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RESUMO

A doenca do refluxo gastroesofagico (DRGE) é uma das mais importantes
afecgbes digestivas, tendo em vista as elevadas e crescentes incidéncias, a
intensidade dos sintomas e a gravidade das complicacdes. Existem alguns grupos de
riscos independentes para o desenvolvimento desta doenca e a obesidade esta entre
os principais fatores de risco para a DRGE. A DRGE pode acarretar em algumas
complicagbes como o desenvolvimento de es6fago de Barrett, estenose, Ulcera e
sangramento esofagico, além de perda da qualidade de vida.

Sindrome metabdlica (SM) é uma associacdo central da obesidade, definido
por medidas de circunferéncia abdominal em relacdo ao IMC, seguido por outros
parametros como triglicérides alto, colesterol HDL baixo, presséo sistolica e/ou
diastolica elevadas e glicemia em jejum acima de 100 mg/dL ou ainda algum
tratamento prévio para uma ou mais dessas doencas citadas. A observacdo da
possivel associacdo de alteracdes clinicas as disfuncdes celulares e moleculares em
pacientes com DRGE e/ou SM, torna-se crucial para o melhor entendimento da
doenca, bem como fornecer subsidios para a busca de novas alternativas
terapéuticas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a relagcdo dos aspectos clinicos e
celulares da DRGE e SM. Os resultados encontrados sugerem que ha uma relacao
entre DRGE e a presenca de SM ou obesidade central e ainda sugere que pessoas
com circunferéncia abdominal, triglicérides e HDL alterados, podem apresentar DRGE.
Também foram encontrados marcadores moleculares diferentes nos grupos
DRGE+SM e SM, o que pode levar a possivel diagndstico diferencial no futuro além de
ser um alvo potencial para intervencdes ou diagndsticos.

Palavras-chaves: doenga do refluxo gastroesofagico, sindrome metabdlica,

obesidade, citocinas, metaboldomica.



ABSTRACT

Gastroesophageal reflux disease (GERD) is one of the most important digestive
disorders, due to the high and increasing incidence, the intensity of the symptoms and
the severity of the complications. There are some groups of independent risks for the
development of this disease and obesity is among the main risk factors for GERD.
GERD can lead to complications such as the development of Barrett's esophagus,
stenosis, ulcer and esophageal bleeding, and loss of quality of life.
Metabolic syndrome (MS) is a central association of obesity, defined by measures of
waist circumference in relation to BMI, followed by other parameters such as high
triglycerides, low HDL cholesterol, elevated systolic and / or diastolic blood pressure
and fasting glycemia above 100 mg/dL or some previous treatment for one or more of
these diseases. The observation of the possible association of clinical alterations to
cellular and molecular dysfunctions in patients with GERD and / or MS is crucial for a
better understanding of the disease, as well as providing subsidies for the search for
new therapeutic alternatives. The aim of this study was to evaluate the relationship
between clinical and cellular aspects of GERD and MS. The results suggest that there
is a relationship between GERD and the presence of MS or central obesity and also
suggests that people with altered abdominal circumference, triglycerides and HDL may
present GERD. Different molecular markers were also found in the GERD + MS and
MS groups, which may lead to a possible differential diagnosis in the future besides
being a potential target for interventions or diagnoses.
Key words: gastroesophageal reflux disease, metabolic syndrome, obesity, cytokines,

metabolomics.
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INTRODUCAO



Doenca do Refluxo Gastroesofagico

A doenca do refluxo gastroesofagico (DRGE) é uma das mais
importantes afeccdes digestivas, tendo em vista as elevadas e crescentes
incidéncias, a intensidade dos sintomas e a gravidade das complicacdes. E
uma doenga comum tendo em 2002 uma prevaléncia de 20%, e destes, 7%
utiizavam medicagbes diariamente. Ela foi descrita em 1985 como um
‘iceberg’, onde era a parte visivel dos sintomas, reflexos do estilo de vida da
populacéo de paises desenvolvidos (6). Considerando-se que a DRGE reduz a
gualidade de vida e possui uma importante variagdo em sua prevaléncia, sendo
de 10% a 20% em paises do ocidente e 5% na Asia, ha indicios de que a
obesidade € um dos principais fatores de risco (3, 7-9). Atualmente na América
do Norte, a prevaléncia € de 27,8 % e 25,9 % na Europa (10). Levando em
consideracdo o indice de massa corporea (IMC) maior que 30, oS niveis

epidémicos de DRGE aumentam consideravelmente na Ameérica do Norte,

Europa e Asia (11).

O refluxo gastroesofagico é caracterizado pela presenca de azia e
regurgitacdo acida. A severidade pode ser medida, levando em consideracdo
um periodo de acompanhamento de 12 meses. A DRGE pode ser suave,
guando o paciente a ignora e nao altera seu comportamento diario; moderada,
guando o paciente ndo a ignora, porém ainda ndo altera suas atividades;
severa, quando as atividades diarias sdo comprometida e muito severa,
guando as atividades diarias sdo comprometidas com a intensidade (12). A
DRGE foi descrita principalmente como erosao e ulceracdo da mucosa
esofagica devido a exposicdo ao acido gastrico (13). O diagnostico de DRGE

erosiva baseia-se principalmente na endoscopia digestiva alta, que revela as

12



lesbes no esbfago(14). Com a introducdo de estudos de pH esofagico, a
doenca de refluxo ndo erosiva (NERD) foi adicionada aos diagnosticos
diferenciais de pacientes com azia. Durante algum tempo, acreditava-se que 0
refluxo biliar (alcalino) também poderia imitar os sintomas de DRGE. O
fenbmeno de refluxo ndo acido (pH> 4) foi introduzido apds o desenvolvimento
de técnicas de monitoramento de impedancia esoféagica e foi categorizado em
refluxo fraco e acido e fraco alcalino. Embora os sintomas da DRGE sejam
atribuidos a regurgitacao do acido gastrico no eséfago, nem todos os pacientes
com sintomas tém realmente DRGE (10).

Esta afeccdo é definida como sendo a condicdo que se desenvolve
guando o refluxo do contetido gastrico causa sintomas e/ou complicagdes (15).
E uma das causas mais frequentes de consultas gastroenteroldgicas em
pacientes ambulatoriais, comprometendo de forma significativa a qualidade de
vida dos seus portadores (16). Varios fatores estdo implicados na fisiopatologia
da DRGE, tais como relaxamento transitorio do esfincter inferior do eséfago
(EIE), hipotonia do EIE, hérnia hiatal por deslizamento, peristaltismo esofagiano

inadequado, gravidez e uso de estrogenos (2, 17-19).

