).

2.2 Diagnéstico

O principal instrumento para o diagnéstico da DRGE € a anamnese clinica,
devendo identificar sintomas caracteristicos (tipicos e atipicos), permanéncia,
intensidade, frequéncia, fatores desencadeantes, padrdo de evolugdo da doenca e
impacto na qualidade de vida. A DRGE e caracterizada quando o paciente apresenta
sintomas tipicos no minimo duas vezes por semana, em periodo de quatro a oito
semanas ou mais. (HENRY, 2014).

Teste terapéutico

Nos pacientes < 40 anos, com sintomas tipicos de DRGE e com auséncia de
manifestacdes de alarme (disfagia, odinofagia, perda de peso, hemorragia digestiva,
nausea, vomitos e histéria familiar de cancer) pode ser instituido o tratamento com
IBPs em dose plena por quatro semanas, associado as medidas comportamentais. O
teste é positivo quando os sintomas sao erradicados, diagnosticando-se DRGE
(Tabela 1) (HENRY, 2014).

Tabela 1. Medidas comportamentais sugeridas pelo 11l Consenso Brasileiro da DRGE.

1 | Elevacéo de 15 cm da cabeceira da cama.

2 | Moderar a ingestao dos seguintes alimentos na dependéncia da correlagdo com
sintomas: citricos, café, bebidas alcodlicas e ou gasosas, menta, horteld,
tomate, chocolate.

3 | Cuidados especiais com medicamentos potencialmente “de risco”
anticolinérgicos, teofilina, bloqueadores dos canais de calcio, alendronato.

4 | Evitar deitar-se nas duas horas posteriores as refeigoes.
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5 | Evitar refeigbes copiosas.

6 | Suspenséo do fumo.

7 | Redugéo do peso corporal em obesos.

Fonte: HENRY, 2014

Endoscopia digestiva alta

A endoscopia digestiva alta (EDA) tem uma alta especificidade para o
diagnostico de achados esofagicos consistentes com DRGE, tendo indicacdo
naqueles com falha inicial aos IBPs, sintomas crénicos, idade superior a 40 anos e
sintomas de alarme. Além disso, este exame permite visualizar erosdes (solu¢des de
continuidade limitadas a mucosa, com pelo menos 3 mm de extensdo, com depdsito
de fibrina e permeacdo neutrofilica do epitélio, caracterizando a esofagite), Ulceras
(solucdes de continuidade que atingem pelo menos a camada muscular da mucosa),
estenose péptica de eséfago de Barrett. Varias classificacfes foram propostas para
caracterizar a intensidade da esofagite de refluxo, sendo que a mais utilizada em
nosso pais é a de Los Angeles (Tabela 2) (AKYUZ,; SOYER, 2017).

Tabela 2. Classificacdo endoscoépica de Los Angeles.

GRAU | ACHADO

A Uma ou mais erosdes do que 5 mm.

B Uma ou mais erosdes 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 6rgao.

D Erosdes ocupando pelo menos 75% da circunferéncia do 6rgéo.

Fonte: HENRY, 2014.

Manometria esofagica computadorizada
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Na DRGE a manometria esofagica é utilizada para avaliar evolu¢ao da doenca,
na localizacdo dos esfincteres esofagianos, informacdo indispensavel para o
posicionamento dos sensores de pHmetria esofagica prolongada com eletrodos
(VENKATARAMAN, 2017).

pHmetria esofagica prolongada com eletrodos

Método especifico e sensivel para o diagnostico de DRGE. O exame esta
indicado nas seguintes situagdes: pacientes com endoscopia negativa contendo
correlagdo com sintomas (pirose e/ou regurgitacdo), com intuito de caracterizar
fendtipos da DRGE (pirose funcional, es6fago hipersensivel e NERD), diagnosticar a
presenca e a intensidade do refluxo gastroesofagico, caracterizar padréo de refluxo
(ortostatico e/ou supino), e avaliar a eficicia do tratamento clinico (NASI; MORAES-
FILHO; CECCONELLO, 2006).

pHmetria esoféagica prolongada sem fio (capsula Bravo)

Este exame é indicado nas mesmas situacdes da pHmetria esofagica com
eletrodos. Porem oferece mais vantagens e conforto para o paciente. Registra o pH
esofagico por mais tempo (até 96hs) e evita o deslocamento do cateter. Este método

e pouco utilizado no Brasil, devido ao elevado custo (AZZAM et al., 2012).
Impedanciometria esofagica
E um novo método, no qual demonstra movimentos anterdgrados e retrégrados
do conteudo gastrico que é refluxado. Quando associado a pHmetria consegue avaliar
a composicao fisica (liquida, gasosa ou mista) e quimica (acido, fracamente acida e

basico), do refluxato, assim fornecendo o diagndéstico do refluxo (NASI, MORAES-
FILHO, CECCONELLO, 2006).

2.3 Tratamento

Atualmente sdo usados trés tipos de abordagens terapéuticas na DRGE
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(tratamento ndo farmacoldgico, tratamento farmacoldgico e cirtrgico). Na qual, sua
escolha depende de fatores preponderantes, tais como: idade, presenca de erosdes
na mucosa esofagica, resposta (negativa ou positiva) ao tratamento, preferéncia
pessoal e sintomas atipicos (KELLERMAN, KINTAR: 2017).

Tratamento nao farmacologico

O tratamento nao farmacologico diz a respeito de atendimento individualizado
levando em consideracdo queixas particulares de cada paciente, obedecendo
medidas comportamentais listado na tabela 1. Nos Ultimos anos, estas
recomendacdes tém sido contestadas por alguns autores, referindo que tais medidas
nao trazem quase nenhum beneficio para a maioria dos pacientes com DRGE
(CASTRO et al. 2000).

Tratamento farmacologico

Atualmente os farmacos supressores de acido sdo os mais utilizados na DRGE.
Os IBP séo os farmacos utilizados para a terapia de primeira escolha, sendo assim a
classe farmacologica mais utilizadas no tratamento da DRGE. Esta classe de
farmacos, suprimem fortemente a producado de acido pelo bloqueio das enzimas H*,
K*-ATPase (bomba de protons) nas células parietais do estdbmago. Sendo o
omeprazol o medicamento largamente mais empregado no Brasil, sendo fornecido
gratuitamente pelo Ministério da Saude (MS) (MINISTERIO DA SAUDE, 2015). Os
IBPs em dose plena devem constituir o tratamento de escolha inicial por periodo de
guatro a oito semanas. Caso o paciente nao apresente melhoras dos sintomas, a dose
deve ser dobrada, ainda assim se ndo sanar os sintomas, 0 paciente deve optar por
outras estratégias farmacoldgicas (ARONSO, 2016).

Pacientes com esofagite erosiva respondem de maneira satisfatéria ao
tratamento farmacoldgico, entretanto, apds a retirada da medicacdo, observa-se o
retorno dos sintomas. Isto acontece pelo fato da DRGE ser uma doenca cronica,
necessitando assim de administracdo do farmaco a longo prazo. Para este fendétipo
de pacientes € utilizado o tratamento de manutencéo, no qual é administrado a dose

minima capaz de manter o paciente assintomatico. O grande problema ao uso do
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tratamento de manutencado, sdo os efeitos colaterais que essa classe de farmacos
causa. Estudos descrevem que a terapéutica a longo prazo tem associacdo com
aumento do risco de infecgbes (Clostridium difficile, salmonela, campylobacter),
diminuicao de absorcédo de magnésio, calcio e vitamina B12 assim aumento o risco de
fraturas 6sseas e deméncias vasculares, e raros efeitos em nefrite intersticial aguda e
lesdo renal aguda (GYAWALI, 2017).

Outra classe supressora de acido bastante emprega para sanar sintomas de
DRGE séo os antagonistas de receptores histaminicos do tipo 2 (H2), sendo ranitidina
e cimetidina os farmacos mais utilizados desta classe. Considerada a terapia de
segunda escolha na DRGE, seu mecanismo de acdo consiste em bloquear os
receptores de H2 nas células parietais, assim reduzindo parcialmente a secrecéo de
acido cloridrico (HCL) para o estdbmago. Os antagonistas de H2 sdo mais eficazes na
inibicdo da secrecdo acida noturna, sendo assim mais indicados antes de dormir ou
apos a refeicdo da noite. (FACKLER et al., 2002).

Apesar da acessibilidade e eficacia ao uso de farmacos supressores de acido,
pacientes com DRGE, especialmente os NERD, ndo respondem bem a esta terapia,
principalmente aos IBPs (Figura 7). Para gerenciar tais sintomas de DRGE em
pacientes refratarios, sdo usadas outas estratégias farmacolégicas como: farmacos
procinéticos, sucrafalto, alginato/antiacidos (FASS; DICKMAN, 2006).

Doenga do Refluxo
Gastroesofagico

Doenga do Refluxo Esofagite Esofago de
N3o Erosiva Erosiva Barret
Faléncia com IBP: . ' Faléncia com IBP: | Faléncia com IBP:
40-50% 6-15% 20%

_

Figura 7. Proporcdo de falha sintomatica aos IBPs. Fonte: adaptado de FASS;
DICKMAN 2006.

Os farmacos procinéticos sdo uma classe de farmaco bastante utilizado no



33

tratamento da DRGE, destacam-se 0s agonistas do receptor de serotonina do tipo 4
(5-Ht4) (Cisaprida) e os antagonista periférico do receptor D2 da dopamina
(Domperidona). Ambos atuando diretamente no aumento da pressédo do esfincter
esofagico inferior, no aumento do ténus e a amplitude das contracbes gastricas
(especialmente antral) assim diminuindo o tempo de esvaziamento g4strico,
culminando com a diminuig&o do refluxo gastroesofagico. Sendo assim mais indicado
gquando o componente de gastroparesia estiver presente associado a DRGE
(MARADEY-ROMERO, 2014; TOPOROVSKI 2009).

Antiacidos, alginatos e sucralfatos, sdo farmacos que agem promovendo alivio
rapido e passageiro nos pacientes sintomaticos. Constituem uma abordagem
alternativa para modular os sintomas e impedir o fluxo retrégrado do conteudo
gastrico. Os antiacidos entram em contato com o acido gastrico, neutralizando a sua
acidez, consequentemente aumentando a motilidade gastrica, mediante a acdo de
gastrina. J& os sulcrafatos, além de neutralizar o pH do contetdo géstrico, formam
uma camada de gel viscoso em contato com conteudo acido (pH<4), assim diminuindo
o refluxo gastroesofagico (MANDEL et al., 2000).

Dentre os farmacos que promovem alivio rapido de sintomas, destacam-se 0s
alginatos (polissacarideos naturais derivados de algas marinhas marrons, constituidas
por acidos D-manurénico e L-glicurénico). Este composto em contato com o contetdo
gastrico, tem capacidade de precipitar e formar uma camada de gel viscoso de baixa
densidade com pH quase neutro fazendo com que sua acao seja exercida
rapidamente. Além disso, apresentam bicarbonato de sodio na sua composicéo, que
reage com o acido gastrico, produzindo diéxido carbdnico (CO2) que fica aprisionado
ao gel formado e assim tendo capacidade de reduzir o nimero de evento de refluxo
acido. Estes compostos estdo em ascensdo no uso do tratamento de DRGE
(principalmente em pacientes com NERD) e tém sido comercializados sob vérias
marcas (Gaviscon®, Faringel®, LuftagastroPro®) (SAVARINO et al., 2012).

