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LISTA DE ABREVIATURAS

AFNI Analise de neuroimagem functional (Analysis of funcional
neuroimages)

BOLD Sinal dependente do nivel de oxigenagao (blood oxygenation level
dependent)

DMN Rede de modo padrao (default mode network)

DREN Doenca do refluxo nao erosiva

DRGE Doenca do refluxo gastroesofagico

ER Esofagite de refluxo

EIE Esfincter inferior do es6fago

FWHM Largura completa a meia altura (full width at half maximum)

GLM Modelo geral linear (general linear model)

HCI Acido cloridrico

ICA Analise de componentes independentes (/ndependent component
analysis)

ISN Rede de saliéncia insular (insular salience network)

JEG Juncédo esofagogastrica

MELODIC Decomposigdo linear exploratéria multivariada otimizada em
componentes independentes (Multivariate Exploratory Linear
Optimized Decomposition into Indepentent Components)

PVP Ponto de viragem do pH

RM Ressonancia magnética

RMf Ressonancia magnética funcional

RSN Redes neurais de repouso (resting-state networks)

SMN Rede sensoério-motora (sensory-motor network)

SNC Sistema nervoso central

TE Tempo de eco (echo time)

TR Tempo de repeticao (repetition time)



RESUMO

Introducao e objetivos: O uso da ressonancia magnética funcional (RMf) para
avaliacdo do eixo esobfago-encéfalo em pacientes com doenga do refluxo
gastroesofagico ndo erosiva (DREN) vem se tornado frequente na literatura. Estudos
convencionais utilizam estimulos repetidos no es6fago como modelo de tarefas para
avaliar ativagdes corticais focais. Nosso objetivo € avaliar as redes neurais
relacionadas a sensibilidade esofagica através de um método de conectividade
denominado analise de components indepentendes (ICA). Métodos: Dezesseis
pacientes com DREN (idade 38,1 + 8,7 anos; 75% mulheres), treze pacientes com
esofagite de refluxo (ER) (idade 37,3 £ 14,5 anos; 14,5% mulheres) e dezessete
voluntarios sadios (idade 28,8 £ 8,8 anos; 58% mulheres) foram avaliados utilizando
ressonancia magnética do encéfalo durante a perfusdo esofagica com agua e
solugdo acida. As imagens obtidas foram analizadas utilizando a ICA e dupla-
regressao a fim de identificar mudangas nas redes neurais. Resultados: A rede de
modo padrao permaneceu ativa no cingulo anterior direito nos pacientes com DREN
comparados aos demais grupos durante a perfusdo esofagica. Houve aumento da
conectividade na rede de saliéncia insular em todos os grupos durante a perfusao
acida em comparagao a agua, localizados na area de Brodmann 39 e nucleo
caudado direitos. Os voluntarios sadios exibiram aumento na conectividade no giro
temporal médio e giro precentral direitos. Conclusées: Pacientes com DREN
exibiram alteragbes na conectividade cerebral. Nossos resultados demonstram
evidéncia de um aumento na percepgédo esofagica nos pacientes com DREN e

diferentes padrdes de ativagao cortical em pacientes com ER e voluntarios sadios.



ABSTRACT

Background and aims: Functional magnetic resonance imaging (fMRI) has been
increasingly used for assessment of esophageal-brain axis in patients with non-
erosive reflux disease (NERD). Conventional studies apply repeated esophageal
stimulations as task models to evaluate focal brain activations. We aimed to assess
brain networks related to esophageal sensation in NERD patients through a functional
connectivity analysis named independent component analysis (ICA). Methods:
Sixteen NERD (age 38.1 + 8.7 years; 75% women), 13 reflux esophagitis (RE)
patients (age 37.3 £ 14.5 years; 14.5% women) and 17 healthy volunteers (age 28.8
+ 8.8 years; 58% women) were evaluated by fMRI during esophageal stimulation
intercalating water and acidic solution. FMRI data was evaluated using ICA and dual-
regression in order to identify changes on functional brain networks. Results: Default
mode network connectivity remained active in the right anterior cingulate on NERD
compared to the other groups during esophageal perfusion. Increased insular
salience network connectivity was observed on all groups during acidic perfusion in
comparison to water within the right Brodmann area 39 and the right caudate. Healthy
subjects exhibited increased connectivity on right middle temporal gyrus and right
precentral gyrus. Conclusions: NERD patients exhibited altered cerebral
connectivity. Our results provide evidence of increased awareness of esophageal
sensitivity on NERD patients, and different patters of central symptomatic perception

on RE patients and healthy volunteers.



1. INTRODUGAO
1.1 Doenca do refluxo gastroesofagico

A doenga do refluxo gastroesofagico (DRGE) € uma condigdo muito
prevalente no ocidente, podendo ser considerada a doenga mais comum do trato

digestivo superior, afetando cerca de 20% da populagéo’ % %4

78910 31ém de custos

o comprometimento da qualidade de vida dos pacientes
significativos para os sistemas de satde'" ' 31 Segundo recente consenso global,
a DRGE é definida como uma condigao cronica e recorrente onde o fluxo retrogrado

do contetido gastrico para o esdfago causa sintomas incémodos ou complicacdes ™.

A fisiopatologia da DRGE é complexa e envolve desde a faléncia da barreira
anti-refluxo situada na juncdo esofagogastrica (JEG) até o comprometimento dos
mecanismos de defesa do esdfago'® " '8, Os episddios de refluxo costumam ocorrer
principalmente apos as refei¢cdes, tanto pela maior frequéncia dos relaxamentos
transitorios do esfincter inferior do eséfago (EIE) quanto pelo aumento da pressao
gastrica relacionada a presencga de alimento no interior do estémago19. Somando-se
a isso o estimulo da porcado proximal do es6fago pode desencadear uma maior
percepgao dos sintomas em comparac&o ao estimulo distal®®.