A obesidade tem sido descrita como forte fator de risco para aumento de
DRGE ja que estimula a resposta inflamatoria e proliferativa no epitélio
escamoso esofagico (20). Desta forma, a pressao intra-abdominal e o tecido
adiposo visceral produz mdltiplas adipocinas e citocinas inflamatérias que
podem resultar no aumento da inflamac&do cronica e nota-se que ha um

aumento de prevaléncia de DRGE em individuos obesos (20).

A obesidade abdominal pode levar a DRGE por fatores mecanicos,

humorais ou disturbios de motilidade como mostram a tabela 1 e figura 1. Ha

13



fatores secundarios, onde pode ser correlacionado a um heterogéneo grupo de
fatores como as doencas enddcrinas e metabdlicas, colagenoses, neuropatia
sistémica, cirurgias abdominais, medicamentos e gravidez. Desse modo,
observa-se que o aumento da gordura visceral traduzida pela medida da
cintura abdominal, um dos componentes da Sindrome Metabdlica, pode
exercer influéncia na patogenia da DRGE por duas vias: a via mecanica e nao

mecanica (endocrino-metabdlicas) (6, 21).

Além da obesidade, ha dois grupos de riscos independentes para o
desenvolvimento desta doenca, os pacientes fumantes e os pacientes com
altos niveis de colesterol (12). Na figura 1 estdo representados os fatores

mecanicos presentes na obesidade que induzem a DRGE.

TABELA 1. Mecanismos propostos como causa do refluxo pela obesidade abdominal

Aumento da pressao intragastrica e gastroesofagico
Fatores mecanicos Aumento do risco de Hérnia Hiatal
Diminuicao da pressao do esfincter esofagico inferior

Aumento da sensibilidade ao esforgo transitério do esfincter

esofagico inferior induzida pela distenséo

Aumento do nivel de adipocitocinas, incluindo

Fatores humorais IL-6 e TNF-a
Disturbios de Retardo na taxa de esvaziamento gastrico e atraso no tempo
motilidade de depuragéo esofagica

Héa indicios epidemioldgicos de que a DRGE aumenta sua incidéncia

com o envelhecimento e na maioria dos casos, 0S pacientes tomam
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medicamentos inibidores de bombas de prétons por anos sem investigar 0s
mecanismos pelos quais a doenca foi desenvolvida (10).

Considerando que a sindrome metabdlica é um fator de risco
relacionado a obesidade, pode-se pressupor que a mesma pode interferir no
desenvolvimento da DRGE e alguns estudos associam a sindrome metabdlica
e DRGE a mecanismos celulares como citocinas proé-inflamatérias (6),
adiponectina (6, 22), IGF-1 (21, 23) e estresse oxidativo (24), além das causas

mecanicas (2).

Dismotilidade
esofagica

Menor
pressao do
esfincter
esofagico

Hérnia
hiatal

relaxamento : =
transitério do >
esfincter
esofagico inferior

Maior pressao
intragastrica

FIGURA 1. Imagem representativa dos fatores mecénicos da indu¢éo da obesidade a

DRGE (Chang & Friedenberg, 2014).
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Sindrome Metabélica

A Sindrome metabdlica (SM) foi descrita inicialmente em 1988 por
Reaven que a chamou de Sindrome X. Em sua descricdo, incluiu a
hiperinsulinemia, intoleréncia a glicose, baixos niveis de HDL e elevados niveis

de triglicerideos (25).

Atualmente, a SM é caracterizada por anormalidades metabdlicas que
elevam os fatores de riscos para doencas cardiovasculares ou ainda outras
doencas cronicas. A Organizacdo Mundial da Saude (26) usa como critério
diagnostico para a SM a circunferéncia abdominal (obesidade abdominal) e o
indice de massa corporea (IMC). Entretanto, a Federacdo Internacional de
Diabetes (IDF) no consenso de 2006 definiu a SM como uma associacéo
central da obesidade definido por medidas de circunferéncia abdominal em
relacdo ao IMC (obesidade central), seguido por outros 2 ou mais parametros
como triglicérides maior de 150mg/dL, colesterol HDL abaixo de 40 mg/dL em
homens e abaixo de 50mg/dL em mulheres, pressao sistolica acima de 130 mm
Hg ou distélica acima de 85 mm Hg e glicemia em jejum acima de 100 mg/dL
ou ainda algum tratamento prévio para uma ou mais dessas doencas citadas
(6, 26, 27). Esses componentes que definem a SM estao indicados na figura 2,

juntamente com disturbios derivados da doenca.

Leggett et al. (27) descreveram que a SM inclui a presenca de trés ou
mais dos fatores que seguem: IMC acima de 30, Diabetes Mellitus Tipo 2
(DM2), hipertenséo e hiperlipidemia. Esses critérios clinicos associados a SM
também estdo intimamente relacionados a obesidade o que pode ampliar os

problemas como doencas respiratorias e doenca do refluxo gastresofagico (7).
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Van Greevenbroek e colaboradores (1), figura 2, mostram esquematicamente,
os componentes que definem a SM (indicado em marrom) e os distarbios
consequentes da doenca (indicado em azul), destacando as intervencdes

possiveis que podem ser dirigidas as causas ou as consequéncias da SM.

Obesidade central

Disfuncéo
2 do tecido
adiposo

Disfuncéo
microvascular

Inflamacgéo Resistencia a
Insulina

Press&o arterial "‘ | | Triglicérides "‘ HDL § || Glicose "‘

v v v v

SINDROME METABOLICA

FIGURA 2. Representacdo esquematica da sindrome metabdlica. Os componentes que
definem a sindrome metabdlica estdo indicados em marrom. Os disturbios metabdlicos
subjacentes estéo indicados em azul. As intervengbes podem ser dirigidas ao nivel de um ou
varios componentes individuais (1) ou as causas subjacentes potenciais da sindrome

metabdlica (2) (1), modificado.

Marcadores celulares e inflamatérios

A obesidade é descrita como uma condi¢cdo associada a expansdo dos
adipdcitos e aumento de infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo, definindo
um estado inflamatorio sistémico e desta forma, possui niveis aumentados de
citocinas pré-inflamatérias (28). A figura 3 representa como a obesidade

abdominal pode causar DRGE e suas complicagcées. O aumento do tecido
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adiposo aumenta os niveis de leptina e citocinas pré-inflamatérias como TNF-q,

e diminui os niveis de adiponectina, que € um agente protetor de DRGE (2).

t Leptina, TNF-a

)‘ Adiponectina

FIGURA 3. Representagdo do mecanismo de aumento da obesidade abdominal levando a
DRGE e suas complicacdes. O aumento do tecido adiposo eleva os niveis de leptina e
citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e diminui os niveis de adiponectina que é um agente
protetor de DRGE e o desenvolvimento de esdfago de Barrett(2, 3) (El-Serag et al, 2014;

Chang & Friedenberg, 2014).