Woodland e colaboradores (2015) demonstraram recentemente uma nova e
importante propriedade dos alginatos (Gaviscon®). Eles observaram que uma solucao
contendo alginato de sédio (Gaviscon®), quando aplicada de forma tépica in vitro em
bidpsias esofagicas é capaz de prevenir a queda da RET causada por uma exposi¢ao
a solucdo acida, devido sua propriedade de aderéncia a mucosa esofégica, tornando-

0 capaz de proteger a integridade da mucosa contra agressdes do contetdo refluido
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(WOODLAND et al., 2015).

Tratamento cirurgico

O tratamento cirdrgico consiste na confeccdo de uma vélvula anti-refluxo
gastroesofagica realizada com o fundo gastrico (fundoplicatura), corrigindo o defeito
anatdmico e reduzindo a hérnia hiatal por deslizamento dos refluidores patolégicos.
Além disso restaura a competéncia do esfincter inferior do es6fago. Estéa indicado para
0S pacientes que necessitam usar a medicacao ininterruptamente, os intolerantes ao
tratamento clinico prolongado e nas formas complicadas da doenca. Existem trés
tipos principais de operacdo para o tratamento da DRGE: a fundoplicatura total
(Nissen), a parcial e a mista (NISSEN 1956).

2.4 Produtos Naturais

A principal estratégia terapéutica para a DRGE ¢é a inibicdo da secrecao acida
pelo uso dos IBPs. No entanto, na pratica clinica, os sintomas da DRGE persistem em
aproximadamente 20-30% dos pacientes, apesar do tratamento diario com a dose
padrdo de IBPs. A descoberta de novos agentes farmacol6gicos para DRGE parece
ser necessaria e uma fonte inestimavel para a descoberta de novas drogas sdo os
produtos naturais (SALEHI et al., 2016).

A Organizacao Mundial da Saude (OMS) relata que o uso de remédios herbal
em todo o mundo excede o de drogas convencionais. As doencas gastrointestinais,
incluindo doenca intestinal inflamatdria, sindrome do intestino irritavel e Glcera péptica,
estdo entre os distlrbios que sao mais frequentes o uso de produtos naturais (VERMA,;
SINGH, 2008; THAVORN; MAMDANI, 2014). Cerca de 80% das pessoas nos paises
em desenvolvimento continuam a depender da medicina tradicional baseada
principalmente em espécies de plantas para seus cuidados de saude.

Atualmente o medicamento a base de produto natural mais estudado na DRGE
€ 0 Rikkunshito. O composto fabricado no Japao € constituido por 8 tipos de ervas
(Glycyrrhizae radix, Rizoma de zingiberis, Atractylodis lanceae rhizoma, Zizyphi
fructus, Aurantii nobilis pericarpium, Ginseng radix, Pinelliae tuber e Hoelen). Dois
estudos clinicos, examinaram o efeito da preparacdo deste medicamento em

pacientes com NERD. Tominaga e colaboradores (2012) mostraram em pacientes
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com DRGE, que a combinacdo do Rikkunshito com o rapebrazole (RPZ; um IBP)
diminui os scores de avaliagdo da qualidade de vida, semelhante a redugcédo com dose
dupla de RPZ. No entanto, Rikkunshito combinado com o RPZ obteve melhor resposta
terapéutica em pacientes com NERD. Sakata e colaboradores (2014) ao avaliarem
pacientes idosos com NERD refratario aos IBPs observaram que o Rikkunshito foi
mais eficaz na melhora terapéutica quando comparado com as doses padrao de RPZ
(20 mg/dia) (TOMINAGA et al., 2012; SAKATA et al., 2014).

Outros produtos naturais séo utilizados como forma terapéutica na DRGE, tal
como o Faringel®, um produto composto por mel, Matricaria recutita L, Caléndula
officinalis, Aloe vera, gel de propolis, bicarbonato de sédio e alginato. Savarino e
colaboradores (2012) demonstrou que este medicamento usado de forma oral € bem
tolerado e altamente eficaz na reducéo de azia em pacientes com DRGE (SAVARINO
et al., 2012).

2.5 Algas Marinha

Produtos naturais tem sido uma fonte importante na busca de novas abordagens
terapéuticas nas desordens do trato gastrointestinal. Assim, produtos naturais marinho
surgem como uma alternativa valiosa na pesquisa destas desordens, por possui
importante metabolitos bioativos (carotenoides, polifendis, polissacarideos sulfatados)
e por ocuparem cerca de 70% da biosfera (WIJESEKARA et al.,, 2011; HOLDT,;
KRAAN, 2011). Neste sentido, as algas marinhas possuem compostos bioativos e tém
atraido a atencao de cientistas em todo o0 mundo para a extracdo de suas substancias
para o desenvolvimento de novos farmacos e alimentos saudaveis no intuito de
melhorar a qualidade de vida da populacdo mundial (QI et al., 2005).

Algas sdo comumente classificadas em trés grandes grupos dentro do reino
protista: Rhodophyta (algas vermelhas), Phaeophyta (algas pardas ou marrons) e
Chlorophyta (algas verdes) (OLIVEIRA, SILVA, AMANCIO, 2009). As Phaeophyta
possuem clorofila “a” e “c”, mas os caratenoides sé&o seus pigmentos mais abundante,
por isso o tom pela cor marrom-amarelado. Chamam atencédo pelo seu grande
tamanho, podendo crescer cerca de 30 cm por dia e desenvolver até 65 m. Ja as
Clorophytas contém os pigmentos clorofilas “a” e “b” como pigmentos mais
abundantes, na qual reflete a cor verde. Possuem cerca de 17.000 espécies e habitam

ambientes aquaticos (TEIXEIRA, 2012; ALENCAR, 2016).
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As Rhodophyta ou algas vermelhas, possuem na sua composic¢éo a clorofila “a”,
mas produzem pigmentos vermelhos, as ficoeritrinas, como 0s mais abundantes,
conferindo-lhes a coloracdo vermelha. Sdo tipicamente encontradas em mares
guentes e tém tamanhos variando de poucos centimetros até cerca de 1 m de
comprimento. As macroalgas marinhas de maior importancia econémica mundial
pertencem ao filo Rhodophyta, como as algas dos géneros Gracilaria, Gelidium e
Hypnea (TEIXEIRA, 2012; ALENCAR, 2016).

2.6 Gracilaria caudata

O género Gracilaria (Rhodophyta), compreende um grupo de algas marinhas
vermelhas amplamente distribuidas em todos os continentes, desde climas tropicais
a temperados, observando-se seu declinio com o aumento da latitude, s&o
encontradas especialmente nas aguas marinhas quentes dos estados do nordeste
brasileiro, principalmente no Ceara, Maranhdo e Paraiba, sendo a principal
aplicabilidade de suas espécies, a utilizacdo como fins lucrativos no comércio mundial
(KAIN, DESTOMBE, 1995).

De acordo com Maciel e colaboradores (2008), esse género possui
aproximadamente 100 espécies conhecidas, na qual se destacam por serem fontes
extremamente ricas em agar, além de rapida taxa de crescimento, facilidade de
reproducao vegetativa, entre outros atributos importantes. Esse género € responsavel
por 85% da producdo mundial de &gar, produto de alto valor comercial e que vem
sendo empregadas em uma grande diversidade de produtos industriais relacionados
a alimentacdo, medicina, cosmética, biotecnologia, farmacia e téxtil. Além disso, esse
género possuir uma grande variedade de compostos com atividades bioldgicas
importantes (NEORI et al., 2004; MACIEL et al., 2008).

A espécie G. caudata (Figura 8) é considerada uma fonte rica de compostos
bioativos, como o0s polissacarideos sulfatados, com diversas atividades
farmacoldgicas. Recentemente, sua importancia esta crescendo rapidamente, na
tentativa de entender a relacdo entre as propriedades fisico-quimica e as atividades
biologicas dessas moléculas (WIJESEKARA et al., 2011).
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Classificacao:

Filo: Rodhophyta
Classe: Florideophyceae
Ordem: Gracilariales
Familia: Gracilariaceae
Género: Gracilaria

Espécie: Gracilaria caudata

Figura 8. Alga Gracilaria caudata.

2.7 Polissacarideo Sulfatado da Gracilaria caudata

Os polissacarideos sulfatados sdo uma classe de macromoléculas complexas e
heterogéneas que apresentam ampla distribuicdo na natureza. S&o altamente
polianiénicos, com estruturas repetitivas formadas pela unido de monossacarideos e
com alta densidade de cargas negativas devido a presenca de grupos como os ésteres
sulfato (OOlI, LIU. 2000).

Nas algas marinhas, os polissacarideos sulfatados sdo constituintes da sua
matriz extracelular e desempenham funcdes correlacionadas a regulacdo mecanica,
osmoética e ibnica (ROCHA et al.,, 2007), além de atuarem como mecanismos de
defesa a respostas ambientais sofridas por esses seres, adaptando-as ao habitat
marinho (ANDRADE et al., 2010).

A G. caudata produz galactanas na forma de agarana, pois consisti em residuos
alternados de B (1—3) D-galactopiranose (Unidade A) ligados a (1—4) L
galactopiranose (unidade B) com presenca de radicais sulfatos. Exibindo assim, um
arranjo dissacarideo alternante repetitivo entre as unidades A e B (Figura 9). As
agaranas possuem uma estrutura de dupla hélice que se agrega para formar uma
estrutura tridimensional (Figura 10) que retém as moléculas de agua nos seus

intersticios formando assim géis termorreversiveis (LAHAYE; ROCHAS, 1991)
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[ (— 3)-p-D-galactopiranose - (1 —4)-a-galactopiranose-(1—) ] »
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Figura 9. Representacdo esquematica predominante das unidades dissacaridas

repetidas no polissacarideo da Gracilaria caudata Fonte: (ALENCAR, 2016)

' HO OR R =H ou CH3
L OH /v&/—/
O

n
unidade A (G) unidade B (LA)

Figura 10. Estrutura quimica predominante das unidades dissacardas repetidas no
polissacarideo da Gracilaria caudata. Fonte: BARROS et al., 2013.

Chaves e colaboradores (2013) demonstraram efeito anti-inflamatorio do
polissacarideo sulfatado da alga marinha G. caudata em modelos de inflamacao
(edema de pata e peritonite) e nocicepcéao (Teste de Von Frey). Foi demonstrado que
esse composto reduziu significativamente e de maneira dose dependente o edema de
pata induzido por carragenina, através da inibicdo da migracao celular e da expressao
de citocinas proé-inflamatdrias, além de inibir o edema de pata induzido por dextrana e
histamina, além de reduzir a hipernocicepcédo induzida por carragenina (CHAVES et
al., 2013).

Polissacarideo sulfatado da Gracilaria caudata também tem sido explorado em
desordens gastrintestinais. Silva e colaboradores (2012) sugeriram um potencial efeito
gastroprotetor no modelo de indugéo gastrica por etanol, pela diminuicdo da producéo
de radicais livres e peroxidagéo lipidica (SILVA et al., 2012). Além disso, Costa e
colaboradores (2016) demonstraram atividade antidiarreica em modelos
experimentais induzidos por 6leo de ricino e por toxina da cdlera, acompanhado de
reducdo da quantidade de fezes excretadas e diminuicdo dos scores de diarreia, via
diminuicdo da motilidade intestinal e modulacéo dos receptores monosialoganglidsido
do tipo 1 (GM1), respectivamente (COSTA et al., 2016).
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Apesar dos grandes avanc¢os na pesquisa na DRGE, a complexidade de seus
aspectos fisiopatologicos ainda ndo é totalmente compreendida. Dessa forma, o
conhecimento da fisiopatologia, aspectos como a 0 comprometimento da integridade
da mucosa, € de fundamental importancia, pois pode contribuir para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Nesse sentido, achados fazem
acreditar que o polissacarideo sulfatado da G. caudata € um produto atraente do ponto
de vista de aplicabilidade topica na protecdo da integridade da mucosa na DRGE e
dessa forma acreditamos que seja uma alternativa bastante atraente para a

formulacdo de uma nova abordagem terapéutica.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Estudar a integridade da mucosa esofagica em pacientes com doenca do refluxo
gastroesofagico e investigar o efeito da protecdo com polissacarideo sulfatado da
Gracilaria caudata.