A apresentacdo clinica da DRGE é bastante variada, sendo clinicamente
classificada em sindromes esofagicas, caracterizada pela presenga de sintomas
como pirose, regurgitacdo e dor toracica ndo cardiaca, e extra-esofagicas, com
sintomatologia atipica como tosse crdnica, asma, laringite e erosdes dentarias?’ 2
232425 Endoscopicamente é categorizada em dois grupos: esofagite de refluxo (ER),
quando se observa a presenga de erosdes na mucosa esofagica, e DRGE nao
erosiva (DREN), quando o paciente possui sintomatologia compativel, porém a

endoscopia mostra-se sem alteracdes®® ?’.

1.2 Percepgao visceral

Em face da diversidade pela qual a DRGE apresenta-se, desde individuos
com muitos sintomas e sem qualquer lesdo esofagica, aqueles com complicagdes,

tais como es6fago de Barrett, na auséncia de sintomas, realizou-se tentativas da
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reprodugcdo da pirose frente a instilagdo de acido cloridrico (HCI) na mucosa
esofagica de pacientes e voluntarios. Este método trouxe informagdes valiosas para
o entendimento da fisiopatologia da doenga®® 2% 3% 3132 Entretanto, o estudo da
pirose apenas com estimulagédo acida no eséfago permite avaliar somente a porgéao
periférica da sintomatologia, sem considerar sua modulagao cerebral e a influéncia

psicolégica®® 34 %,

1.3 Eixo eséfago-encefalico

Recentemente estudos demonstram a existéncia de fatores possivelmente
relacionados ao eixo esdfago-encefalico com agéo na percepgao e modulagéo dos
sintomas provenientes do refluxo gastroesofagico®®. Mais especificamente, a
conexao entre fatores psicoldgicos e a hipersensibilidade visceral foi demonstrada
através da modificagdo estrutural, e maior percepgdo de sintomatologia com a

exposicao ao estresse agudo e ansiedade®’: 3839 40:41,

1.4 Representacgao encefalica da pirose

Nas ultimas décadas, muito se tem estudado sobre as vias aferentes do
sistema nervoso visceral, desde a estimulacdo dos nociceptores da mucosa
esofagica até a modulag&o ao nivel do sistema nervoso central (SNC), utilizando-se
diversas técnicas de estudos eletroneurograficos, potenciais evocados cerebrais e
neuroimagem funcional** ** 44 Entretanto, o advento da ressonancia magnética
(RM) funcional (RMf) revolucionou o estudo neurofisioldgico da percepg¢ao esofagica
possibilitando imagens de alta definigdo anatdmica do SNC e avaliagdo de estimulos

de menor laténcia*® 4¢ 47

Estudos avaliaram a resposta cortical a estimulos esofagicos em

pacientes com DRGE e voluntarios sadios*® 4°

sendo possivel distinguir diferentes
padroes de ativagdo quanto a localizacédo e intensidade, entre pacientes com ER,
DREN e pirose funcional®, bem como o efeito de neurofarmacos sobre os sintomas
e a representacao cortical’’. Contudo, os estudos atuais divergem no que diz respeito
a técnica correta de estimulagdo visceral, e a forma de avaliagcdo da resposta

encefalica’® 334752,



1.5 Analise de neuroimagem funcional
1.5.1 Modelo geral linear (GLM)

Tipicamente, estudos com ressonancia magnética funcional expbéem os
participantes a uma série de estimulos sensitivos ou desafios mentais que sao
estritamente organizados em blocos ou eventos com temporalidade delimitada. Os
dados gerados nestes experimentos s&do comumente analisados pelo modelo geral
linear (GLM) °% 4,

No caso da estimulagao acida do es6fago, a dindmica temporal das respostas
corticais relacionadas s&o de dificil analise através do GLM, pela inexisténcia de uma
resposta hemodindmica bem compreendida. Isso deve-se ao fato de néo se
conhecer exatamente o intervalo de tempo entre o inicio da estimulacéo e a resposta

cortical, a duracdo da resposta e se esta é continua durante todo o periodo *°.
1.5.2 Analise pseudofarmacoldgica

A RMf permite a avaliagdo nao-invasiva da atividade de determinadas areas
cerebrais a administracdo aguda de farmacos. Neste caso, a modulagdo do
regressor de interesse no GLM pode ser feita com base na farmacocinética da droga
% quando esta é conhecida. Entretanto, alguns farmacos ndo possuem penetragao
direta no sistema nervoso central ou sua agdo depende de alguns mediadores. Neste
ultimo caso, pode-se avaliar a resposta cortical comparando-se a variagao do sinal
em diversos momentos °’. Van Oudenhove e colaboradores demonstraram areas de
atividade cortical relacionadas a infus&o de acidos graxos no estdmago comparando
o sinal da RMf em periodos definidos com o sinal inicial *®.