Estudos recentes observaram niveis de citocinas pro-inflamatorias na
DRGE e essas citocinas estéo relacionadas a presenca de erosdo da mucosa
esofagica, e a SM, sendo que IL-8 e IL-6 sdo mais encontradas em pacientes
com esofagite erosiva quando comparadas a pacientes sem esofagite erosiva
(4). A mucosa esofagica de pacientes com DRGE produz significativamente
maior variedade de citocinas quando comparada a individuos saudaveis,
individuos com esofagite erosiva, individuos com esofagite ndo erosiva ou

individuos com esbéfago de Barrett (Tabela 2) (4).
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TABELA 2. Citocinas inflamatoérias envolvidas na fisiopatologia da doenca do refluxo

gastroesofagico (4) modificado.

Grupo de Pacientes Citocinas
DRGE IL-6, IL-8, IL-1B, INF-y, TNF-a
EE IL-6, IL-8, IL-1B
ENE IL-8, IL-1B
Barrett IL-6, IL-8, IL4, TNF-a

DRGE = Doenca do refluxo gastroesofagico, EE = esofagite erosiva, ENE = esofagite ndo

erosiva.
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OBJETIVOS



O objetivo do presente trabalho foi avaliar a relagdo dos aspectos clinicos
e celulares da doenca do refluxo gastroesofdgico e sindrome metabdlica, a

partir de indicadores clinicos, bioquimicos e celulares.

Obijetivos Especificos

Analisar dados demogréficos e de parametros imunolégicos e
bioquimicos, como IMC (indice de massa corporal), CA (circunferéncia
abdominal), PAS (pressao arterial sistélica), PAD (presséo arterial diastdlica),
CT (colesterol total), TG (triglicérides), Glicemia, HDL (lipoproteina de alta
densidade), citocinas (IL-18, IL-6, IL-8), e ainda realizar analise metabol6mica
exploratoria para possiveis marcadores celulares do metabolismo e estudo

anatomopatolégico de biopsia colhida do eséfago.
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CASUISTICA E METODOS



Casuistica

Foram avaliadas pessoas portadoras de DRGE e SM, pacientes que
apresentaram somente DRGE, outro grupo que apresentaram somente SM,
bem como individuos saudaveis (controles), atendidos na disciplina de
Gastroenterologia do Hospital das Clinicas de Botucatu (HCB), ambulatério de
Endocrinologia do Hospital das Clinicas de Botucatu e setor de Endoscopia do
Hospital das Clinicas de Botucatu. Os grupos foram compostos por 16 homens

e 47 mulheres divididos em 4 grupos:
Grupo 1 : portadores de SM + DRGE (n=13)
Grupo 2: portadores apenas de SM (n=14)
Grupo 3 : portadores apenas de DRGE (n=17)
Grupo 4: pacientes saudaveis (controle) (n=19)

Os objetivos e o0s procedimentos realizados foram previamente
explicados aos pacientes, obtendo-se consentimento livre e esclarecido dos
mesmos de acordo com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade
de Medicina de Botucatu, apdés a andlise e aprovacdo do estudo
(40748414.5.0000.5411). A triagem de pacientes, exames diagndsticos e coleta
de amostras foram realizadas no setor de Endoscopia do Hospital das Clinicas
de Botucatu, Unesp. As analises celulares foram realizadas no Laboratério
Innovare de Biomarcadores do Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Unicamp e Laboratério de Citometria

do Hemocentro do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
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Botucatu, a andlise anatomopatoldgica no setor de Patologia do Hospital das

Clinicas de Botucatu.

Critérios de inclusao

Os critérios de inclusédo séo: pacientes de ambos os géneros, idade >18
anos e <70 anos, que foram submetidos previamente a exames para a
confirmagéo diagndstica de SM, ou da DRGE ou ainda que apresentassem o
diagnostico prévio em analise de prontuario em consulta ambulatorial.

Tabagismo e etilismo néo foram critérios para exclusdo do paciente no estudo.

Critérios de exclusao

Foram excluidos os individuos que apresentaram neoplasias, cirurgias
recentes, cirurgias de estdmago e duodeno, insuficiéncia renal cronica,

gestantes e outras doencas que alteram os parametros analisados.

Métodos

O presente trabalho foi desenvolvido como estudo de coorte, transversal
controlado. A sele¢do dos pacientes com DRGE ocorreu entre 0s pacientes
atendidos no ambulatério da Disciplina de Gastrocirurgia da Faculdade de
Medicina de Botucatu. Foram selecionados pacientes que ja apresentavam
diagndstico prévio de DRGE ou que apresentavam sintomas tipicos da doenca
e as alteracdes endoscopicas observadas durante o exame de endoscopia
digestiva alta no Setor de Endoscopia do Hospital das Clinicas de Botucatu. Os

pacientes com Sindrome Metabdlica foram selecionados dentre os pacientes
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do ambulatério de Endocrinologia da Faculdade de Medicina de Botucatu, os
qguais ja apresentavam diagndstico prévio de SM ou que fecharam critérios
apos avaliacdo de exames laboratoriais e dados clinicos e antropométricos
durante a realizacdo do exame de endoscopia digestiva alta. E por fim, os
pacientes do grupo controle foram selecionados entre 0s pacientes que
realizaram endoscopia digestiva alta no Setor de Endoscopia e que nao
apresentavam critérios de exclusdo e nem uma das doencas em questdo no

estudo.

No dia da realizacdo do exame de imagem (EDA - Endoscopia Digestiva
Alta) foi coletada amostra sanguinea e biopsia esofagica. A amostra sanguinea
foi encaminhada para o Laboratorio de Citometria do Hemocentro do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu para a analise
imunologica. Do material coletado na biopsia esofagica (padronizada a 1cm
acima da TEG, transicdo esoOfago-gastrica), foi realizado um imprinting em
placa de silica e essa foi encaminhada para o Laboratorio Innovare de
Biomarcadores para a analise de marcadores de metabolémica. Essa analise
de peroxidacao lipidica foi realizada através de espectrometria de massas do
tipo MALDI. O mesmo material de bidpsia foi encaminhado para o setor de
Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu para realizacdo de analise
anatomopatoldgica da amostra.

Os dados demogréaficos como idade e género foram avaliados através de
analise de prontuario ou colhidos no dia da realizacdo da endoscopia digestiva

alta, assim como os dados de exames laboratoriais prévios.
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O diagnostico clinico da DRGE como intensidade, frequéncia, fatores
desencadeantes e de melhora dos sintomas tipicos (pirose e regurgitacdo) e
atipicos da DRGE foi analisado na consulta ambulatorial.