3.2 Objetivos Especificos

o Verificar a demografia e a sintomatologia de pacientes com DRGE.

o Avaliar a integridade da mucosa esofagica, por meio da verificacao da resisténcia
elétrica transepitelial basal.

o Mensurar o efeito da exposicdo da mucosa esofagica a uma solucéo acida, por
meio da resisténcia elétrica transepitelial e da permeabilidade.

o Investigar o efeito da protecao tdpica da mucosa esofagica com polissacarideo
sulfatado da Gracilaria caudata sobre as alteracdes provocadas pela exposi¢cao a uma

solucado acida sobre a resisténcia elétrica transepitelial e a permeabilidade.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Reagentes

Acido taurodeoxicolico (Sigma®, S&o Paulo, Brasil)

e Fluoresceina (Sigma®, Sao Paulo, Brasil)

e Pepsina (Sigma®, Sao Paulo, Brasil)

e Cloreto de sddio - NaCl (Dinamica, Séao Paulo, Brasil)

e Cloreto de potassio - KCI (Dindmica, S&o Paulo, Brasil)

e Cloreto de calcio - CaClz (Dinamica, Sao Paulo, Brasil)

e Sulfato de magnésio - MgSo4 (Dinamica, Séo Paulo, Brasil)

e Fosfato de potassio monobasico - NaH2PO4 (Dindmica, Sao Paulo, Brasil)
e Bicarbonato de sédio - NaHCOs (Dinamica, Sao Paulo, Brasil)

e Glicose - CeH1206 (Dindmica, S&o Paulo, Brasil)

4.2 Solucdes Utilizadas

4.2.1 Solugéo de Krebs - Henseleit Buffer (KHBB)

AQUA AESHIATAL ...t 1000m|
NN = T P 13,79
S 0,79
1[0 Yo VPP RPPPPPPTPTT 0,589
0 (o TSRS Y 0,008g
NAH2P O 4. 0,429
T 010 TP 0,329
O] LT LTSS 0,439



42

4.2.2 Solucéo Acida (KHHB, pH 2 com pepsina 1 mg/ml e &cido taurodesoxicolico
[TDCA] 2 mM)

SOIUGAO0 de KHHB..... e 25ml
P EPSING ..o 25mg
1 A 26,1mg
DH ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt 2,0

4.2.3 Solugao de Fluoresceina

SOIUGED de KHHB.... .. 25ml
FIUOIESCOING. ..ot 25mg
0] o PRSPPI 7,4

4.3 Consideracdes Eticas

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 (Apéndice A), segundo Resolugao n°. 196, de 10 de
outubro de 1996.

4.4 Populacao do Estudo

Foram convidados a participar do estudo pacientes com sintomas de doenca do
refluxo gastroesofagico do ambulatério de gastroenterologia do Hospital Universitario
Walter Cantidio (HUWC) sujeitos a endoscopia digestiva alta. Foram selecionados
pacientes que apresentaram sintomas tipicos da DRGE: pirose (sensacédo de
gueimacéao retroesternal) e/ou regurgitacéo (retorno do conteudo acido ou alimentos

para a cavidade oral) 1x por semana por pelo menos 4 semanas.
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4.4.1 Critérios de Incluséo

e Pacientes na faixa etaria de 18 a 70 anos, de ambos 0s sexos sujeitos a
endoscopia digestiva alta para avaliacdo de episodios de pirose (sensacéo diéria
de queimacéo retroesternal), sem outras doencas digestivas;

e Ter consentido em participar do estudo.

4.4.2 Critérios de Exclusao

e Pacientes portadores de doencas digestivas que nao refluxo gastroesofagico
(DRGE);
e Pacientes que ndo desejem participar do estudo;

e Portadores de discrasias sanguineas ou em uso de anticoagulantes.

4.5 Questionario de Sintomas DRGE

O questionario para avaliacdo dos sintomas da DRGE foi aplicado previamente
ao procedimento endoscépico. Os parametros analisados visaram investigar idade,
sexo, uso de Inibidores da Bomba de Protons (IBP), intensidade (0 = sem pirose; 1 =
fraca; 2 = moderada; 3 = forte; 4 = Insuportavel) e frequéncia (0 = sem pirose; 1 =<
que uma semana; 2 = 1 por semana; 3 = 2-4 por semana; 4 = 5-7 por semana) dos
sintomas tipicos (pirose e regurgitacdo) e atipicos (disfagia, odinofagia, eructacao,
solucos, disfonia, broncoespasmo, dor torécica, pigarro, sono interrompido,

sonoléncia diurna, tosse, ronca) da DRGE (Anexo 2).

4.6 Coleta da Amostra

Inicialmente os pacientes foram sedados com midazolam e spray anestésico na
faringe, para diminuir o desconforto causado durante o procedimento. Posteriormente,
foi realizado o exame de endoscopia digestiva alta (EDA) no qual avaliou-se
macroscopicamente a mucosa esofagica para visualizar a presenc¢a ou auséncia de

erosdes. Apos avaliacdo, seis bidpsias da mucosa esofagica foram obtidas da regido
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cerca de 3 a 5 cm acima da juncdo esofagogastrica. Em pacientes com lesdes
macroscopicas na mucosa esofégica, a coleta das bidpsias foi realizada em regifes
proxima a lesdo. Apds a coleta, as biopsias foram imediatamente colocadas em
solucéo de KHHB gelado (pH 7,4) e encaminhadas ao Laboratério Escola Luis Capélo

(LELC) para a realizacdo dos protocolos ex vivo na camara de Ussing.

4.7 Protocolo ex vivo na Camara de Ussing

4.7.1 Avaliacdo da Resisténcia Elétrica Transepitelial (RET)

Inicialmente foi realizada a correcao da resisténcia elétrica do meio e do circuito,
e a diferenca de RET foi permanentemente acompanhada com eletrodos Ag/AgCI.
Posteriormente as bidpsias foram avaliadas sob Ilupa estereoscopica para
determinacdo dos lados: luminal e ndo luminal. Depois disso, as bidpsias foram
montadas nas cAmaras de Ussing (adaptada para avaliacdo das bidpsias da mucosa
de esoOfago, com éarea de 0,017 cm?; Mussler Scientific Instruments, Aachen,
Alemanha). Posteriormente foi adicionado solucdo de KHHB, (pH 7,4), 37 °C em
ambos os lados das biopsias, e a solucao foi continuamente borbulhada com mistura
carbogénica (95% O2 e 5% CO2). A RET basal foi calculada de acordo com a lei de
Ohm, a partir das deflexdes de voltagem induzidas por pulsos bipolares de corrente
de 50 pA, com duracao de 200 ms, a cada 6 s, aplicados por meio de fios de platina.
Todos os experimentos foram conduzidos em condigcbes de circuito aberto. As
biépsias que ndo cobriram completamente a abertura da camara, aquelas com uma
RET basal <50 Q/cm2, e aquelas bidpsias que ndo sofreram queda da RET a
exposicao de uma solucédo acida (KHHB, pH 2 com pepsina 1 mg/ml e acido TDCA 2
mM) foram excluidas da andlise. O sistema foi equilibrado a 37°C, até estabelecer
uma RET basal estavel (30 min). Apés este equilibrio, as bidépsias foram expostas no
lado luminal a uma solugéo acida (solucao de KHBB, pH 2 + pepsina 1 mg/ml + TDCA
2mM) durante 30 min e a RET foi continuamente medida. A RET basal e a variacao
% da RET ao final da exposicdo de 30 min foi entdo calculada (Figura 11)
(WOODLAND et al. 2013).
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' 30 min : 30 min '
° o a'e m l Equalibrio ‘ Solugdo desafio

I ' L 1
E — 2 28
i E|
I 3 .
=8 - b -
g 4
|| i
N3o luminal Luminal 3
i

Mucosa esofdgica

Figura 11. Desenho esquematico do estudo da RET em Camara de Ussing. Fonte:
adaptado de NICOLAU, 2018.

4.7.2 Avaliacdo da Permeabilidade

A permeabilidade epitelial foi avaliada apds analise da RET pOs-exposi¢cdo com
solucdo acida. Para este protocolo, as biopsias foram mantidas nas camaras de
Ussing e a solucdo do lado luminal foi substituida por uma solucdo contendo
fluoresceina (1 mg/ml, 376 Da, diluido em KHBB pH 7,4), um tracador fluorescente
permeavel que passa através das camadas da mucosa (FARRE et al., 2008). A
permeabilidade foi avaliada em intervalos de 30 min, durante 90 min a partir de
amostras (100 pl) coletadas do lado ndo luminal. A quantificacdo de fluoresceina foi
realizada utilizando um leitor de fluorescéncia (FLUOstar Omega; BMG Labtech,
Ortenberg, Alemanha). Os valores do fluxo de fluoresceina foram expressos em razéo
de intensidade de fluoresceina TO/Tn, a partir de uma curva padréo feita para cada
analise, onde TO é o tempo inicial e Tn o tempo analisado (Figura 12).



46

* Fluoresceina (376 Da, 3,5
mg/mL) no lado luminal.

* Coleta no lado ndo mucoso
nos momentos:

* 0’-30’-60"-90’

* Leitura feita por fluorimetria e
resultados emitidos com base
na intensidade de
fluorescéncia.

N3o luminal Luminal

Mucosa esofagica

Figura 12. Desenho esquematico do experimento para medir permeabilidade

transepitelial a fluoresceina. Fonte: Adaptado de NICOLAU, 2018.

4.8 Protecdo Topica da Integridade da Mucosa Esofagica

4.8.1 Coleta e Extracdo do Polissacarideo Sulfatado da Gracilaria caudata

O polissacarideo sulfatado da Gracilaria caudata (PGC) foi cedido gentilmente
pelo Laboratério de Proteinas e Carboidratos de Algas Marinha (LPCAM) do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Cearé
(UFC), pela Prof. Dra. Ana Lucia Pontes Freitas.