1.5.3 Conectividade

Além de permitir uma analise de areas encefalicas ativas relacionadas a uma
determinada condicdo a RMf permite avaliar a organizacdo, inter-relagdo e
performance de integracdo de diferentes regides, esta técnica € conhecida como
“conectividade” *°. Atualmente, as técnicas mais utilizadas para avaliar redes neurais
em repouso (RSN) séo a correlagdo baseada em sementes (do inglés seed-based

60

correlation) e andlise de componentes independentes (ICA) ®'. Com analise
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baseada em sementes, o pesquisador pode identificar regides que estao
funcionando em conjunto com uma regido cortical predefinida, enquanto que o uso

da ICA, o pesquisador pode identificar multiplas redes corticais independentes 2.
1.5.3.1  Analise de componentes independentes

O algoritmo para analise de componentes independentes foi desenvolvido
originalmente para solucionar o problema da “festa coquetel”’, com o objetivo de
separar os sinais misturados (vozes) em diferentes fontes (pessoas) . Portanto é
especialmente util quando nao se conhece o modelo hemodinamico relacionado ao

evento em estudo .
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2. JUSTIFICATIVA

Frente a necessidade de um maior avango no entendimento da fisiopatologia
da DRGE, especialmente no que tange a interagdo es6fago-SNC, e no surgimento
de refratariedade ao tratamento clinico convencional em uma parcela significativa de
portadores de DRGE, justifica-se este estudo na busca de um maior entendimento
da fisiopatologia, bem como o desenvolvimento de uma técnica padronizada para o

estudo da interagao entre o eséfago e o sistema nervoso central.
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3. QUESTAO DE PESQUISA

Boa parcela dos pacientes com DRGE, especialmente aqueles com doencga
nao erosiva respondem mal ao tratamento disponivel. Ha, portanto, a necessidade
de novas terapéuticas, utilizando parametros clinicos e complementares, como a
ressonancia funcional do encéfalo, para compreender o mecanismo do sintoma e
sua resposta ao tratamento. Questiona-se, portanto, a existéncia de diferentes
padroes de conectividade cerebral em pacientes com DRGE, bem como a viabilidade
da anadlise de componentes independentes como técnica de interpretagcdo das
imagens na avaliagdo da sensibilidade esofagica.
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4. HIPOTESE
Com base na literatura, hipotetizou-se que:

1. Os pacientes com DREN apresentariam maior sensibilidade a
estimulacdo esofagica com solugdo acidificada, em comparagdo aos
voluntarios sadios e pacientes com ER.

2. Haveria maior atividade cortical detectada por ressonancia magnética
funcional em areas responsaveis pela sensibilidade visceral, tais como o giro
do cingulo, insula e area sensitiva primaria, nos pacientes com DREN em

comparagao aos voluntarios sadios e pacientes com ER.

3. Seriam notados diferengas nos padrdoes de conectividade cerebral nos
pacientes com DREN, enquanto houvesse estimulo esofagico, em
comparagao aos voluntarios sadios e pacientes com ER..
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Objetivos
4.1 Geral

Avaliar a resposta cortical a estimulos viscerais esofagicos utilizando
ressonancia magnética funcional do encéfalo através de variagdes na conectividade

cerebral detectaveis através do analise de componentes independentes.
4.2 Especificos

a) Estudar o efeito de diferentes estimulos na sensibilidade visceral em
pacientes com ER, DREN e voluntarios sadios.

b) Utilizar a técnica de analise de componentes independentes como método
de afericdo da resposta cortical a estimulos esofagicos.

c) Estudar a variagdo na conectividade cerebral da rede de modo padréo,
rede de saliéncia insular e area sensorio-motora primaria, na geragéo e
modulagdo de sintomatologia visceral em pacientes com ER, DREN e

voluntarios sadios.
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5. METODOS
5.1 Delineamento

Estudo transversal, com enfoque em fisiopatologia e diagndstico.
5.2 Participantes

O tamanho da amostra foi estimado em 12 participantes em cada grupo com
base em recomendacdes presentes na literatura °2, acrescidos de 10% por possiveis

perdas.
5.2.1 Voluntarios sadios

Quinze voluntarios sadios foram convidados a participar do estudo através de
divulgacao local, considerando-se os seguintes critérios de selegéo: (1) homens e
mulheres com idade entre 18 e 65 anos; (2) destros; (3) auséncia de sintomas de
DRGE; (4) auséncia de morbidades relevantes; (5) ndo uso de medicamentos com
efeito na secregao gastrica; (6) consentimento em participar.

5.2.2 Pacientes com DREN

Foram utilizados os dados armazenados de dezesseis pacientes com historia
de DREN, previamente coletados para a pesquisa de titulo “estudo da pirose na
doenca do refluxo n&o erosiva: representacéo cortical, relacdo com a dieta e efeito
da nortriptilina utilizando a ressonancia magnética funcional de encéfalo”. Os critérios
de selecao destes pacientes foram: (1) homens e mulheres com idade entre 18 e 65
anos; (2) destros; (3) presenca de pirose incomodativa nos ultimos 30 dias, com
frequéncia minima de duas vezes por semana; (4) auséncia de comorbidades
relevantes; (5) ndo uso de medicamentos com efeito na secregdo gastrica nos

ultimos 30 dias; (6) consentimento em participar.
5.2.3 Pacientes com ER

Treze pacientes com ER foram convidados a participar do estudo através de
divulgacao local, considerando-se os seguintes critérios de selegéo: (1) homens e

mulheres com idade entre 18 e 65 anos; (2) destros; (3) presengca de pirose
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incomodativa nos ultimos 30 dias, com frequéncia minima de duas vezes por
semana; (4) auséncia de morbidades relevantes; (5) nao uso de medicamentos com
efeito na secregdo gastrica nos ultimos 30 dias; (6) endoscopia digestiva alta,
recente, com evidéncia de esofagite de refluxo; (7) consentimento em participar.