A avaliacdo na alteracdo da mucosa foi realizada através de endoscopia
digestiva alta. Essa permitiu a avaliacdo de alteracbes da mucosa do eso6fago,
admitindo classificar os pacientes em esofagite ndo erosiva e erosiva segundo
os graus A, B, C e D da Classificacdo de Los Angeles (29), tabela 3 e figura 4,
e também a coleta de biopsia esofagica para andlise anatomopatolégica de
confirmagédo. A presenca e tamanho da hérnia hiatal por deslizamento também
foram analisados neste exame, assim como a presenca ou ndo de esbéfago de

Barrett.
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TABELA 3. CLASSIFICACAO ENDOSCOPICA DE ESOFAGITE

Classificacdo de Los Angeles (1994)

Uma (ou mais) solucdo de continuidade da mucosa

confinada as pregas mucosas, ndo maiores que 5

Grau A mm cada

Pelo menos uma solugéo de continuidade da
Grau B mucosa com mais de 5 mm de comprimento,
confinada as pregas mucosas e ndo contiguas

entre o topo de duas pregas

Pelo menos uma solugdo de continuidade da
Grau C mucosa contigua entre o topo de duas (ou mais)
pregas mucosas, mas ndo circunferencial (ocupa

menos que 75% da circunferéncia do eséfago)

Grau D Uma ou mais solugéo de continuidade da mucosa
circunferencial (ocupa no minimo 75% da
circunferéncia do esbdfago)

Observacao: As complicagBes (estenose, Barrett) sdo apresentadas a parte e podem ou ndo ser
acompanhadas pelos varios graus de esofagite.
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FIGURA 4. Imagem representativa dos graus de esofagite de acordo com a

Classificacdo de Los Angeles (1994).

O indice de Massa Corporal (kg/m?) foi calculado a partir dos dados de
peso e estatura pela formula: IMC = peso em quilogramas divididos pela
estatura em metros ao quadrado (29). As medidas obtidas foram comparadas

com os padrdes de referéncia da Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 1995).
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Tabela 4. Classificacdo internacional da obesidade segundo o indice de

massa corporal (IMC) e risco de doenca (Organizacdo Mundial da Saude) que divide a

adiposidade em graus ou classes (5) ABESO, 2016, modificado).

IMC (Kg/m®) CLASSIFICAGAO OBESIDADE RISCO DE DOENGA
GRAU/CLASSE
<18,5 Magro ou baixo 0 Normal ou
peso elevado
18,5-24,9 Normal ou 0 Normal
eutréfico
25-29,9 Sobrepeso ou 0 Pouco elevado
pré-obeso
30-34,9 Obesidade I Elevado
35-39,9 Obesidade Il Muito elevado
>40,0 Obesidade grave 11 Muitissimo
elevado

A obesidade visceral foi analisada a partir do valor da circunferéncia

abdominal (cm). Essa medida, considerada fundamental para o diagnéstico da

sindrome metabdlica, indica a suspeita da mesma frente aos seguintes

resultados (30): Género masculino:>102cm; Género feminino: >88cm.

Andlise das dosagens bioquimicas de glicemia, triglicérides e HDL

permitiram juntamente com a observacdo de obesidade visceral, o diagnostico

de SM.
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Andlise de citocinas IL-1 B, IL-6 e IL-8 por citometria de fluxo

A analise de citocinas foi realizada nas amostras obtidas dos pacientes e
do grupo controle em tubos contendo anticoagulante EDTA. Foi realizada a
extracdo de plasma sanguineo em cada dia de coleta para obtencdo das
amostras, as quais foram preservadas em biofreezer a -80°C até a realizacao
do experimento. Todas as amostras foram avaliadas pelo método de tripla
marcagdo com uma combinagdo de diferentes fluorocromos: isotilcianato de
fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE) e ficoeritrina-cianina 5 (PE/CY5). Em todas
as amostras foi utilizado Kit CBA (BD) (cytometric beads array) para a
guantificacdo das citocinas em uma mesma amostra. Seis populacdes de
beads com distintas intensidades de fluorescéncia foram conjugadas com um
anticorpo de captura especifico para cada citocina, misturadas para formar o
CBA e lidas no canal FL3 do citbmetro de fluxo FACScalibur (BD). As
populacdes de beads foram visualizadas de acordo com as suas respectivas
intensidades de fluorescéncia: da menos brilhante para a mais brilhante. No
CBA, as beads de captura das citocinas foram misturadas com o anticorpo de
deteccdo conjugado com o fluorocromo PE, e depois incubadas com as
amostras para formar o ensaio "em sanduiche". Os tubos para aquisicao foram
preparados com: 50 yuL de amostra, 50 yL da mistura de beads e 50 uL do
reagente de deteccao de citocinas. O mesmo procedimento foi realizado para a
obtencdo da curva-padrdo. Os tubos foram homogenizados e incubados por
trés horas, em temperatura ambiente, no escuro. Os resultados foram gerados

em gréficos e tabelas utilizando-se o software CellQuest (BD).
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Metabolomica: Espectrometria de massa por eletropulverizagéo de

alta resolucao (ESI-MS)

Para a obtencdo da amostra - impressdes de bidpsias esofagicas - uma
placa de silica de 1 cm? (TLC Silica Gel 60 placa - Merck, Darmstadt,
Alemanha) foi suavemente pressionada contra as bidpsias durante 1 minuto.
Os lipidos impregnados foram extraidos de cada placa de silica com as
amostras utilizando 1000 pyL de metanol diretamente em um tubo de plastico do
tipo eppendorf. Adicionou-se entéo acido formico a uma concentragao de 0,2%
em cada amostra. Para a identificacdo precisa de marcadores quimicos, todas
as amostras foram analisadas por alta resolucdo ESI-MS. Para a aquisicao de
espectros, as amostras foram diretamente infundidas no aparelho Orbitrap
ESILTQ-XL (Thermo Scientific, Bremen, Alemanha) com uma resolucéo de 30
000 (FWHM). Todas as analises foram realizadas no modo de ions positivos
nas seguintes condi¢des: gas de bainha a 5 unidades arbitrarias, caudal de 10
pL.min-1, tenséo de pulverizacéo de 5 kV e temperatura capilar de 280 ° C. Os
espectros foram adquiridos durante 60 segundos na gama m / z de 600-1500
para todas as amostras. Para a andlise estatistica e identificacdo de
marcadores quimicos, foi utilizado o software Analise de Componentes
Principais (PCA), realizado para agrupar amostras de acordo com a relacéo
entre m/ z e intensidade sendo os resultados expressos de acordo com grupos
de amostras com as mesmas caracteristicas quando considerados estes
parametros. O intervalo de massa foi estabelecido entre m / z 600-1500 e um
limiar de sinal para ruido numa relacdo de 3: 1 foi estabelecido apds extracdo
de dados espectrais em tabelas de massa x intensidade. Nao foi necessaria

normalizagdo, uma vez que todas as amostras foram adquiridas dentro dos

31



mesmos parametros. A base de dados on-line LIPID MAPS (University of
California, San Diego, CA - www.lipidmaps.org) e HMDB verséo 3.6 (banco de
dados do Metaboloma Humano - www.hmdb.ca) foram consultadas para ajudar
a orientar a escolha de potenciais marcadores lipidicos. As proposi¢oes
estruturais foram realizadas usando alta resolugdo como parametro principal. A
precisdo de massa foi calculada e expressa em termos de deslocamentos de

ppm 20.