Os espécimes da alga vermelha Gracilaria caudata foram coletados em agosto
de 2016 da costa atlantica no Nordeste do Brasil (Pacheco Praia, Caucaia — Ceara).
Uma amostra da espécime de Gracilaria caudata foi depositado no Herbario Ficoldgico
do Instituto de Ciéncias do Mar na Universidade Federal do Ceara-Brasil (n° 2384). O
material seco da Gracilaria caudata (5 g) foi moido em po6 fino e extraido em agua
destilada (1,5%, p/v) sob agitacéo para 2 h a 100°C. Ap0és filtracdo e concentracao da
solucéo, o polissacarideo foi precipitado com etanol (1:3, v/v) seguido por lavagem
com acetona e seco com ar quente. A fracao de polissacarideo foi entdo redissolvida
em agua destilada (1,5%, v/v) e submetidos ao mesmo protocolo de precipitacao,

lavagem e secagem (BARROS et al., 2013).
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4.8.2 Avaliacdo da Protecdo Topica com Polissacarideo Sulfatado da Gracilaria

caudata sobre a Integridade da Mucosa Esofagica

As bidpsias foram montadas nas camaras de Ussing e equilibradas em tampé&o
de KHHB pH 7,4. Depois de obter uma linha de base estavel para RET (30 min), o
polissacarideo sulftado da Gracilaria caudata nas concentracdes de 0,1%, 0,3% e 1%
(diluido em KHHB, pH 7,4) foram aplicados topicamente no lado luminal da mucosa
por 5 min. Apdos esse tempo, as biopsias foram delicadamente lavadas com KHBB, as
camaras montadas e preenchidas com solucao de KHBB (pH 7,4). Ap6s um tempo de
equilibrio (15 min), a solugéo do lado luminal foi substituida por solucao &cida (solucdo
de KHBB, pH 2 + 1 mg/ml de pepsina + 2 mM de TDCA) e exposta por 30 min, onde
a RET foi continuamente medida como descrito previamente (Figura 13). Apés a

avaliagdo da RET foi realizada a anélise da permeabilidade epitelial.

Solugao Desafio:

Krebs pH 2 +
Eaquilibrio L L Lavagem IPepsina + TDCAl
1 1 1 1
30 min 5 min 15 min 30 min

l

Aplicacdo da

2 = Polissacarideo Sulfatado da Gracilaria Caudata
solugdo protetora

Figura 13. Desenho esquematico do estudo da RET em Camara de Ussing usando o
polissacarideo sulfatado da Gracilaria caudata. Fonte: Adaptado de WOODLAND,
2015.

4.9 Anédlise Estatistica

O teste Shapiro Wilk foi realizado para verificar a normalidade das amostras.

Para os dados paramétricos foram utilizados os testes estatisticos t de student e
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andlise de variancia (ANOVA) seguido de pos teste Turkey. Os dados foram
expressos como meédia +/- erro padrao da média (EPM). Para os dados nao
paramétricos foram utilizados os testes estatisticos Mann-Whitney e o teste de Fisher.
Os dados foram reportados em medianas. Para todas as analises foi considerado
significativo um p<0,05. Os dados foram analisados através do programa estatistico
GraphPad Prism 6.0®.
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5. RESULTADOS

5.1 Aspectos Clinicos e Demograficos dos Pacientes com DRGE

A tabela 3 demonstra os parametros coletados a partir da aplicacdo do
questionario de DRGE. Um total de 37 pacientes com DRGE foram incluidos no
estudo, sendo 24 do sexo feminino (F) e 13 do sexo masculino (M) categorizados em
pacientes sem erosdo (PSE) (19 pacientes) e Pacientes esofagite erosiva (PEE) (18
pacientes), com predominio do género feminino em ambos os fenétipos (PSE: F/M-
13/6 e PEE: F/M-11/7) e auséncia de diferenca estatistica (P=0,12) na idade (PSE: 42
+ 3.2 [21 - 63] x PEE 47 + 3.3 [21 — 70]). Os pacientes com esofagite erosiva (4 [1 —
4]) apresentaram maior frequéncia de pirose (P<0,01), comparado aos pacientes sem
erosdo (3 [1 — 3]). Em relagcéo a intensidade de pirose e frequéncia de regurgitacéo
ndo houve diferenca entres os dois fenotipos da doenca (P=0,37 e P=0,12,
respectivamente). Quanto ao uso de IBP, foi observado que pacientes com esofagite

erosiva fizeram maior uso (P<0,04) quando comparado com pacientes sem erosao.
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Tabela 3. Dados clinicos e demograficos dos pacientes com DRGE.

PSE PEE
Parametros analisados P
N=19 N=18
42 + 3.2 47 + 3.3
Idade (21 - 63) (21 — 70) 0.12
Sexo: Feminino 13 11
Masculino 06 07 0,70
Pirose
(Frequéncia [dias/semana])) 3(1-3) 4(1-4) 0,01"
Pirose
(Intensidade) 3(1-4 3(2-4) 0,12
Regurgitacao
Frequéncia [dias/semana]) 0(0-4) 0(0-3) 0,37
IBP: Sim 12 17
N&o 7 1 0,04*

Nota: Os resultados sdo expressos como média + EPM ou mediana e com
minima/maxima mostrado nos parénteses. Os scores para frequéncia sao: 0 = sem
pirose; 1 = < dia/semana; 2 = 1 por dia/semana; 3 = 2-4 por dia/semana; 4 = 5-7 por
dia/semana. Intensidade: 0 sem pirose; 1 = Fraca; 2 = Moderada; 3 = Forte: 4 =
Insuportavel. Teste Shapiro-WIlk seguido pelo teste t de student (idade), Man Whitney
(Pirose e Regurgitacdo) e teste de Fisher (Sexo e IBP). *P<0,05
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5.2 Resisténcia Elétrica Transepitelial Basal de Pacientes com NERD e Esofagite

Erosiva

A figura 14 mostra que a resisténcia elétrica transepitelial basal dos pacientes
sem erosao é significativamente (P<0,001) maior quando comparado aos pacientes
com esofagite erosiva (163.2 = 8.19 Q/cm? versus 1144 + 54 Q/cm?

respectivamente).
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Figura 14. Resisténcia elétrica transepitelial basal dos pacientes sem erosao e com
esofagite erosiva. A RET basal foi avaliada no momento do equilibrio das biopsias. Os
resultados sao expressos como média + EPM de 19-18 pacientes por grupo e foram

analisados pelo teste t studente ndo pareado. *P<0,05.
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5.3 Alteracdo da Resisténcia Elétrica Transepitelial da Mucosa Esofégica de
Pacientes sem Eroséo e Pacientes com Esofagite Erosiva apés Exposi¢cdo com

Solucdo Acida

Observa-se na figura 15A e 15B que a exposicao do lado luminal das bidpsias
a uma solucao 4cida (solugcéo de KHBB, pH 2 + 1 mg/ml de pepsina + 2mM de TDCA)
promoveu uma queda gradual da resisténcia elétrica transepitelial basal em ambos os
fendtipos de DRGE, com efeito maximo observado no tempo de 30 min. Comparado
aos pacientes com esofagite erosiva, foi observado que pacientes sem erosao
apresentaram uma diferenca significativa (P<0,01) na % de queda da resisténcia
elétrica transepitelial (19,92 £ 1,7% e 27,21 + 2.4% de queda, respectivamente).
Adicionalmente, a figura 15C demonstra que ndo houve diferenca estatistica (P=0,20)
na resisténcia elétrica transepitelial 30 min apds a exposi¢do com solucdo acida entre
os fendtipos avaliados (NERD: 77 [26-218] Q/cm? versus esofagite erosiva: 91,5 [43-
263] Q/cm?).
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Figura 15. Alteracdes na Integridade da Mucosa Esoféagica nos pacientes sem erosao

e com esofagite erosiva. A RET foi avaliada apos exposi¢cdo da mucosa esofagica a

uma solucdo pH 2,0 contendo pepsina e TDCA. Os resultados s&o expressos como

média + EPM de 19-18 pacientes por grupo e foram analisados pelo teste t student

nao pareado. *P<0,05.
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5.4 Avaliagcdo da Permeabilidade da Mucosa Esofagica de Pacientes sem Eroséo
e Pacientes com Esofagite Erosiva apés Exposicdo com Solugéo Acida

A figura 16A mostra que ndo houve diferenca estatistica (P=0,30) no aumento
gradual na permeabilidade a fluoresceina (lado luminal para nao luminal) em bidpsias
submetidas previamente a exposi¢cdo com uma solucéo acida (solu¢do de KHBB, pH
2 + 1 mg/ml de pepsina + 2mM de TDCA) em ambos os fenotipos (Tempo 90 min:
194,4 + 40,2 para PSE e 222,8 £ 62,9 para PEE, expressos como razéo de intensidade
de fluoresceina Tn/To) (Figura 16B).
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Figura 16. Avaliagdo da permeabilidade epitelial esofagica dos pacientes sem eroséo
e pacientes com esofagite erosiva. A permeabilidade epitelial foi avaliada apos
exposicao da mucosa esofagica a uma solucao acida (solucdo de KHBB, pH 2 + 1
mg/ml de pepsina + 2mM de TDCA) nos minutos 0, 30, 60, 90. Os resultados sao
expressos com EPM de 10-10 pacientes por grupo e foram analisados pelo teste
Shapiro-Wilk seguido pelo teste t student n&o pareado.



55

5.5 Aplicagao Tépica do Polissacarideo Sulfatado da Gracilaria caudata Previne
a Perda da Integridade da Mucosa Esofagica de Pacientes sem Erosao

A figura 17A e17B mostram gue a exposicdo com solucéo acida no lado luminal
da mucosa esofagica de pacientes sem erosdo promoveu uma queda significativa da
resisténcia elétrica transepitelial, comparado a resisténcia basal, com efeito maximo
no tempo de 30 min (27,21 + 2,4% de queda). Por outro lado, a aplicacdo topica da
PGC preveniu significativamente (P<0,0001) as alteracbes promovidas pela
exposicdo acida (G.C 0,1%: 19,19 + 3,3; G.C 0,3%: 15,42 + 0,84% e G.C 1%: 4,06 *
4,08 % de queda).

A figura 17C e 17D demonstra que apés a exposicao acida no lado luminal da
mucosa esofagica de pacientes sem erosdo promoveu um amento gradual na
permeabilidade a fluoresceina, com efeito maximo no tempo 90 min (NERD: 194,4 +
40,2, razdo de intensidade de fluoresceina Tn/To). Entretanto, a aplicacéo topica do
polissacarideo sulfatado da Gracilaria caudata diminui significativamente (P<0,03) a
passagem de fluoresceina (G.C 1%: 72,02 * 26,7, razdo de intensidade de

fluoresceina Tn/To).
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Figura 17. Alteracdes na integridade da mucosa esofégica dos pacientes sem erosao
que receberam o polissacarideo sulfatado da Gracilaria caudata. A RET foi avaliada
nos minutos 10, 20 e 30 apo6s exposi¢cdo da mucosa esofagica a uma solucéo pH 2,0
contendo pepsina e TDCA. Os resultados sdo expressos como média + EPM de 19-
10 pacientes por grupo e foram analisados pelo teste Shapiro-wilk seguido pelo t
student ndo pareado. *P<0,05. A permeabilidade a fluoresceina foi avaliada ap6s ao
estimulo agressor nos minutos 0, 30, 60, 90. Os resultados foram expressos com *
EPM de 10-10 pacientes por grupo e foram analisados pelo teste de Shapiro-Wilk
seguido pelo teste t student ndo pareado. *P<0,05.
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5.6 Aplicacao Tépica do Polissacarideo Sulfatado da Gracilaria caudata Previne
Parcialmente a Perda da Integridade da Mucosa Esofagica de Pacientes com

Esofagite erosiva

A figura 18A e 18B mostram que a exposi¢cao com solugéo acida no lado luminal
da mucosa esofdgica de pacientes com esofagite erosiva promoveu uma queda
significativa da resisténcia elétrica transepitelial, comparado a resisténcia basal, com
efeito maximo no tempo de 30 min (19,92 + 1,7% de queda). A aplicacdo topica da
PGC nao preveniu (P=0,3) as alteracdes promovidas pela exposi¢éo acida (G.C 0,1%:
16,58 £ 2; G.C 0,3%: 14,39 £ 5,8% e G.C 1%: 20,83 + 3,5 % de queda).