5.2.4 Critérios de exclusao

Os critérios de exclusao para todos os grupos foram: (1) passado de cirurgia
gastresofagica ou neurocirurgica, (2) uso de medicagbes com agado no sistema
nervoso central nos ultimos 30 dias, (3) presenca de dispositivos ortodénticos ou
sinteses metalicas no segmento cranio-cervical e (4) historia de claustrofobia que
inviabilize a realizagao de ressonancia nuclear magnética funcional (RMf) do sistema

nervoso central.
5.3 Caracterizacao de DRGE

Apos o0 aceite em participar do estudo, os participantes responderam ao
questionario de sintomas na DRGE® (anexo A) e a questionario estruturado para
obtengdo de informagdes quanto a dados demograficos, morbidades e uso de
medicamentos antissecretorios gastricos. A seguir foram examinados para

mensuracao de peso, altura e circunferéncias abdominal e de quadril.
5.4 Mapeamento do pH da jungao esofagogastrica (JEG)

Este procedimento permitiu a definicdo do ponto de viragem de pH (PVP) na
juncdo esofagogastrica para orientar a perfusdo esofagica durante a RMf. Foi
realizado apenas uma vez, antes da primeira RM funcional. Inseriu-se, por via nasal,
um cateter com sensor de antiménio (Sandhill Scientific, Highlands Ranch, CO,
EUA), com posicionamento através da leitura do pH no visor do equipamento, no
estdbmago (pH < 4). Realizou-se, entéo, a tragao do cateter, na velocidade de 1cm a
cada 10 segundos. O PVP foi determinado pela mudanga do pH, de um valor menor

que 4 para um maior, e registrado em centimetros da narina®.
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5.5 Perfusao acida no eséfago durante a RMf

Introduziu-se um cateter de silicone (dois milimetros de diametro) por via
nasal, até que seu orificio de irrigagao estivesse localizado a sete centimetros do
PVP, correspondendo a porg¢éo distal do esd6fago. Para a perfus&o acida foi utilizada
solugdo de acido cloridrico (HCI) com pH 1,5 e agua destilada (pH 6,5) com
velocidade de infusdo controlada por bomba de infusao.

5.6 Ressonancia Nuclear Magnética Funcional (RMf) do SNC
5.6.1 Protocolo

Antes do exame de RMF foram aplicados os questionarios para avaliagéo de
DRGE, estresse, depresséo e ansiedade. Os sujeitos foram submetidos a sessdes
de RM composta por um mapeamento anatémico tridimensional (4 a 10 minutos),
seguido de captura de imagens funcionais composta de quatro periodos (total de 20
minutos): (1) perfusdo esofagica com agua (1 ml/min), durante cinco minutos, (3)
perfusdo esofagica com HCI 0,1N (1 ml/min), durante cinco minutos (4) perfusdo
esofagica com agua (1 ml/min), durante cinco minutos, (5) perfusdao com HCI 0,1N
(1 ml/min), durante cinco minutos. Os exames foram realizados ap6s um periodo de
quatro horas em jejum. Para o registro da pirose os pacientes foram instruidos a
sinalizar com os dedos da mao esquerda a ocorréncia de pirose leve (um dedo) ou

pirose intensa (dois dedos) durante a perfusédo esofagica.
5.6.2 Aquisi¢ao dos dados

Imagens de RM em gradiente eco-planar foram obtidas na Clinica Kozma
(Passo Fundo, Brazil) utilizando-se um equipamento Magnetom Avanto 1,5 Tesla
(Siemens AG, Muenchen, Alemanha), equipado com receptor padrao de oito canais.
Imagens de alta resolugc&o tridimensionais foram obtidas a partir de 176 cortes
sagitais registrados na sequéncia spoiled gradient echo com tamanho de voxel de
1,0 x 1,0 x 1,0 mm para posterior co-registro aos mapas funcionais. As imagens eco-
planares estavam dispostas em mosaicos de 36 cortes axiais de 64 x 64 pixels sobre
um campo de visdo de 220 mm, com um tamanho de voxel de 3,0 x 3,0 x 3,75 mm,
tempo de repeticdo (TR) de 4270 ms e tempo de eco (TE) de 50 ms.
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5.6.3 Registro das imagens e pré-processamento

O pré-processamento das imagens e a analise estatistica foram realizados
utilizando os softwares Analysis of Funcional Neurolmages (ANFI software package,
USA)7°. Pequenas variagdes no posicionamento da cabega foram corrigidas através
do realinhamento com o primeiro volume através do registro tridimensional com
interpolacdo cubica. As imagens foram borradas com filtro Gaussiano de largura
completa a meia altura (FWHM). Os dados de sinal da RM foram escalonados para
expressar o percentual de variagado do sinal a partir da média do sinal de todo o
periodo. As imagens funcionais foram registradas sobre as imagens anatdmicas
individuais e transformadas estereotaticamentes, baseadas no sistema de
coordenadas do atlas de Talairach-Tournoux para possibilitar comparacdes entre os
individuos. Aplicou-se regressdo multipla para extrais os residuos (dados de
interesse) do sinal original, a fim de eliminar possiveis ruidos de movimento ’" e

variagbes lentas do sinal relacionados s instabilidades no campo magnético "2.

As analises e comparacgoes estatisticas foram realizadas em um computador
com processador Core2Duo de 2,2 GHz (Sony Corporation, Tokyo, Jap&do) com
capacidade de arranque duplo para executar tanto os softwares AFNI, SPM e R (R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria) sobre o sistema operacional
Ubuntu 11.04 64bit (Canonical, London, Inglaterra) bem como o SPSS 16.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL, EUA) e Graph Prism 5 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA,
USA) sobre o sistema operacional Microsoft Windows 7 (Microsoft, Redmond, WA,
EUA).