Andlise Estatistica

Para as variaveis que apresentaram distribuichio normal e
homogeneidade de variancia foi realizada a analise estatistica de variancia no
delineamento inteiramente ao acaso, seguida do teste de Tukey para
comparacdes multiplas entre as médias, quando necessario. Para as variaveis
gue nao apresentaram distribuicdo normal e/ou homogeneidade de variancias
foi realizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn para
comparacdes multiplas, quando necessario. Também foi utilizado ANOVA para
comparacdes multiplas, seguida pelo pos-teste de Tukey. O nivel de
significancia utilizado foi de 5%. Para o estudo da associacao entre as variaveis

foi calculado o risco relativo e seu respectivo intervalo de 95% de confianca.
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RESULTADOS



Foram analisados dados demograficos como idade e género através de
andlise de prontuario, assim como os dados de exames laboratoriais prévios.
Na figura 5, esté representada a idade dos pacientes por grupo, mostrando que
ndo ha diferenca significativa entre os quatro grupos estudados. Também esta
representado o IMC (indice de massa corporal) e CA (circunferéncia
abdominal) e assim como esperado, os grupos SM+DRGE e SM, apresentaram
um aumento significativo em relagéo aos grupos DRGE e controle (p < 0,001).
Porém ndo ha diferenca significativa entre os grupos SM+DRGE e SM, bem
como nao ha diferenca entre os grupos DRGE e controle. Para a variavel CA,
h& diferenca estatistica entre SM+DRGE (108,0 cm) e o grupo controle (92 cm)

p<0,006, mas nao ha diferenga estatistica entre os demais grupos.
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FIGURA 5. Gréficos representando idade, indice de massa corporea e circunferéncia
abdominal. Dados expressos em média e desvio padrdo.* p > 0,05 em relagdo ao grupo

controle. SM+DRGE n=13; SM n= 14; DRGE n= 17; Controle n= 19.
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Para diagnosticar paciente com SM, € necessario avaliar a
circunferéncia abdominal, glicemia, triglicérides, colesterol HDL e pressao
arterial e para confirmacéo, o paciente deve ter alteragdo em 3 ou mais desses
fatores. A figura 6 representa a média das variaveis Colesterol Total, Colesterol

HDL, Triglicerideos e Glicose.

Para a varidvel CT (colesterol total), ndo houve diferenca significativa
entre os grupos estudados sendo o p=0,06. Quanto a variavel HDL o grupo
SM+DRGE apresenta diferenga significativa em relacdo ao grupo DRGE
(p<0,03). Porém, nao ha diferenca quando comparados os SM+DRGE, SM e

controle, bem como os grupos SM, DRGE e controle.

Ja o TG (triglicérides) apresentou diferenca estatistica entre o grupo
controle e grupo DRGE quando comparados aos grupos SM+DRGE, SM e
SM+DRGE (p<0,001). Porém nado ha diferenca entre os grupos SM+DRGE e

SM, bem como entre os grupos DRGE e controle.

Por fim, para a variavel glicose, houve diferenca significativa entre os
grupos SM+DRGE, DRGE e Controle (p < 0,001), porém esses dois ultimos
grupos (DRGE e Controle) ndo apresentam diferenca entre si. Também ha
diferenca significativa entre o grupo SM e os grupos DRGE e Controle (p <
0,001), e assim como esperado, ndo se observa diferenca estatistica ao

comparar os grupos SM+DRGE e SM.
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FIGURA 6. Gréficos representando quatro dos cinco componentes utilizados para diagnéstico
de sindrome metabdlica: Colesterol Total, Colesterol HDL, Triglicerideos e Glicose. Dados
expressos em média e desvio padrdo. * p > 0,05 em relagao ao grupo controle. # p > 0,05 em

relacdo ao grupo SM + DRGE. SM+DRGE n=13; SM n= 14; DRGE n= 17; Controle n= 19.

A variavel PAS apresentou diferenca significativa (p < 0,001) entre os
grupos controle (122,8 mmHg) e DRGE (122,8 mmHg) em relacdo ao grupo
SM + DRGE (149,4 mmHg). Porém, ndo ha diferenca entre os grupos
SM+DRGE (149,4 mmHg) e SM (140,3 mmHg), bem como n&o ha diferenca
estatistica entre os trés grupos SM, DRGE e Controle, com médias de 140,3
mmHg, 122,8 mmHg e 122,8 mmHg respectivamente. Quando avaliada a

variavel PAD, ha diferenca estatistica entre o grupo SM e grupo controle e
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demais grupos (p < 0,001). No entanto, o grupo SM+DRGE (85,9 mmHg) né&o
apresenta diferenca estatistica com nenhum dos outros trés grupos, bem como

0s grupos controle e DRGE néo diferem entre si (FIGURA 7).

Press&o Arterial Sistolica (mmHg)
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180 1403
’
-|—

160
140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
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20 +

200

mmHg

Presséo Arterial Diastélica (mmHQ)
91,7
120 859 *

100 T T

80 -

60 -

mmHg

20

SM+DRGE SM DRGE CONTROLE

FIGURA 7. Gréficos representando a média de Pressao Arterial Sistélica e Diastdlica, o dltimo
dos cinco componentes utilizados para diagnéstico de sindrome metabdlica. Dados expressos
em média e desvio padrdo. * p > 0,05 em relagéo ao grupo controle. SM+DRGE n=13; SM n=

14; DRGE n= 17; Controle n= 19.
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A tabela 5 representa dados de distribuicAo normal e/ou dados com
homogeneidade de variancia como idade, altura, PAS, PAD, CT e TG.
Analisando cada variavel separadamente observamos que a média de idade
entre os grupos estudados apresenta-se muito proxima sendo a menor média
de 48,1 para o grupo controle e de 53,8 para 0 grupo que apresenta sindrome
metabdlica e DRGE, nao apresentando diferenca significativa (p=0,56)
reforcando a homogeneidade entre a populacdo estudada. Da mesma forma, a
variavel altura ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos estudados

(p=0,69) .

A variavel PAS apresentou diferenca significativa (p < 0,001) entre os
grupos controle (122,8) e DRGE ( 122,8) do grupo SM + DRGE (149,4). Porém,
nao ha diferenca entre os grupos SM+DRGE (149,4) e SM(140,3), bem como
ndo ha diferenca estatistica entre os trés grupos SM, DRGE e Controle, com

médias de 140,3, 122,8 e 122,8 respectivamente.