A figura 18C e 18D demonstram que ap0s a exposicao acida no lado luminal
da mucosa esofagica de pacientes com esofagite erosiva promoveu um amento
gradual na permeabilidade a fluoresceina, com efeito maximo no tempo 90 min
(NERD: 222,8 + 62,9, razado de intensidade de fluoresceina Tn/To). Por outro lado, a
aplicacado topica da PGC diminui significativamente (P<0,02) a passagem de

fluoresceina (G.C 1%: 43,88 = 22,5, razéo de intensidade de fluoresceina Tn/To).
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Figura 18. Alteracdes na integridade da mucosa esofagica dos pacientes com erosao
gue receberam o polissacarideo sulfatado da Gracilaria caudata. A RET foi avaliada
nos minutos 10, 20 e 30 apo6s exposi¢cdo da mucosa esofagica a uma solucéo pH 2,0
contendo pepsina e TDCA. Os resultados sdo expressos como média + EPM de 17-
10 pacientes por grupo e foram analisados pelo teste Shapiro-wilk seguido pelo t
student ndo pareado. *P<0,05. A permeabilidade a fluoresceina foi avaliada apos ao
estimulo agressor nos minutos 0, 30, 60, 90. Os resultados foram expressos com *
EPM de 10-06 pacientes por grupo e foram analisados pelo teste de Shapiro-Wilk

seguido pelo teste t student ndo pareado. *P<0,05.
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6. DISCUSSAO

Este trabalho estudou a sintomatologia e a integridade da mucosa esofagiana de
pacientes sem erosao e pacientes com esofagite erosiva. Além disso, avaliou o efeito
da aplicacéo topica de polissacarideo sulfatado da Gracilaria Caudata na prevencéo
das alteracbes provocadas pela exposicdo com solugdo acida. Nossos resultados
mostraram que: 1) Comparado a pacientes sem erosao, pacientes com esofagite
erosiva apresentam mais episédios de pirose e uso prologado de omeprazol, 2)
Pacientes sem erosdo tem maior resisténcia elétrica transepitelial basal, comparado
a pacientes com esofagite erosiva, 3) A exposi¢cdo da mucosa esofagiana com solucéo
acida promoveu uma alteracao significativa da resisténcia elétrica transepitelial mas
nao da permeabilidade em pacientes sem erosdo, quando comparado a pacientes
com esofagite erosiva, mas a resisténcia elétrica transepitelial é igual ao final do
protocolo experimental, 4) A aplicacéo topica de polissacarideo sulfatado da Gracilaria
Caudata previne as alteracfes da resisténcia elétrica transepitelial e permeabilidade
da mucosa esofagiana de pacientes sem erosdo, mas ndo de esofagite erosiva,
provocadas pela exposi¢ao acida.

A DRGE é uma afeccao cronica de grande importancia socioecondmico. Tem
sido demonstrado que essa doenca apresenta alta prevaléncia, acometendo cerca de
13% da populacdo mundial. Um estudo recente mostrou uma prevaléncia de DRGE
no continente ocidental (20%) € maior que no oriental (5%). Além disso, estima-se que
a prevaléncia da DRGE na populacéo brasileira é cerca de 11,3%, com predominio
do sexo feminino e associado ao aumento de idade, atingindo niveis elevados ap6s
40 anos (MORAES-FILHO et al., 2005; ESEBI et al., 2017). Corroborando com a
literatura, nossos resultados demonstraram maior predominio do sexo feminino, tanto
em pacientes sem erosao como em pacientes com esofagite erosiva. Sugere-se
entdo, que a populacéo brasileira tem alta prevaléncia dos sintomas de pirose e da
DRGE.

A histéria clinica da DRGE é de grande importancia para seu diagnostico, sendo
pirose (sensacdo de queimacao retroesternal) e regurgitacdo (retorno do contetudo
acido ou alimentos para a cavidade oral) os sintomas mais caracteristicos da afeccao.
Estudos revelam que cerca de 40% da populagdo mundial adulta apresenta em

alguma fase da vida sintomas de refluxo gastroesofagico (OLIVEIRA et al., 2007).
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Nesse estudo, todos os 37 pacientes avaliados apresentavam pirose, pelo menos 1
vez por dia na semana. Além disso, nossos resultados demonstraram que pacientes
com esofagite erosiva apresentaram maior frequéncia pirose, comparado aos
pacientes sem erosdo. Em contraste, outros estudos ao avaliar pacientes com NERD
e com esofagite erosiva, demonstraram que nao existe diferencas na frequécia de
sintomas (RISMA et al., 2017; WANG et al., 2017). Uma possivel justificativa para este
acontecimento, pode ser o fato da grande heterogeneidade dos pacientes com DRGE
no ambito geogréfico, alimentar, uso de drogas (fumo e alcool).

Apesar de ndo estar diretamente associada ao dano na mucosa esofagica, a
presenca de sintomatologia da DRGE tem impacto negativo na qualidade de vida do
paciente e gerando alto custo no tratamento a longo prazo. Assim, a sintomatologia &
um fator importante para a investigacdo da DRGE, porém ndo se pode inferir o
diagnostico (NERD, EE e EB) pela simples queixa de sintomas (RICHETER,
RUBENSTEIN, 2017; VAKIL et al., 2006). Neste contexto, abordagens terapéuticas
(farmacoldgicas e nado farmacolbgicas) visam o alivio de sintomas (pirose e
regurgitacdo), cicatrizacdo de lesdes e prevencao de recidivas e complicacdes (NASI;
MORAES-FILHO; CECCONELLO, 2006).

O manejo clinico de pacientes com DRGE visa primariamente a supressao da
producédo de &cido géastrico. Neste sentido, os IBPs sao a principal classe de farmacos
e atuam diretamente na supressao da secrecéo gastrica acido, por meio do bloqueio
da bomba de protons (H*/K*) nas células parietais do estdbmago, reduzindo o refluxo
acido (GYAWALY, 2017). Corroborando com a literatura nossos dados mostraram alto
indice de uso de IBPs em ambos os fenétipos de DRGE, e maior prevaléncia em
pacientes com esofagite erosiva, comparado a pacientes com NERD. A alta
frequéncia de pirose em pacientes com esofagite erosiva justifica, pelo menos em
parte, o uso prevalente de IBPs, que por sua vez ira proporcionar cicatrizagéo efetiva
das erosdes na mucosa esofagica (RICHETER; RUBENSTEIN, 2017).

Em sequéncia, no presente estudo nds avaliamos a integridade da mucosa
esofagica nos fenétipos da DRGE, atraves do protocolo ex vivo em camara de Ussing.
Esta técnica permite determinar a RET e a permeabilidade a moléculas atraves das
camadas da mucosa, no qual, ocorre exposi¢cdo da mucosa esofagica a substancias
do contetido gastroduodenal, gerando integridade da mucosa comprometida (FARRE

et al., 2008). Em situacdo normal o epitélio escamoso estratificado ndo queratinizado
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esofagico forma uma barreira apertada e evita difusdo de substancias nocivas nas
camadas superficiais e mais profundas da mucosa e submucosa, onde receptores de
acidos estao presentes.

Estudos demonstram que RET basal do es6fago de pacientes com NERD é
menor, comparado a individuos normais (FARRE et al., 2011). Além disso, Jovov e
colaboradores (2011) investigaram bidpsias de individuos saudaveis e pacientes com
DRGE em camara de Ussing e mostraram que em solu¢des neutras (KHHB pH 7,4) a
RET basal foi significativamente menor em pacientes com DRGE e que a
permeabilidade epitelial foi maior comparado a individuos saudaveis durante 2 horas
(JONOV et al., 2011). Neste sentido, o proximo passo deste estudo buscou mensurar
a RET basal dos fendtipos da DRGE. Corroborando com dados de Weijenborg e
colaboradores (2014) e Risma e colaboradores (2017), nossos resultados mostraram
que pacientes sem erosdo tem maior RET basal, comparado a pacientes com
esofagite erosiva. Esses dados sugerem que pacientes sintomaticos sem eroséo
macroscopica apresentam integridade da mucosa mais preservada, comparado a
pacientes com esofagite erosiva (WEIJENBORG et al., 2014; RISMA et al., 2017).

Estudos recentes demonstraram que substéncia presentes no contetido gastrico
(acido, pepsina, sais biliares) sdo potencialmente lesivos a mucosa esofagica,
podendo comprometer de forma significativa a sua funcdo de barreira. Oshima e
colaboradores (2012) demonstraram que o acido € capaz de promover queda da RET
seguido de aumento de permeabilidade epitelial e diminuicdo de expressdo de
proteina de juncao (claudina-4) (OSHIMA et al., 2012). Além disso, pepsina e sais
biliares sdo capazes de degradar as proteinas de juncdo, e dessa forma
comprometem a integridade da mucosa esofagica (FARRE et al., 2008; WOODLAND
et al., 2013). Neste sentido, apds exposicdo da mucosa esofagica ao contetudo
gastrico refluido, observa-se alteracdo da barreira epitelial e consequentemente
aumento da permeabilidade, ao qual facilita a entrada de H*, pepsina e sais biliares,
tornando as células vulneraveis (ORLANDO, 2008).

Adicionalmente, os dados do presente estudo demonstraram que bidpsias a
partir de pacientes sem erosao quando expostas a uma solucdo acida contendo
pepsina e TDCA, apresentam maior queda da RET, comparado a pacientes com
esofagite erosiva. Similarmente, Woodland e colaboradores (2013) mostraram que

biépsias a partir da mucosa esofagica de pacientes sintomaticos sem erosdao quando
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exposta a mesma solucdo apresentam valores da % de queda da RET semelhantes
aos encontrados nos pacientes sem erosao do nosso estudo (WOODLAND et al.,
2013). Por outro lado, Risma e colaboradores (2017) demonstraram que ndo houve
diferenca na queda RET em biopsias de individuos controle, pacientes com NERD e
esofagite erosiva, quando a mucosa esofagica foi exposta a solucao &cida (pH 1,0)
(RISMA et al.,, 2017). Uma possivel explicacdo para a diferenca observada € a
utilizacao de solucéo acida (pH 1,0), comparado ao nosso estudo na qual utilizou-se
uma solucao acida (pH 2,0 + pepsina e TDCA). Assim, nossos dados experimentais
sugerem que a mucosa esofdgica de pacientes sem erosdo apresenta maior
sensibilidade ao contetdo gastrico, comparada a pacientes com esofagite erosiva.
Nossos dados de RET basal justificam parcialmente esse fenbmeno ao demonstrar
um maior comprometimento da mucosa esofagica de pacientes sem erosao quando
comparados com pacientes esofagite erosiva.

A avaliacdo da permeabilidade epitelial a pequenas moléculas consistem em
outra técnica bastante utilizada para observar o comprometimento da integridade de
mucosa. Nossos dados demonstram que nao houve alteracdo significativa da
permeabilidade epitelial esofagica de pacientes sem erosao quando comparado a
pacientes com esofagite erosiva, a exposicao de bidpsias esofagicas a uma solucao
acida. Similarmente, Risma e colaboradores (2017) demonstraram que ndo ha
diferenca na permeabilidade epitelial de biépsias esofagicas a partir de pacientes com
NERD e esofagite erosiva apds exposicdo com uma solucdo acida (pH 1,0). Este
resultado é justificado, pelo menos em parte, por valores semelhantes de RET apés
exposicdo com solucdo 4cida em ambos os fenétipos analisados (RISMA et al., 2017).