5.7 Protocolo de analise das RMf

Anadlise de conectividade das redes de repouso realizou-se utilizando o
software Multivariate Exploratory Linear Optimized Decomposition into Indepentent
Components (MELODIC) como parte do FMRIB Software Library (FSL) 5.0 (FMRIB,
Oxford, Inglaterra). Os dados pre-processados dos dois grupos foram concatenados
temporalmente e analisados em conjunto para garantir que as mesmas redes
estavam sendo observadas em todos os sujeitos. O algoritmo de ICA foi aplicado

para determinar vinte componentes independentes.
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A analise estatistica das redes realizou-se utilizando a técnica de dupla-
regressao do FSL % . Esta técnica consiste em dois passos: (1) regresséo espacial,
a qual utiliza os mapas espaciais, ao nivel de grupo, dos componentes selecionados
como regressores em um GLM para encontrar a dindmica temporal associada a cada
individuo; (2) regresséo temporal, o qual utiliza a linha de tempo individual como
regressor para determinar o mapa de conectividade de cada individuo. Para
propositos de comparacao, foram utilizados somente os ultimos trés minutos dos

primeiros periodos de infusdo de agua e acido.
5.8 Analise estatistica

As estatisticas de neuroimagem a nivel de grupo foram realizadas pelo
software 3dMVM, disponivel no AFNI, o qual permite amostras n&o balanceadas e

75

comparagdes tanto entre quanto intra participante "°. Corregdo para multiplas

comparagdes foi aplicada quando necessario utilizando a Simulagao de Monte Carlo.

Os dados sado apresentados como meédia e desvio-padrao. Dados
quantitativos foram analisados com teste t pareado (ou Wilcoxon) conforme
distribuicdo Gaussiana (ou anormal). Dados qualitativos foram analisados através de
qui-quadrado ou teste exato de Fisher. Foram utilizados os softwares Graph Prism 5
e Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versédo 16.0 para a analise de

dados. O valor de P indicativo de significancia foi < 0.05.
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6. CONSIDERAGOES ETICAS

Os voluntarios foram convidados através de divulgacéo local e o estudo foi
realizado apos assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido pelos
voluntarios sadios (anexo C) e pacientes (anexo D). O projeto foi submetido ao
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Passo Fundo, e foi aprovado sob
o registro 323/2011, CAAE n°. 0150.0.398.000-11.
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ABSTRACT

Background and aims: Functional magnetic resonance imaging (fMRI) has been increasingly used
for assessment of esophageal-brain axis in patients with non-erosive reflux disease (NERD).
Conventional studies apply repeated esophageal stimulations as task models to evaluate focal brain
activations. We aimed to assess brain networks related to esophageal sensation in NERD patients
through a functional connectivity analysis named independent component analysis (ICA). Methods:
Sixteen NERD (age 38.1 + 8.7 years; 75% women), 13 reflux esophagitis (RE) patients (age 37.3 +
14.5 years; 14.5% women) and 17 healthy volunteers (age 28.8 £ 8.8 years; 58% women) were
evaluated by fMRI during esophageal stimulation intercalating water and acidic solution. FMRI data
was evaluated using ICA and dual-regression in order to identify changes on functional brain networks.
Results: Default mode network connectivity remained active in the right anterior cingulate on NERD
compared to the other groups during esophageal perfusion. Increased insular salience network
connectivity was observed on all groups during acidic perfusion in comparison to water within the
right Brodmann area 39 and the right caudate. Healthy subjects exhibited increased connectivity on
right middle temporal gyrus and right precentral gyrus. Conclusions: NERD patients exhibited altered
cerebral connectivity. Our results provide evidence of increased awareness of esophageal sensitivity
on NERD patients, and different patters of central symptomatic perception on RE patients and healthy

volunteers.

Keywords: Esophagus-brain axis; functional MRI; non-erosive reflux disease; independent component

analysis; connectivity.
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INTRODUCTION

Non-erosive reflux disease (NERD) is a challenging condition in the clinical practice (6). It is
characterized by the presence of reflux symptoms, particularly heartburn, in the absence of esophageal
breaks (33). The pathophysiology of NERD is complex, involving the failure of esophageal defense
mechanisms and increased symptoms perception (14, 43)_ENREF 3. The interaction between
esophagus and the central nervous system (CNS) has been pointed as a key factor in the generation of

symptoms in patients with NERD (15).

Recently, new technologies have enabled the evaluation of brain responses related to visceral
stimulation. Functional magnetic resonance images (fMRI) arise with a vast potential to evaluate the
esophagus-brain axis due to its high spatial and temporal resolution (31). Typical fMRI experiments
use numerous replicable trials of sensory stimuli or cognitive challenges that are organized as either
tightly defined blocks or discrete events, where each trial is repeated a number of times. Data sets
generated in such experiments are commonly analyzed using the general linear model (GLM) to
identify task-specific regions of brain activation (24). The assessment of brain responses related to
esophageal sensitization with acid was demonstrated in few studies, with inconsistent results (17, 27,
46). This might occur because the timing of the task for this protocol is unclear, i.e. the timing between
acid exposure and brain activation is not well established (25). Additionally, with esophageal
stimulation we cannot use the traditional blood oxygen level dependency (BOLD) hemodynamic
model to measure activation because of the slowly growing sensation caused by the acid infusion. A
GLM analysis is also not recommended since there are a low number of trials per condition. Therefore

a different analysis technique might be adopted.

A new analysis used in fMRI studies is through a connectivity investigation. Instead of evaluating
task-related activity, this method allows the evaluation of the inter-relation between different areas of
the brain (38). First described by Biswal et al. (4), resting-state networks (RSN) are low-frequency
fluctuations on the baseline signal, which represents functional connections related to both normal and

pathological cognitive functions (23). However, brain connectivity can be assessed while performing
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a task, specially in tasks that do not have a specifically timed experiment design such as reading (39)

or watching a movie (1).