Quando avaliada a variavel PAD, ha diferenca estatistica (p < 0,001),
guando comparados ao grupo SM. No entanto, o grupo SM+DRGE (85,9) nao
apresenta diferenca estatistica com nenhum dos outros trés grupos, bem como

0s grupos controle e DRGE néo diferem entre si.

Para a variavel CT, ndo houve diferenca significativa entre os grupos
estudado sendo o p=0,06. Como ultima variavel com distribuicdo normal e
homogeneidade de variancia, TG apresentou diferenca estatistica entre o

grupo controle e grupo DRGE quando comparados aos grupos SM+DRGE, SM
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e SM+DRGE (p<0,001). Porém ndo ha diferenca entre os grupos SM+DRGE e

SM, bem como entre os grupos DRGE e controle.

TABELA 5. Tabela representando dados de distribuicho normal e/ou dados com
homogeneidade de variancia, analisados pelo coeficiente de variacdo visto apresentarem
unidades de medidas diferentes, expressando a variabilidade dos dados excluindo a influéncia
da ordem de grandeza da variavel, sendo que a e b comparam os resultados dos grupos onde
€ possivel estabelecer diferenca estatistica em ao menos dois grupos. Os grupos seguidos de
pelo menos uma letra em comum né&o diferem estatisticamente. SM = Sindrome Metabdlica,
DRGE = Doenca do Refluxo Gastroesofagico, PAS = Pressédo Arterial Sistdlica, PAD = Presséo

Arterial Distélica, CT = Colesterol Total, TG = Triglicérides.

Grupo

Variavel SM+DRGE SM DRGE CONTROLE p

Idade 53,8 51,4 53,4 48,1 0,56
12,4 12,7 9,5 13,6

Altura 1,6 1,6 1,7 1,6 0,69
0,1 0,1 0,1 0,1

PAS 149,42  140,3ab  122,8b 122,8b <0,001
26,6 20,8 11,2 171

PAD 85,9ab 91,7a 75,9b 77,8b <0,001
16,7 15,8 6,2 10,0

CcT 212,8 225,0 184,2 175,1 0,06
48,5 45,6 34,3 52,6

TG 200,2a 182,6a 128,1b 103,3b <0,001
39,1 54,5 21,3 30,5

Na tabela 6, estdo representados dados das varidveis que nao
apresentam distribuicdo normal e/ou homogeneidade de variancia como peso,
IMC, CA, HDL e Gli. Como primeiro dado, temos o peso, que apresenta
diferenca significativa (p>0,002) entre o grupo SM quando comparados aos
grupos DRGE e controle, mas ndo héa diferenca estatistica entre os grupos SM
e DRGE+SM, como esperado. Para a variavel IMC, houve diferenca

significativa entre os grupos SM+DRGE, DRGE e controle, bem como entre
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SM, DRGE e o grupo controle (p < 0,001). Porém nédo ha diferenca significativa
entre os grupos SM+DRGE e SM, bem como néo ha diferenca entre os grupos

DRGE e controle.

Para a variavel CA, ha diferenca estatistica entre SM+DRGE (108,0) e o
grupo controle (92) p<0,006, mas ndo ha diferenca estatistica entre os demais
grupos. Quanto a variavel HDL o grupo SM+DRGE apresenta diferenca
significativa em relacdo ao grupo DRGE (p<0,03). Porém, ndo h& diferenca
guando comparados os SM+DRGE, SM e controle (grupos com a letra b na
tabela), bem como os grupos SM, DRGE e controle (grupos com a letra a na

tabela).

Por fim, para a variavel glicose, houve diferenca significativa entre os
grupos SM+DRGE, DRGE e Controle (p < 0,001), porém esses dois ultimos
grupos (DRGE e Controle) ndo apresentam diferenca entre si. Também ha
diferenca significativa entre o grupo SM e os grupos DRGE e Controle (p <
0,001), e assim como esperado, ndo se observa diferenca estatistica ao

comparar os grupos SM+DRGE e SM.
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TABELA 6. Tabela representando dados das variaveis que nao apresentam distribuicdo normal
e/ou homogeneidade de variancias. O nivel de significancia foi de 5%. Os dados estdo
expressos em mediana, 1° quartil (25% dos valores encontrados estédo abaixo deste valor) e 3°
quartil (75% dos valores encontrados estdo abaixo deste valor). SM = Sindrome Metabdlica,
DRGE = Doenca do refluxo gastroesofagico, IMC =

indice de massa corporal, CA =

circunferéncia abdominal, HDL = lipoproteina de alta densidade.

Grupo
Variavel SM+DRGE SM DRGE CONTROLE o]
Peso Mediana 88,0ab 89,93 70,5b 71,0b 0,002
25% 66,3 77,5 63,5 63,0
75% 99,3 99,7 75,0 75,0
IMC Mediana 33,9a 35,6a 25,2b 26,4b <0,001
25% 27,0 28,8 23,7 24,9
75% 37,3 39,1 27,3 27,5
CA Mediana 108,0a 107,0ab 94,5ab 92,0b 0,006
25% 93,0 91,3 90,0 89,0
75% 117,0 113,3 99,0 96,8
HDL Mediana  39,0b 49,5ab 55,5a 51,0ab 0,03
25% 36,0 41,0 45,0 44,3
75% 43,0 55,0 67,0 54,8
GLIC Mediana 118,53 123,0a 81,5b 86,0b <0,001
25% 105,5 110,0 78,0 79,3
75% 128,5 152,5 86,5 90,5

Na tabela 7 esta representada a andlise do risco relativo sendo atribuido
intervalo de confianca de 95% para cada variavel referente a presenca e
auséncia de DRGE. Para as variaveis IMC, SM, PAS, PAD e Glicose, ndo
foram encontradas associagcdo com a presenca ou ndo de DRGE. Contudo,

para as variaveis CA, TG e HDL foram encontrados associacdo com a
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presenca de DRGE, sendo que pacientes com CA, TG ou HDL alterados,

possuem maiores chances de desenvolver DRGE.

TABELA 7. Andlise de risco para desenvolvimento da DRGE levando em consideragao
parametros clinicos e laboratoriais.

Presenca e auséncia de DRGE

Variavel RR IC Associagao

IMC (presente/ausente) 1,11 [0,56; 2,10] sem associagdo
SM(com e sem) 1,02 [0,57;1,80] sem associagdo
CA(presente/ausente) 2,04 [1,24;3,22] com associagdo
TG(presente/ausente) 1,95 [1,11;3,44] com associagdo
HDL(presente/ausente) 1,93 [1,09;3,42] com associagado
Glicose(presente/ausente) 1,25 [0,63;2,47] sem associagao
PAS(presente/ausente) 1,12 [0,64;1,95] sem associagao
PAD(presente/ausente) 0,55 [0,26;1,14] sem associagao

Nesta tabela esta representado andlise do risco relativo sendo atribuido intervalo de
confianca de 95% para cada variavel referente a presenca e auséncia de DRGE. Para todas as
variadveis o intervalo de confianca inclui o numeral 1. IMC= indice de massa corporal, SM =
Sindrome metabdlica, CA = Circunferéncia abdominal, TG = triglicérides, HDL = lipoproteina de
alta densidade, PAS = Pressao Arterial Sistolica, PAD = Presséo arterial diastodlica, RR = risco

relativo, IC = intervalo de confiangca. SM+DRGE n=13; SM n= 14; DRGE n= 17; Controle n= 19.