Historicamente, IBPs sdo ferramentas terapéuticas muito importante para o
manejo clinico de pacientes com DRGE. Porém é conhecida uma taxa alta de
pacientes com recidivas a esta terapia (cerca de 30%), com maior predominio em
pacientes com NERD, comparados aos pacientes com esofagite erosiva (6-15% vs.
40-50%, respectivamente) (FASS; DICKMAN, 2006). Dessa maneira € importante a
busca de novas abordagens terapéuticas que proporcionem alternativas para
solucionar este importante problema clinico (WOODLAND et al., 2013).

Varios farmacos tém sido inseridos no mercado com intuito aliviar os sintomas
clinicos da DRGE, provocados pelo contetdo gastrico a mucosa esofagica. Com boa

aceitacdo e eficacia, destacam-se os alginatos, utilizados tanto isoladamente como
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combinado com antiacidos e/ou associado a IBPs (FACKLER et al., 2002; MARADEY-
ROMERO, 2014). Os alginatos quando em contato com o contelddo géstrico,
precipitam e formam uma camada de gel viscoso de baixa densidade com pH quase
neutro, por reagir com o acido gastrico produzindo didxido carbénico (CO2) que fica
aprisionado ao gel formado e por interagir com o epitélio esofagico formando uma
barreira fisica (SAVARINO et al., 2017).

A protecéo topica do epitélio do es6fago € uma importante alternativa terapéutica
para preservar a integridade da mucosa, principalmente nagueles pacientes que nao
respondem bem a terapia aos farmacos supressores de acido. Estudos demonstram
a eficacia da combinacdo de alginato (Gaviscon®) com IBPs na qual diminui a
percepcdo de sintomas persistentes relacionados ao refluxo (COYLE et al, 2017).
Além disso Woodland e colaborados (2015), demostraram que um alginato
(Gaviscon®) teve capacidade de aderir a mucosa esofagica de pacientes sintomaticos
sem erosdo sendo capaz de prevenir a queda da RET até 60 minutos (WOODLAND
et al., 2015)

Na busca de novos agentes terapéuticos, o grupo de pesquisa do Laboratorio de
Fisiofarmacologia Gastrointestinal (LEFFAG) tem demonstrando que o produto natural
intitulado como goma do cajueiro (Anacardium ocidentalle) € um forte candidato para
o tratamento da DRGE. Utilizando bidpsias de es6fago de pacientes sintomaticos sem
erosao, Nicolau e colaboradores (2017) mostraram que a goma do cajueiro preveniu
a queda da RET e a permeabilidade paracelular aumentada, por mecanismos
dependentes de bioadesdo ao epitélio esofagico (NICOLAU et al., 2017). Em outro
estudo Nicolau (2018) mostrou que a goma do cajueiro previne a inflamacéo da
mucosa esofagica no modelo experimental de NERD em camundongos (NICOLAU,
2018).

Produtos naturais sdo uma fonte inestimavel para prevencédo e tratamento de
diversas desordens, incluindo gastrointestinais. Nesse contexto, algas marinhas tém
atraido a atencdo de pesquisadores, pois sdo fontes valiosas de compostos, com
importantes propriedades farmacologicas. A Gracilaria caudata é uma espécie que
vem sendo bastante estudada por ser uma fonte rica de compostos bioativos. Estudos
demonstraram que o polissacarideo sulfatado da G. caudata tem atividade

antidiarreico nos modelos experimentais de 6leo de ricino e toxina da colera (COSTA
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et al., 2016) e gastroprotetor contra injuria ha mucosa géstrica induzida por etanol
(SILVA et al., 2012).

Baseado nas atividades biolégicas, natureza polimera e facil obtencdo do
material, o presente estudo avaliou a capacidade protetora topica do polissacarideo
sulfatado da G. caudata em biopsias de pacientes sem erosdo e pacientes com
esofagite erosiva. O uso de substancias com propriedades bioadesivas pode consistir
em uma importante alternativa terapéutica para pacientes com NERD refratarios aos
IBPs. Favorecendo nestes pacientes alivio rapido dos sintomas, tendo em vista que
apresentam fibras aferentes nervosas localizadas mais proxima ao limen do eséfago
assim sendo mais exposta ao conteudo géastrico, consequentemente ocasionado dor
epigastrica (WOODLANDO et al., 2017).

Nossos dados mostraram que esse composto preveniu a queda da RET em
bidpsias de pacientes sem erosdo, mas ndo de pacientes com esofagite erosiva. Além
disso, preveniu a permeacéo de fluoresceina em ambos os fenétipos de DRGE. Esses
resultados podem ser explicados, pelo menos em parte, pelas diferencgas histologicas
encontradas nos dois tipos de pacientes. Pacientes com esofagite erosiva permiti um
comportamento diferencial entre a interacdo com 0 nosso polissacarideo sulfatado,
muito devido ao componente do epitélio esofagico, por apresentar intensa infiltracao
neutrofilica, erosao e necrose, ocasionando perdas de moléculas no glicocélice
celular, onde nosso grupo hipotetiza que seja a regido de uma suposta interagdo com
o polissacarideo sulfatado (SAVARINO et al., 2013).

Baseado na literatura e de acordo com nossos dados, nés hipotetizamos que o
polissacarideo sulfatado da G. caudata apresenta propriedade bioadesiva na mucosa
esofégica, aumentando a barreira epitelial, ocasionando uma protecéo fisica, de forma
a proteger contra os efeitos agressores proporcionados por substancias do contetdo
do refluxato. Adicionalmente, n6s ndo descartamos a hipétese que o polissacarideo
sulfatado da G. caudata possua efeito antiinflamatério e isso pode proporcionar
melhores efeito para pacientes com DRGE, porém mais estudos devem ser realizados
paras confirmas estas hipoteses.

No presente estudo, n0s reconhecemos a existéncia de limitagdes: 1) auséncia
do exame de pHmetria 24h/impedancia para caracterizar de forma precisa, pacientes

com DRGE e sem erosdo na mucosa esofagica a endoscopia em: pirose funcional,
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eso6fago hipersensivel e NERD, 2) Auséncia de individuos saudaveis como controle e
3) mecanismo de agéo.

Em resumo, nossa pesquisa demonstrou que pacientes sem erosao e esofagite
erosiva apresentam diferencas no comprometimento da integridade da mucosa
esofagica e que a aplicacao topica do polissacarideo sulfatado da Gracilaria caudata
foi eficaz na prevencéo das alteracdes provocadas pela exposicédo acida em bidpsias

a partir de pacientes sem erosao.
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7. CONCLUSAO

o Pacientes com esofagite erosiva apresentaram mais frequéncia de pirose e uso
prolongado inibidores da bomba de prétons comparado a pacientes sem erosao;

o A avaliacdo de resisténcia elétrica transepitelial (RET) demonstrou que
pacientes sem erosdo tem maior RET basal, comparado a pacientes com esofagite
erosiva,;

o A exposicdo da mucosa esofagica com solucdo acida promoveu uma queda
significativa da RET em pacientes sem erosdo, comparado a pacientes com esofagite
erosiva, mas semelhante ao final da exposi¢cdo com solucao acida;

o Pacientes sem erosdo apresentam permeabilidade esofagica semelhante aos
pacientes com esofagite erosiva, apds exposicdo com solucéo acida;

o A aplicacao tépica de polissacarideo sulfatado da Gracilaria Caudata previne
as alteracdes da integridade da mucosa esofagiana (RET e Permeabilidade) de
pacientes sem erosdo provocadas por exposicdo com solucdo acida;

o A aplicacédo topica de polissacarideo sulfatado da Gracilaria Caudata, previne
parcialmente as alteragbes da integridade da mucosa esofagiana (RET e
Permeabilidade) de pacientes com esofagite erosiva provocadas por exposicado com

solucéo acida.



67

REFERENCIAS

ANDRADE, L. R.; LEAL, R. N.; NOSEDA, M.; DUARTE, M. E. R.; PEREIRA, M. S;;
MOURAO, P. A. S.; FARINA, M.; FILHO, G. M. A. Brown algae overproduce cell walll
polysaccharides as a protection mechanism against the heavy metal toxicity., Mar.
Poll. Bull., v. 60, p. 1482-1488, 2010.

ALENCAR, P. O. C. Polissacarideos obtidos da alga marinha vermelha
gracilaria caudata j. agardh: estudo quimico-estrutural e avaliagao de atividade
antioxidante. 2016. Dissertacdo (Mestrado em Bioquimica) Departamento de
Bioquimica e Biologia Celular, Universidade Federal do Ceara, Fortaleza.

ARONSON, J. K.; Inhibiting the proton pump: mechanisms, benefits, harms, and
questions. BMC Med, v. 14, 2016.

AKYUZ, F.; MUTLUAY, S. O. How is gastroesophageal reflux disease classified?
Turk J. Gastroenterol, v. 28, suppl. 1, p. 10-11, 2017.

AZZAM, R. S.; SALLUM, R. A. A.; BRANDAO, J. F.; NAVARRO-RODRIGUES, T_;
NASI, A.; Comparative study of two modes of gastroesophageal relux measuring:
conventional esophageal monitoring and wireless pH monitoring. Arq.
Gastroenterol, v. 49, n.2 p. 107-112, 2012.

BARROS. F. C.; DA SILVA, D. C.; SOMBRA, V. G.; MACIEL, J. S.; FEITOSA, J. P;
FREITAS, A. L.; DE PAULA, R. C. Structural characterization of polysaccharide
obtained from red seaweed Gracilaria caudata (J Agardh). Carbohydr Polym. V. 92,
n.1, p. 598-603, 2013.

BREDENOORD, A.J.; PANDOLFINO, J.E.; SMOUT, A.J. Gastro-oesophageal reflux
disease. Lancet. v. 1, n. 381, p. 1922-1942, 2013.

CALABRESE, C.; FABBRI, A.; BORTOLOTTI, M.; CENACCHI, G.; ARENI, A;;
SCIALPI, C.; MIGLIOLI, M.; DI FEBO, G.; Dilated intercellular spaces as a marker of
oesophageal damage: comparative results in gastro-oesophageal reflux disease with
or without bile reflux. Aliment Pharmacol Ther, v. 18, p 525-532, 2003.

CALABRESE, C.; BORTOLOTTI, M.; FABBRI, A.; ARENI, A.; CENACCHI, G.;
SCIALPI, C.; MIGLIOLI, M.; FEBO, G. D.; Reversibility of GERD ultrastructural
alterations and relief of symptoms after omeprazole treatment. Am J Gastro v. 100,
p. 537-542, 2005.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aronson%20JK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27825384
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5101661/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29199159
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23218341
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23218341

68

CASTRO, L. P.; BRITO, E. M.; COELHO, L. G. V. Doenca do refluxo astroesofagico.
Ver. Bras. Med, v. 57, n. 11, p. 1214-1232. 2000.

CHAVES, L. S., NICOLAU, L. A. D,, SILVA, R. O., BARROS, F. C. N., FREITAS, A.
L. P., ARAGAQ, K. S., RIBEIRO, R. A., SOUZA, M. H. L. P., BARBOSA, A. L. R.,
MEDEIRQOS, J. V. R. Antiinflammatory and antinociceptive effects in mice of a
sulfated polysaccharide fraction extracted from the marine red algae Gracilaria
caudata. Immunopharmacol Immunotoxicol. v. 26, 2013.

COSTAD. S.; ARAUJO, T. S.; SOUSA, N. A.; SOUZA, L. K.; PACIFICO, D. M.;
SOUSA, F. B.; NICOLAU, L. A.; CHAVES, L. S.; BARROS, F. C.; FREITAS, A. L,;
MEDEIRQOS, J. V. Sulphated Polysaccharide Isolated from the

seaweed Gracilaria caudata Exerts an Antidiarrhoeal Effect in Rodents. Basic Clin.
Pharmacol Toxicol, v. 118, n. 6, p. 440-448, 2016.