Independent component analysis (ICA) is one of the most commonly applied methods to examine
functional brain networks, allowing the identification of multiple independent, functionally connected
networks (2, 7, 19). The ICA algorithm was originally developed to solve the “cocktail party” problem,
in order to separate mixed signals (voices) into individual sources (speakers) (3). For fMRI, ICA is
capable in identifying different brain networks (32). Therefore, it is especially useful for situations

where the task paradigm is unknown or difficult to model.

We hypothesized that ICA would be an optimal approach to evaluate cortical responses to esophageal
stimulation in patients with NERD. Therefore, we applied this technique to compare brain activity in
NERD patients, reflux esophagitis (RE) patients and healthy volunteers (HV) under esophageal acid

stimulation.
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MATERIALS AND METHODS

Participants

A total of 46 subjects where enrolled in the study, including gastroesophageal reflux disease (GERD)
patients, NERD (N=16) and RE (N=13), and healthy volunteers (N=17). According to the literature
(13, 31), at least 12 participants are needed per group to performe fMRI studies. this sample size is
sufficient to perform an fMRI study. Enrollment was done by the use of local advertising, which
included men and women with ages between 18 and 65 years old who agreed to participate in the
study. Inclusion criteria for NERD patients were: (1) troublesome heartburn at least twice a week in
the last month; (2) naive to acid suppressive therapy or interruption of proton pump inhibitors (PPIs)
and H2 blockers for at least 30 days; (3) normal esophageal mucosa at upper endoscopy performed
prospectively off acid suppressive therapy. Inclusion criteria for RE patients were: (1) troublesome
heartburn at least twice a week in the last month; (2) naive to acid suppressive therapy or interruption
of proton pump inhibitors (PPIs) and H2 blockers for at least 30 days; (3) upper endoscopy with reflux
esophagitis, carried out prospectively. Inclusion criteria for HV were: (1) absence of GERD
symptoms; (2) no use of acid suppressive medication. Exclusion criteria for both patients and healthy
volunteers were: (1) use of medications with action on the CNS; (2) gastroesophageal surgery; (3)
body mass index > 35kg/m? (4) untreated chronic diseases; (5) pregnancy; (6) claustrophobia.
Troublesome symptoms were evaluated with a validated translation of GERD symptoms questionnaire

(GERD-SQ) (18).

Study protocol

Esophageal stimulation

A mono-lumen catheter was inserted trans-nasally and positioned at S5cm proximally to the lower
esophageal sphincter according to previously mapped pH turning point, as published elsewhere (29).

Subjects were instructed to lie still during the fMRI exam, and signalize with the left hand with one or
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two fingers for mild or severe heartburn respectively. The experimental protocol included an
anatomical scanning followed by two periods of 5 minutes each, with distal esophageal perfusion at
ImL/min, the first with distillated water (pH 6.5) and the second with solution based on hydrochloric
acid (pH 1.5), in which functional images where acquired (Figure 1). Subjects where blinded of the

order of the liquid infusion as well as at what time the change would occur.

JMRI acquisition

Magnetic resonance images were acquired using a 1.5 Tesla Magnetom Avanto (Siemens, Munich,
Germany), equipped with a standard eight-channel head coil. High-resolution tridimensional anatomic
images were obtained from 176 sagittal spoiled gradient recalled sequence slices with a voxel size of
1.0 x 1.0 x 1.0mm’, for further co-registration with functional images. Echo planar images were
obtained in a mosaic composed by 36 axial slices of 64 x 64 pixels over a 220 mm field of view, with
a voxel size of 3.0 x 3.0 x 3.75mm’, repetition time (TR) of 4270ms and echo time (TE) of 50ms and

a total of 280 volumes, with a total time of 20 minutes.

JMRI pre processing

Data preprocessing was carried out by Analysis of Functional Neuroimages (AFNI) (9) software
package. Processing was carried out using the afni_proc.py function. Specifically, small changes in
head position were realigned to the first volume with tridimensional volume registration using cubic
interpolation. The images were smoothed with a 6mm full width at half-maximum (FWHM) Gaussian
filter. Signal intensity was scaled to represent the percentage of signal change in comparison to the
mean signal over the time series. FMRI volumes were registered to the individual’s structural scan and
then to the Talairach-Tournoux standard space images. Multiple regression was used to extract

residuals from the time series, eliminating drifts and motion noise from these data.
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Independent component analysis (ICA)

Functional brain connectivity analysis was performed using Multivariate Exploratory Linear
Optimized Decomposition into Independent Components (MELODIC) as part of FSL 5.0 (FMRIB,
Oxford, UK) (26) software package. Processed data from both groups were temporally concatenated
and analyzed together to ensure the same networks are being assessed for all subjects and ICA

algorithm was applied to retain 20 independent components.

Statistical analysis

The analysis to calculate the differences between groups was carried out using FSL’s dual-regression
technique that allows voxel-wise comparisons of functional brain networks (16). This technique
consists of two steps: (1) spatial regression, which uses the group-level spatial map of the selected
components as regressors in a general linear model (GLM) in order to find temporal dynamics
associated with each map; (2) temporal regression, which uses the time courses as a set of regressors
in a GLM to find subject specific maps. This results on subject-specific networks corresponding to the
ICA group components. For comparison purposes, only the last three minutes of water and acid
perfusion on the first half of the exams were evaluated, in order to ensure a steady esophageal pH and

avoid overlapping of stimulus (see Figure 1).