Alguns estudos associam a sindrome metabdlica e DRGE a mecanismos
celulares como citocinas pré-inflamatérias. A tabela 6 representa os niveis
séricos das principais citocinas pro-inflamatdrias. As citocinas IL-1 3, IL-6 e IL-8

nao apresentaram diferenca significativa entre os grupos estudados.
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TABELA 8. Niveis de citocinas séricas nos grupos estudados. Nao ha diferenca estatistica

significativa.

IL-1 IL-6 IL-8

pg/mL pg/mL pg/mL

Valores de Inferior 5 Inferior De 0 a50
referéncia pg/mL 6,4 pg/mL  pg/mL

SM+DRGE 0 0,31+ 2,7+0,3
0,07

SM 0,27 + 0,85 + 3,7+0,4
0,07 0,09

DRGE 03+0,05 0,76 +0,1 3,2+0,2

Controle 0 0,41 + 2,7+0,1
0,08

SM+DRGE n=13; SM n= 14; DRGE n= 17; Controle n= 19.

Com o objetivo de avaliar a presenca de marcadores metabolémicos nos

grupos estudados, foi realizado um screening metabodlico de bidpsias de

esb6fago, e até o momento de nossas analises em espectrofotometria de

massas, foram encontrados marcadores metabdlicos diferentes nos grupos

SM+DRGE e SM, como ceramida, fosfoetanolamina de ceramida, fosfoinositol,

leucotrieno e fosfatidilcolina, representados na tabela 9 e figura 8 A. Na figura 8

B esta representado o grafico mostrando as médias das massas encontradas

nos dois grupos, mostrando que cada grupo tem marcadores moleculares

distintos.
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TABELA 9. Marcadores quimicos identificados por espectrometria de massas de imprinting

esofagico. ldentificagdo baseada em comparacdo entre extratos e massa teorica de cada

composto e base de dados on line. SM+DRGE n=13; SM n= 14.

Amostra Molécula Massa experimental Massa tedrica  Erro Valor de p ID 2bc
(m/z) (m/z) (ppm)
MID83716
[Cer(d15:1/24:0)+H]+ LMSP02010017
Condie a0 608.5970 608.5976 0.98 2.19E-25 o)
LMSP02010045
[KDNalpha2-3Galbetal-4Glcbeta- MID56791
1269.87 1269.87 . 48E-
1 RO 269.8780 269.8769 -0.86 6.48E-20 it 0
SM ) MID103078
[PE-Cer(d14:2(4E 6E)/19:0)+K] ' LMSP03020039
[PE-Cer(d15:2(4E 6E)/18:0)+K]* 683.4522 683.4525 043 23917 MID103082
LMSP03020043
; ; N MID46748
[PI(20:4(52,8Z,11Z,142)/0:0)+NH4] 638.3200 638.3300 1.56 4.87E-17 i IR
[(Dolichol-17)+K]* 1216.0540 1216.0536 032 3.72E-15 LMPR03070002
[PG(18:3(92,122,152)/18:3(92,12Z,152))+Na]" HMDB10682
[PG(18:3(9Z.12Z 152)/18-3(9Z.12Z.152))+Na]* 7804679 7894677 025 283608 MID61953
[PI(P-18:0117:2(9Z,122))+K]' 871.5095 871.5097 023 5.51E-08 e
PR LMSP0601DH03
SM + DRGE [KDNa2-3GalB1-4GlcB-Cer(d18:1/20:0)+K] 12067115 1206.7124 0.75 8.40E-03 s
[(CoA-omega-COOH-dinor-LTE4)+Na]* 1209.2440 1209.2446 0.50 1.37E-15 HMDB12914
0. s MID62047
[PC(P-16:0/20:2(112,142))+NH] 787.6320 787.6323 0.38 5.88E-07 K i

Cer, ceramide; PE-Cer, ceramide phosphoethanolamines; PI, phosphoinositol; PG, phosphatidylglycerol; LTE, leukotriene E; PC, phosphatidylcholine; m/=,

mass/charge ratio; ppm, part per million.

a LM: lipid maps ID.

b HMDB: human metabolome database ID.
¢ MID:metlin database ID.
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FIGURA 8. Imagem representativa de todos os ions positivos nas massas dos imprintings
esofagicos (A — SM; B — SM + DRGE). Andlise estatistica das amostras (C), onde vermelho

representa o grupo SM (n = 14) e verde representa o grupo SM + DRGE (n=13).
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DISCUSSAO



A doenca de refluxo gastroesofagico (DRGE), com uma prevaléncia
estimada de até 27,8% na América do Norte e 25,9% na Europa, € uma das
doencas gastrointestinais mais comuns nestes continentes e na Asia.
Apresenta um impacto significativo na qualidade de vida das pessoas afetadas
e corresponde a uma elevada carga econdmica, tendo mais de sete milhdes de
novos diagnésticos em 2010 nos EUA (2, 10, 31). O diagnéstico de DRGE
baseia-se principalmente na endoscopia digestiva alta que revela as lesdes no
esb6fago. Embora os sintomas da DRGE sejam atribuidos a regurgitacdo do
acido gastrico no esodfago, nem todos o0s pacientes com sintomas tém
realmente DRGE (10). Desta forma, para os casos cujo diagnostico torna-se
duvidoso, ou seja, casos onde sintomatologia ndo esta bem estabelecida ou
EDA sem alteracdo que confirme o diagnostico efetivo de DRGE o tratamento
farmacologico (teste terapéutico) e/ou phmetria e manometria deveriam ser
realizados para confirmacdo diagndstica. O tempo habil para realizacdo de
phmetria/manometria ou teste terapéutico (inicio de medicacdo e espera de
resposta com melhora da sintomatologia) bem como o custo adicional da
realizacdo desses exames foram limitantes para a busca de diagndéstico, assim
pacientes cujo tais necessidades se apresentaram ndo foram incluidos no
trabalho. Dessa forma, pacientes com diagndstico prévio de DRGE (analise de
prontuario), pacientes com sintomatologia especifica e alteracfes
endoscopicas estabelecidas provenientes de refluxo acido foram assumidos e

incluidos como portadores de DRGE.

DRGE e obesidade séo duas das doengas mais comuns nos Estados
Unidos e no mundo ocidental, e as incidéncias de ambas tém aumentado

rapidamente. Foi relatada associagcédo de sintomas de DRGE com obesidade e
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o aumento de IMC nos EUA, Reino Unido e Alemanha. Por outro lado, na

Suécia, ndo foi encontrado relagédo entre a obesidade e DRGE (1, 32).