COYLE, C.; CRAWFORD, G.; WILKINSON, J.; S. J. THOMAS, S. J.; BYTZER, P.
Randomised clinical trial: addition of alginate-antacid (Gaviscon Double Action) to
proton pump inhibitor therapy in patients with breakthrough symptoms. Aliment
Pharmacol Ther. v. 45, p. 1524-1533, 2017.

DENT, J.; EL-SERAG, H. B.; WALLANDER, M. A.; JOHANSSON, S. Epidemiology of
gastro-oesophageal reflux disease: a systematic review. Gut, v.54, n.7, p. 710-717,
2005.

DUBAR, K. B.; AGOSTON, A. T.; ODZE, R. D.; HUO, X.; PHAM, T. H.; CASTELL, D.
O. Associatiom of acute gastroesophageal reflux disease with esophageal histologic
vhanges. Jama, n. 17, v. 315, n. 19, p.2104-2112, 2016.

EL-SERAG, H.B.; SONNENBERG, A. Opposing time trends of peptic ulcer and reflux
disease. Gut. n. 43, v. 3, p. 327-33, Sep, 1998.

EI-SERAG, H. B. Epidemiology of non-erosive reflux disease. Digestion, n. 78,
suppl. 1, p. 6-10, 2008.

EUSEBI, L. H. et al., Global prevalence of, and risk factors for, gastro-oesophageal
reflux symptoms:a meta-analysis. GUT. p. 1-11, 2017.

FACKLER, W. K.; OURS, T. M.; VAEZI, M. F.; RICHTER, J. E.; Long-term effect of
H2RA therapy on nocturnal gastric acid breakthrough. Gastroenterology, v. 122, p.
625-632, 2002.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26582552
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26582552
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fackler%20WK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11874994
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ours%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11874994
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vaezi%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11874994
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Richter%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11874994

69

FARRE, R.; VAN MALENSTEIN, H.; DE VOS, R.; GEBOES, K.; DEPOORTERE, |.;
BERGHE, P. V.;1 FORNARI, F.; BLONDEAU, K.; MERTENS, V.; TACK. J.; SIFRIM,
D.; Short exposure of oesophageal mucosa to bile acids, both in acidic and weakly
acidic conditions, can impair mucosal integrity and provoke dilated intercellular
spaces. Gut, v. 57, p. 1366-1374, 2008.

FASS, R., OFMAN, J.J. Gastroesophageal reflux disease—should we adopt a new
conceptual framework? Am J Gastroenterol, v. 97, p. 1901-1909, 2002.

FASS, R., DICKMAN, R. Nonerosive reflux disease. Gl Motility online, 2006

GYAWALLI, P. C. Proton pump inhibitors in gastroesophageal reflux disease: Friend
or foe. Curr. Gastroenterol Rep, v. 19, n. 46, p. 2017.

HENRY, M. A. C. A. Diagnéstico e tratamento da doenca do refluxo gastroesofagico.
ABCD Arqg. Bras. Cir. Dig, v. 27, n. 3, p. 210-215, 2014.

HOLDT, S. L.; KRAAN, S. Bioactive compounds in seaweed functional food
applications and legislation. Journal of Applied Phycology, v. 23, n. 3, p. 543-597,
2011.

JOVOV, B.; QUE, J.; TOBEY, N. A.; DJUKIC, Z.; HOGAN, B, L.; ORLANDO, R. C;;
Role of E-cadherein in the pathogeneses of gastroesophageal reflux disease. AM. J.
Gastroenterol, v, 6. N, 106, p. 1039-1947, 2011.

KAHRILAS, P. J. GERD pathogenesis, pathophysiology, and clinical manifestations.
Cleveland Clinic Journal of Medicine, v. 70, p. 1-19, 2003.

KAIN, J. M.; DESTOMBE, C. A review of the life history, reproduction and phenology
of GracilariaJJournal of Applied Phycology, v.7, n. 269, 1995.

KELLERMAN, R.; KINTANAR, T. Gastroesophageal reflux disease. Prim Care Clin
Office Pract, 2017.

MACIEL, J. S.; CHAVES, L. S.; SOUZA, B. W. S.; TEIXEIRA, D. I. A.; FREITAS, A.
L. P.; FEITOSA, J. P. A.; PAULA, R. C. M. Structural characterization of cold
extracted fraction of soluble sulfated polysaccharides from red seaweed Gracilaria
birdiae. Carbohyd. Polym., v. 71, p. 559-565, 2008.


https://link.springer.com/journal/10811

70

LAHAYE, M.; ROCHAS, C. Chemical structure and physico-chemical properties of
agar. Hydrobiologia, v. 48, p. 221-137, 1991.
LOWE, D.; HSU, R. Barrett Metaplasia. Stat Pearls, 2017.

MANDEL, K. G, DAGGY, B. P.; BRODIE D. A.; JACOBY, H. I. Review article:
alginate-raft formulations in the treatment of heartburn and acid reflux. Aliment
Pharmacol Ther, v. 14, p. 669-690, 2000.

MARADEY-ROMERO, C.F.R. New and future drug development for
gastroesophageal reflux disease. J. Neurogastroenterol Motil, v. 20, p. 6-16, 2014.

MIKAMI D. J., MURAYAMA, K. M. Physiology and Pathogenesis of
gastroesophageal Reflux Disease. Gastroenterol Clin North Am, v. 43, n.1, p. 39-
46, 2014.

MORAES-FILHO, J.P.P.I. et al. Prevalence of heartburn and gastroesopagheal reflux
disease in the urban Brazilian population. Am J Gastroenterol, v. 42, n. 2 p. 122 —
127, 2005.

NASI, A.; MORAES-FILHO, J. P. P.; CECCONELLO, I. Doenca do refluxo
gastroesofagico: revisdo ampliada. Arq. Gastroenterol, v. 43, n. 4, p. 334-340,
2006.

NEORI, A.; CHOPIN, T.; TROELL, M.; BUSCHMANN, A.H.; KRAMER, G.P.;
HALLING, C.; SHPIGEL, M.; YARISH, C. Integrated aquaculture: rationale, evolution
and state of the art emphasizing seaweed biofiltration in modern mariculture.
Aquaculture v. 231, p. 361-391, 2004.

NEUMANN, H.; MONKEMULLER, K.; FRY, L. C.; DOMBROWSKI, F.; KUESTER, D.;
BEYER, M.; MALFERTHEINER, P. Intercellular space volume is mainly increased in
the basal layer of esophageal squamous epithelium in patients with GERD dig DIS.
Sci, v.54, p, 1404-1411, 2011.

NICOLAU, L. D.; LIMA. F. B.; SANTANA A. P. M.; WOODLAND P. J.; LEE, C,;
MEDEIROS, J. V. R.; SILVA, D. A.; VALE, M. L.; SOUZA, M. A. N.; SANTOS, A. A;;
SIFRIM, D.; SOUZA, M.; Topical protection of human oesophageal mucosal integrity
by the cashew Gum, a natural polymer obtained from a brazilian northeastern Tree
(Anacardium occidentale L.) gastroenterology, v. 152, N. 5, p. 460-461, 2017.

NICOLAU, L. A. D. Efeito esofagoprotetor de um biopolimero, a goma do
cajueiro, na doenca do refluxo ndo-erosiva em murinos e em biépsias


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Daggy%20BP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10848650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brodie%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10848650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jacoby%20HI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10848650

71

esofagicas humanas: perfil antiinflamatorio e efeito topico. 2018. Tese.
(Doutorado em Farmacologia) Departamento de Fisiologia e Farmacologia.
Universidade Federal do Ceara. Fortaleza.

NISSEN, R. Gastropexy as the alone procedure in the surgical repair of hiatus
hérnia. Am J Surg. v. 92, p. 389-392, 1956.

OO0l, V.E.; LIU, F. Immunomodulation and anti-cancer activity of polysaccharide-
protein complexes. Curr Med Chem, v. 7, n. 7, p. 715-729, 2000.

ORLANDO, R.C. Pathophysiology of gastroesophageal reflux disease. J Clin
Gastroenterol., n.42, p.584 —-588, 2008.

ORLANDO, R. C.; MONYAK, J. T.; SILBERG, D. G.; Predictors of heartburn
resolution and erosive esophagitis in patients with GERD. Curr Med Res Opin, v. 25,
p. 2091-2102, 2009.

OSHIMA, T.; KOSEKI, J.; CHEN, X.; MATSUMOTO, T.; MIWA, H. Acid modulalates
the squamous epithelial barrier function by modulating the localization of claudins the
superficial layers. Lab. Invest, n. 92, v. 1, p. 22-31, 2012.

PARDON, N. A.; VICARIO, M.; VANEEL, H.; VANUYTSEL, T.; CEULEMANS, L. J. A
weakly acidic solution containing deoxyxholix acid induces esophageal epithelial
apoptosis and impairs integrity in an in vivo perfusion rabbit model. Am. J. Physiol.
Gastrointest Liver Physiol, n, 1. V. 310, n. 7, p. 487-496, 2016.

Ql, H., ZHAO, T., ZHANG, Q., LI, Z., & ZHAO, Z. Antioxidant activity of different
molecular weight sulfated polysaccharides from Ulva pertusa Kjellm (Chlorophyta).
Journal of Applied Phycology v. 17, p. 527-534, 2005.

RICHTER, J. E.; RUBENSTEIN, J. H. Presentation and epidemiology of
gastroesophageal reflux disease. Gastroenterology, 2017.

RINSMA, N. F.; FARRE, R.; TROOST, F. J.; 1, ELIZALDE, M.; KESZTHELYI, D.;
HELYES, Z.; MASCLEE, A.; CONCHILLO, J. M. Exploration of the esophageal
mucosal barrier in non-erosive reflux disease. Int. J. Mol. Sci. V.18, 2017.

ROCHA, F. D.; PEREIRA, R. C.; KAPLAN, M. A. C.; TEIXEIRA, V. L. Natural
products from marine seaweeds and their antioxidant potential. Revista Brasileira
de Farmacognosia, v. 17, n. 4, p. 631-639, 2007.



72

SAKATA, Y.; TOMINAGA, K.; KATO, M.; TAKEDA, H.; SHIMOYAMA, Y ;
TAKEUCHI, T.; IWAKIRI, R.; FURUTA, K.; SAKURAI, K.; ODAKA, T.; KUSUNOKI,
H.; NAGAHARA, A.; IWAKIRE, H.; FURUTA, T.; MURAKAMI, K.; MIWA, H.;
KINOSHITA, Y.; HARUMA, KEN.; TAKASHI, S.; WATANABE, S.; HIGUCHI, K;;
FUJIMOTO, M.; KUSANO, M.; ARAKAWA, T. Clinical characteristics of elderly
patients with proton pump inhibitor-refractory non-erosive reflux disease from the G-
PRIDE study who responded to rikkunshito. BMC Gastroenterol, V. 14, N. 116,
2014.

SALEHI, M.; KARENGAR-BORZI, H.; KARIMI, M.; RAHIMI, R. Medicinal plants for
management of gastroesophageal reflux disease: A review of animal and human
studies. The journal of alternative and complementary medicine, p, 1-14, 2016.

SAVARINO, E.; DE BORTOLI, N.; ZENTILIN, P.; MARTINUCCI, |.; BRUZZONE, L.;
FURNAR, I. M.; MARCHI, S.; SAVARINO, V. Alginate controls heartburn in patients
with erosive and nonerosive reflux disease. World J Gastroenterol, v. 18, n. 32, p.