A 3x2 (Group x Stimulation) repeated-measures analyses of variance (ANOVA) were conducted with
the aid of 3dM VM software, available on the AFNI package, which allows unequal number of subjects
across groups and comparisons between and within subjects (8). The stimulation (distillated water or
hydrochloric acid) was coded as an within-subjects factors. Correction for multiple comparisons was
applied when needed using Monte Carlo Simulation. Statistical significant results where considered

for an 0<0.05.
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For comparison of clinical characteristics between the groups, the One-way ANOVA and y-square
tests were employed for quantitative and qualitative variables, respectively. In case of asymmetric

quantitative data, de Mann—Whitney U test was used. The p value defined as significant was 0.05.
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RESULTS

Clinical data

We studied a total of 46 right-handed subjects: 16 NERD patients, 13 RE patients and 17 healthy
volunteers (Table 1). All participants were Caucasian (Brazilians of European descent), reflecting local
ethnic composition. Women comprised 55% of the participants. Our groups exhibited significant
differences on gender and age, specially regarding that the majority of participants on RE group were
male (p = 0.004) and the healthy volunteers were younger (p = 0.032). GERD-SQ showed a statistical

significant difference comparing the three groups, as expected by the entry criteria (p <0.001).

During the fMRI 15 (94%) NERD patients, 4 (31%) RE patients and 4 (23%) healthy volunteers felt
heartburn. Heartburn signaling score during fMRI protocol was significantly higher among NERD
patients than the other groups (median score for NERD, RE and healthy volunteers 5 [interquartile

range {IQR} 2t09.2] vs 0 [IQR 0 to 1] vs 0 [IQR 0 to 0.5]; p <0.001).

fMRI data

ICA provided 20 separated components at group-level, from which we selected by visual inspection
the networks of interest. Default mode network (DMN) was identified as the component that includes
media parietal (precuneus and posterior cingulate), bilateral inferior-lateral-parietal and ventro-medial
cortices (Figure 2A). In addition to DMN, we also identified an insular salience network (ISN) to
evaluate interoception (Figure 2B) and sensory-motor network (SMN) to evaluate conscious sensation

(Figure 2C).

An analysis of the group effect of the ANOVA showed a significant reduction of the DMN
connectivity with the right anterior cingulate gryrus in both the HV and RE patients during esophageal
perfusion but not on NERD patients (Table 2 and Figure 3). Analysis of ISN revealed no group

difference, but showed a interaction effect of the stimulation, where acidic perfusion increased the
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network connectivity compared to water with the right Brodmann area 39 and right caudate (Table 2
and Figure 4). Evaluation of SMN showed increased connectivity with the right middle temporal gyrus,
right precentral gyrus and right precuneus with the HV group while perfused with acid (Table 2 and

Figure 5). This effect is contrary to what is observed within the RE patients.
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DISCUSSION

The purpose of our study was to employ independent component analysis for evaluating brain
responses related to esophageal stimulation in NERD patients, RE patients and healthy volunteers. Our
results endorsed this method of fMRI analysis for visceral sensation, showing that GERD patients
exhibit altered functional brain networks. This finding is consistent with recent descriptions on the

literature (42).

Despite the fixed anatomy of the brain, the functional aspects are dynamic: Its functional repertoire is
vast and includes action, perception and cognition (36). In the last few decades, neuroimaging enabled
a better understanding of how this structure works, demonstrating areas of increased activity during a
specific task. In the field of gastroenterology, studies demonstrated brain activation in response to
esophageal (27) and rectal (5) stimuli, as well, how pharmacological interventions alter these areas

(34) (17).

Most of neuroimaging studies of the esophageal-brain axis in humans are based on intermittent or
continuous stimulation of esophageal lumen. Although these are not stimulus-specific, anticipation of
stimuli can trigger similar activity and repeated stimulation can result in habituation (20). Through the
application of a single acidic infusion, we could minimize these effects. Moreover, the networks
identified through ICA point to intriguing group differences in the brain response to esophageal

stimulation.

The default mode network is a functionally versatile network attracting considerable interests in studies
of cognitive development (22), aging (11) and diseases (30). It is typically defined as a baseline system
with activity during rest that is suspended during specific goal-directed behaviors (37). Studies
demonstrated that areas belonging to DMN might be desynchronized when external attention is
required (21). On the present study, we demonstrated that NERD patients are less susceptible to
disturbances of brain networks due to acidic esophageal stimulation, while compared to healthy

volunteers and RE patients. A potential clinical implication for this finding is that a dysfunction of
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DMN is responsible for the increased perception of visceral pain on NERD patients and maybe this

explain at least in part why they are less responsive to acid suppressive therapy.

Van Oudenhove et al. (44) reported cortical deactivations during noxious gastrointestinal distension
using positron emission tomography, with an overall pattern of deactivations consistent with
attenuation of the DMN. Our findings were similar, especially considering the anterior cingulate
cortex. These areas are supposed to be tonically active regions of the brain that may continuously
gather information about the world around (37). Therefore, we could suggest that this lack of
inactivation on DMN might be related to an increased central perception of the symptoms unrelated to

the noxious stimulus.

Insular cortex plays an integrative role and links information from diverse functional systems,
including emotional sensations, olfactogustatory, sensorimotor and cognitive networks of the brain
(28). Since Penfield’s description, one of the major representative symptoms produced by insular

cortices stimulation is viscerosensation, sometimes described as vague or epigastric sensations (41).

A recent study supports the functional connection between posterior insula and primary and secondary
motor and somatosensory cortices, in special with primary somatosensory cortex (12). Insula appears
to receive information via direct thalamo-insular connections and can be thought as a site for sensory
and affective integration (10). Our ISN analysis revealed increased connectivity to Brodmann area 39,
which is an associative area related to semantics, and caudate nucleus, which increased activity was

described to be related to cutaneous burning sensation induced by capsaicin(45).

Analyzing the results of sensory-motor network, the major activity was related to acidic esophageal
stimulation on HV, specially when compared to RE patients: A possible explanation for this finding is

that RE patients are more habituated to acidic stimulus than HV.