El-Serag et al. (8) estudaram associacao entre obesidade e sintomas de
DRGE e viram que o IMC>30 esta associado a azia semanal ou regurgitacdo
em comparacdo com o IMC<25. No entanto, Lundell et al. (33) relataram que a
obesidade (IMC, 42,5 + 5,2) apresenta associacdo com refluxo &cido anormal
ou DRGE erosiva. El-Serag et al. (8), avaliaram 196 funcionarios do hospital
gue realizaram endoscopia e foi verificado niveis crescentes de obesidade
associados com uma maior probabilidade de DRGE e esofagite. A proporcéo
de individuos com sintomas de DRGE foi de 23,3%, 26,7% e 50% para os
grupos de IMC < 25, 25-30 e > 30, respectivamente. As taxas de prevaléncia

de esofagite erosiva foram de 12,5%, 29,8% e 26,9%.

Nesta pesquisa foi demonstrado diferenca significativa na PAS, PAD nos
niveis de triglicérides, peso, IMC e glicemia entre os grupos com DRGE+SM e
SM, quando comparados aos grupos DRGE e controle. Entretanto, ao analisar
a associacdo com o desenvolvimento de DRGE, somente apresentou
associacao para CA, TG e HDL. Pacientes que apresentam aumento de CA,
TG e HDL, apresentam maiores chances de desenvolver DRGE e ao contrario
do esperado, pacientes que apresentaram SM e/ou obesidade (IMC) néo

apresenta maior risco para DRGE.

Chang and Friedenberg (2) relataram que a obesidade central, ou seja, a
CA elevada estda mais associada as complicagbes do DRGE do que a
obesidade. Estes autores ainda discutem trabalhos realizados na Australia e

Canadéa mostrando que néo foi encontrado associacdo da obesidade global
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(IMC) com DRGE e principalmente com suas complicagdes. El-Serag et al. (3)
realizaram dosagens de CT e demostrou que a obesidade visceral esta
relacionada com as complicacdes de DRGE, principalmente com esofago de

Barrett em comparacéo com obesidade subcutanea.

Varios trabalhos mostram a participacdo de marcadores inflamatérios na
obesidade e na DRGE e associam o aumento de citocinas pré-inflamatorias na
presenca de DRGE (11, 34, 35). Esse aumento de citocinas da DRGE pode ser
devido a presenca de obesidade visceral, visto que é sabido que o tecido
adiposo pode liberar citocinas pro-inflamatorias e essas serem as causas
secundarias de outros sintomas ou patologias (36-38). Com o objetivo de
relacionar as citocinas anti e proinflamatérias com a DGRE e SM, foram
avaliadas as citocinas IL-1B, IL-6 e IL-8. Apesar de nao ter encontrado
diferencas significativas de IL-6 e IL-8 nos grupos estudos, estas se
apresentaram em maior concentracdo em todos os grupos estudados. Como a
medida € realizada em pictogramas € necessario outra metodologia mais
sensivel para analise em fentogramas, a qual ndo se dispunha no momento.
Desta forma, néo foi possivel fazer associacdo de citocinas com as demais

variaveis estudadas.

Outro objetivo do presente trabalho foi descobrir biomarcadores
moleculares para os grupos estudados e até o momento verificamos diferentes
marcadores nos grupos SM+DRGE e grupo SM utilizando a metabolémica. Os
grupos DRGE e controles ainda estdo sendo analisados quanto a presenca de
marcadores lipidémicos. Até a presente data ndo ha trabalhos publicados
utilizando esta metodologia na area de gastrocirurgia. Considerando que o

grupo SM apresentou uma mucosa gastroesofagica preservada, nossas
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analises descobriram alguns marcadores lipidicos comumente encontrados em
células saudaveis como glicerofosfoinositol, o alcool poliisoprendide Dolichol-17
e esfingolipidos (ceramidas) e esse resultado corrobora com uma constituicao
gastroesofagica saudavel (39, 40). O grupo SM apresentou ainda um lipido
prenol, o Dolichol-17, um 4&lcool poli-isoprendico saturado, comumente
encontrado em células eucariéticas (41). Dolichol esta entre os maiores lipidos
na célula e ha evidéncias de que ele esta envolvido na modulacao da fluidez da
membrana (42-44), e também em mecanismos antioxidantes na membrana
celular, como um eliminador de espécies reativas ao oxigénio evitando danos
celulares (44-46). Portanto, acreditamos que todos estes lipideos eleitos pela
analise estatistica do Metabolanalyst para amostras de MetS estdo associados
com a integridade do tecido ainda presente na mucosa esofagica destes
pacientes.

No grupo DRGE+SM, a andlise estatistica de Metaboanalyst elegeu
diferentes moléculas estruturais em comparacdo com o grupo SM, como
fosfatidilglicerol (PG), fosfatidilcolina (PC), glicerofosfoinositol (PIl) e
licosfingolipidio acido. A membrana plasmatica de mamiferos compreende
varios componentes lipidicos, com diferentes estruturas quimicas (47), e entre
eles estdo as moléculas citadas acima. Considerando que a DRGE apresenta
lesdo da mucosa esofagica, ela estara sob alteracbes metabodlicas e
fisiol6gicas. As células epiteliais geralmente apresentam dilatacdo dos espacos
intercelulares, expansédo da zona proliferativa (células basais), alongamento
das papilas e presenca de multiplas camadas basais superiores na superficie
do epitélio (48-50). As amostras endoscopicas permitem a observacao de que

a medida que ha lesdo da mucosa devido ao refluxo gastrico, ocorrem
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modificagdes anatdmicas e fisiologicas das células esofagicas, e as moléculas
encontradas foram eleitas pelo Metaboanalyst devido ao resultado do
metabolismo celular e do remodelamento do epitélio, ambas caracteristicas

tipicas das condicfes de lesdo tecidual.
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CONCLUSOES



Levando em consideracdo os dados encontrados no presente trabalho,

podemos sugerir que:

1: Ha relacéo entre a doenca do refluxo gastroesofégico e a presenca de

sindrome metabdlica ou obesidade central.

2. Existe associacdo do aumento de chances em desenvolver DRGE,
pessoas com circunferéncia abdominal e triglicérides acima dos valores de

referéncia e HDL abaixo dos niveis recomendados.

3: Existem marcadores moleculares diferentes nos grupos DRGE+SM e
SM, o que pode levar a possivel diagnéstico diferencial no futuro além de ser

um alvo potencial para intervencoes.
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como pesquisador responsavel Anderson Roberto Guerra, foi recebido para analise ética no CEP UNESP
-Faculdade de Medicina de Botucatu em 06/03/2015 as 10:47.
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