4371-4738, 2012.

SAVARINO, E.; ZENTILIN, P.; MASTRACCI, L.; DULBECCO, P.; MARABOTTO, E.;
GEMIGNANI, L.; BRUZZONE, B.; BORTOLI, N.; FRIGO, C. A.; FIOCCA, R
SAVARINO, V. Microscopic esophagitis distinguishes patients with non-erosive reflux
disease from those with functional heartburn. J Gastroenterol, v. 48, 0. 473-482,
2013.

SAVARINO, E.; ZENTILINB, P.; MARABOTTOB, E.; PELLEGATTAB, GAIA.;
COPPOB, C.; BRUNACCIB, M.; DULBECCOB, P.; SAVARINO. V. Drugs for
improving esophageal mucosa defense: where are we now and where are we going?
Annals of Gastroenterology, v. 31, p. 1-7, 2017.

SILVA, R. O.; DOS SANTOS, G. M.; NICOLAU, L. A.; LUCETTI, L. T.; SANTANA A.
P.; CHAVES, L. D. E. S.; BARROS, F. C.; FREITAS, A. L.; SOUZA, M. H.;
MEDEIROQOS, J. V Sulfated-polysaccharide fraction from red

algae Gracilaria caudata protects mice gut against ethanol-induced damage.

Mar Drugs, v. 9, n. 11, p, 2188-2200, 2011.

SILVA, R. O. Envolvimento do receptor trpvl em um novo modelo de doenca do
refluxo ndo erosiva (nerd): da inflamacgéo ao defeito funcional. 2017. Tese.
(Doutorado em Farmacologia) Departamento de Fisiologia e Farmacologia.
Universidade Federal do Ceara. Fortaleza.

SMOUT, A. J.; BRENDENOORD, A. J. GERD: A chalange to our view of reflux
oesophagitis pathogeneses. Nat. Rev. Gastroenterol. Hepatol, v. 9, n. 13 p. 504-
505, 2016.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22163181
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22163181

73

TEIXEIRA, V. L. Produtos naturais de algas marinhas botéanicas. Rev virtual quim,
v. 5, n. 3, p. 343-362, 2012.

THAVORN, K.; MAMDANI, M. M.; Straus SE. Efficacy of turmeric in the treatment of
digestive disorders: A systematic review and meta-analysis protocol. Syst Ver, v. 3,
n. 71, 2014.

TOMINAGA, K.; IWAKIRI, R.; FUJIMOTO, K.; FUJIWARA, Y.; TANAKA, M.;
SHIMOYAMA Y, UMEGAKI, E.; HIQUCHI, K. KUSANO, M.; ARAKAWA, T.;
Rikkunshito improves symptoms in PPI-refractory GERD patients: A prospective,
randomized, multicenter trial in Japan. J Gastroenterol, v. 47, p. 284-292, 2012.

TOPOROVSKI, M. S. Drogas procinéticas ndo devem ser prescritas rotineiramente
para o tratamento de doenca do refluxo gastroesofagico em Pediatria. Rev Paul
Pediatr, v. 27, n. 3, p. 232-235, 2009.

VAKIL, N.; ZANTEN, S. V.; KAHRILAS, P.; DENT, J.; JONES, R. The Montreal
definition and classification of gastroesophgeal reflux disease: a global evidence-
based consensus. Am. J. Gastroenterol, v. 101, p. 1900 - 1020, 2006.

VERMA, S.; SINGH, S.; Current and future status of herbal medicines. Vet World, v.
1, p. 347-350, 2008.

WIJESEKARA, |.; PANGESTUTI, R.; KIM, S.K. Biological activities and potential
health benefits of sulfated polysaccharides derived from marine algae. Carbohydr.
Polym v. 84, p. 14-21, 2011.

WINKELTEIN, A. Peptic esophagitis: a new clinical entity. Jama, v. 104, n. 11, p.
906-909, 1935.

WOODLAND, P.; DURAISAMY, Y.; GILL, R. S.; FARRE, R.; PRESTON, S. L,;
SIFRIM, D.; Oesophagus: assessment of functional oesophageal mucosal integrity in
biopsies of patients with refractory gord. Gut, v. 60, p. 160-178, 2011.

WOODLAND, P.;, BATISTA-LIMA, F.; LEE, C-, PRESTON, S.L.;, DETTMAR,
P.; SIFRIM. D. Topical protection of human esophageal mucosal integrity. Am. J.
Physiol. Gastrointest Liver Physiol, v, 15, p. 308-312, 2015.

WOODLAND, P.; SHEN, O. J. L.; GRASS,I F.; NIKAKI, K.; LEE, C.; EVANS, J. A,;
KOUKIAS, N.; TRIANTQOS, C.; MCDONALD, S. A.; PEIRIS, M.; AKTAR, R;;


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Woodland%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25907692
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Batista-Lima%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25907692
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25907692
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Preston%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25907692
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dettmar%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25907692
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dettmar%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25907692
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sifrim%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25907692

74

BLACKSHAW, L.A.; SIFRIM, D. Superficial esophageal mucosal afferent nerves may
contribute to reflux hypersensitivity in nonerosive reflux disease. Gastroenterology, n.
153, v. 5, p. 1230-1239, 2017.



APENDICE

75



76

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DA PESQUISA: PROTECAO DA INTEGRIDADE DA MUCOSA CONTRA O
REFLUXO GASTROESOFAGICO- EFEITOS DE PRODUTOS NATURAIS.

O(a) senhor(a) estad sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa.
Sua participacdo é importante, porém ndo deve participar contra a sua vontade.
Depois de ler as informacdes abaixo, ou¢a 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 € avaliar o efeito protetor
de produtos naturais sobre a protecdo da integridade da mucosa contra refluxo
gastroesofagico (DRGE), esta doenca é prevalente em nossa populacédo (~20%) e
causa impacto dramatico sobre a qualidade de vida dos que sdo acometidos.

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 eséfago 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 sera de apenas 2 minutos. Durante a semana
gue antecede a consulta médica vocé ndo poderd fazer uso das seguintes
medicacbes: omeprazol, bromoprida, metoclopramida, domperidona e evitar a
ingestédo de farinha de milho e abacaxi. RISCOS: Este exame tem um risco muito
baixo de complicacdo 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 naturais 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 explicagdo e sem que isso venha a interferir no seu

atendimento nesta instituicao.
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CONFIDENCIALIDADE DA PESQUISA: As informacbes obtidas seréo
analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgada a identificacao de
nenhum paciente.

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

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 consideracdo ou duvida 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@huwec.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, apds sua leitura tive oportunidade de fazer
perguntas sobre o conteido do mesmo, como também sobre a pesquisa e recebi
explicacbes que responderam por completo minhas duvidas. E declaro ainda estar

recebendo uma copia assinada deste Termo.

Data:
Assinatura do paciente/representante legal
Data:
Assinatura da testemunha
Data:

Assinatura do responsavel pelo estudo


mailto:cephuwc@huwc.ufc.br
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QUESTIONARIO DE SINTOMAS DRGE

NOME:

DATA:___/ /| PRONTUARIO:

DN: / / . IDADE: PROFISSAO:
Peso: Alt.: IMC:

ENDERECO:

FONE: CELULAR

FONTE DE ENCAMINHAMENTO:

INICIO DOS SINTOMAS:

TEMPO QUE LEVOU P/ PROCURAR O MEDICO:
PARA REALIZAR ENDOSCOPIA:

TEM ENDOSCOPIA ANTERIOR? QUANDO? AONDE? RESULTADO?

TRATAMENTOS ANTERIORES, DURACAO E RESPOSTA AO TRATAMENTO:

Medicamentos SIM NAO

ANTIACIDOS

BLOQUEADORES H2

INIBIDORES DA BOMBA DE PROTONS

TEM ALGUMA OUTRA DOENCA? SIM( ) NAO( )
Qual(is)?:

FAZ USO DE MEDICACOES? SIM( ) NAO( )
Qual(is)?:

CIRURGIA INTESTINAL PREVIA? SIM( )NAO( )
Qual(is)?:

FUMA?SIM( )NAO( ) No DE CIG/DIA:
BEBE?SIM( )NAO( )<20G/DIA( )>20G/DIA( )

1. PIROSE (retroesternal, e relacionada com refeicdo):

NAO ( )SIM( )

FREQUENCIA: menos que 1/sem () 1l/semana( ) 2-4/semana( ) 5-7/semana( )
INTENSIDADE: 1- FRACA () 2- MODERADA ( ) 3- FORTE () 4- INSUPORTAVEL ( )
2. REGURGITACAO (golfar, refluxo):

NAO ( )SIM( )

FREQUENCIA: menos que 1/sem () 1/semana( ) 2-4/semana( ) 5-7/semana ( )




3. DISFAGIA (entalo — dificuldade de deglutir):

NAO ( )SIM( ) OROFARINGEA( ) ESOFAGICA ( )

FREQUENCIA: menos que 1/sem () 1/semana( ) 2-4/semana( ) 5-7/semana( )
4. ODINOFAGIA:

NAO ( )SIM( ) ALTA( ) BAIXA ( )

FREQUENCIA: menos que 1/sem () 1/semana( )2-4/semana( ) 5-7/semana( )
INTENSIDADE: 1- FRACA () 2- MODERADA () 3- FORTE () 4- INSUPORTAVEL ( )
5. ERUCTACAO:

NAO( )SIM( )

FREQUENCIA: menos que 1/sem () 1/semana( )2-4/semana( ) 5-7/semana( )
6. SOLUCOS:

NAO( )SIM( )

FREQUENCIA: menos que 1/sem () 1l/semana( )2-4/semana( ) 5-7/semana( )
7. DISFONIA (rouquidéo, voz fanhosa, voz falha):

NAO ( )SIM( )

FREQUENCIA: uma vez cada2 meses () 1p/més( ) 2-3 p/més 4 ou mais p/més ( )
8. BRONCOESPASMO (chiadeira no peito):

NAO( )SIM( )

FREQUENCIA: uma vez cada 2 meses () 1p/més( ) 2-3 p/més 4 ou mais p/més ( )
9. DOR TORACICA:

NAO( )SIM( )

FREQUENCIA: uma vez cada 2 meses () 1 p/més( ) 2-3 p/més 4 ou mais p/més ( )
INTENSIDADE: 1- FRACA () 2- MODERADA () 3- FORTE () 4- INSUPORTAVEL ( )
10. PIGARRO:

NAO( )SIM( )

FREQUENCIA: menos que 1/sem () 1/semana( ) 2-4/semana( ) 5-7/semana( )
INTENSIDADE: 1- FRACA () 2- MODERADA () 3- FORTE () 4- INSUPORTAVEL (
11. SONO INTERROMPIDO:

NAO ( )SIM( )

FREQUENCIA: menos que 1/sem () 1/semana ( )2-4/semana( ) 5-7/semana( )
12. SONOLENCIA DIURNA:

NAO ( )SIM( )

FREQUENCIA: menos que 1/sem () 1l/semana( )2-4/semana( ) 5-7/semana( )
INTENSIDADE: 1- FRACA () 2- MODERADA () 3- FORTE () 4- INSUPORTAVEL (
13. TOSSE:

NAO ( )SIM( )

SECA( ) PRODUTIVA( )

FREQUENCIA: menos que 1/sem () 1/semana ( ) 2-4/semana( ) 5-7/semana( )
14. RONCA:

NAO( ) SIM( )

)

)
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