GERD symptoms are usually perceived in the central portion of the thorax, but our patients exhibited
connectivity changes predominating on the right hemisphere of the brain. Previous fMRI studies

evaluating visceral stimulus demonstrated bilateral insular activity, with predominance on the right
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side. In addition, electrostimulation of right insular region on humans who underwent to neurological
procedures elicited autonomic dysregulation more intense than left side _ENREF 35(35). Siwiec et
al.(40) demonstrated increased functional connectivity on insular cortex, with a right hemispheric
predominance, comparing patients with erosive reflux disease and healthy subjects mainly during or

after acid infusion.

In summary, this study examined the changes on brain activation associated with esophageal
stimulation in NERD patients, RE patients and healthy volunteers. NERD patients exhibited altered
cerebral connectivity. Acid stimulation induced symptoms and disrupted the default mode network of
RE patients and healthy volunteers, but not NERD patients. In addition, acidic infusion induced
changes on SNM and ISN. Our results provide evidence of increased awareness of esophageal
sensitivity on NERD patients, and different patters of central symptomatic perception on RE patients

and HV.
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TABLE LEGENDS

Table 1: Characteristics of the participants (mean + standard deviation).

Table 2: Summary of clusters after thresholding and correction for multiple comparisons.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Illustration of esophageal stimulation protocol during fMRI scanning and evaluated periods

of the exam.

Figure 2: Representation of default mode network (A), insular salience network (B) and sensory-

motor network (C) on axial, sagittal and coronal planes.

Figure 3: Comparison of DMN connectivity between the groups on acid and water perfusion. Bars

represent the mean z-score of connectivity (error bar = standard deviation).

Figure 4: Comparison of ISN connectivity between the groups on acid and water perfusion. Bars

represent the mean z-score of connectivity (error bar = standard deviation).

Figure 5: Comparison of SMN connectivity between the groups on acid and water perfusion. Bars

represent the mean z-score of connectivity (error bar = standard deviation).
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8.1 Tabelas do artigo

TABLE 1
Characteristics NERD RE HV p-value
(n=16) n=13) n=17)

Women (%) 75 15 58 0.004
Age (years) 38.1 (£8.7) 37.3 (£ 14.5) 28.8 (+ 8.8) 0.032
Caucasian 100% 100% 100% 0.999
BMI* (kg/m?) 24.9 (+5.0) 27.0 (£2.5) 23.5 (£ 3.0) 0.057
GERD-SQ** 8.1(x4.1) 13.0 (£ 7.5) 1.0 (= 1.90) <0.001

*BMI: body mass index, **GERD-SQ: GERD symptom questionnaire
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TABLE 2
Network X Y V/ Region Volume Alpha
(mm’)

DMN -16.6  -12.0 +23.4 Right anterior cingulate 183 <0.05
ISN -39.5 +70.1 +42.3 Right Brodmann area 39 159 <0.01
ISN -0.6 -2.0 +8.6  Right caudate 120 <0.05
SMN -57.8  +62.6  +7.7 Right middle temporal gyrus 144 <0.01
SMN -472  +13.3 +57.5 Right precentral gyrus 99 <0.01
SMN -10.2  +40.1 +44.6 Right precuneus 60 <0.03

48

Alpha represents p-value corrected for multiple comparisons. DMN: Default Mode Network,

ISN: Insular Salience Network, SMN: Sensory-Motor Network



8.2 Figuras do artigo
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9. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
Atendendo os objetivos do estudo, concluimos:

1. A estimulagdo esofagica com agua e acido cloridrico foi capaz de
induzir sintomas nos participantes dos trés grupos, significativamente mais

evidente nos pacientes com DREN em comparacao aos demais.

2. A analise de componentes independentes mostrou-se um método
viavel para aferir a resposta cortical a estimulos esofagicos. Os resultados da
analise puderam ser utilizados para comparagdo entre os grupos de

participantes exibindo diferengas na conectividade cerebral.

3. Pacientes com DREN exibiram perturbacdes na rede de modo padrao
durante a perfusdo acida, localizada principalmente no precuneo direito e
giros frontal médio e temporal médio esquerdos. Adicionalmente, os pacientes
tiveram aumento na conectividade da insula direita sob ambas perfusdes

esofagicas.

Nosso estudo fornece evidéncia sobre uma maior percepc¢ao da sensibilidade
esofagica e reforga o papel da insula na sensibilidade visceral dos pacientes
com DREN. Entretanto, para um melhor esclarecimento dos mecanismos
envolvidos na geragdo dos sintomas a continuidade do estudo com outros

grupos de pacientes, tais como DRGE erosiva, se faz necessaria.
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10. ANEXOS

Anexo A
Questionario de sintomas na DRGE
Nome: Data:

Para cada pergunta marque um X no niimero que achar mais parecido com os seus sintomas,
de acordo com o que vocé sentiu nas ultimas trés semanas. O significado dos nameros ¢é:

0 : ndo sinto.

1 : sinto mas ndo me incomoda.

2 : sinto e me incomoda, mas ndo todos os dias.

3 : sinto e me incomoda todos os dias.

4 : sinto e isto atrapalha o que eu faco durante o dia.

5 : sinto e os sintomas s3o muito ruins (ndo me deixam fazer nada).

Perguntas:
Quanto o incomoda a sua azia? 0 1 2 3 4 5
Sente azia quando esta deitado? 0 1 2 3 4 5
Sente azia quando estd em pé? 0 1 2 3 4 5
Sente azia ap0s as refei¢oes? 0 1 2 3 4 5
A azia altera seus habitos de alimentacao? 0 1 2 3 4 5
A azia acorda vocé durante o sono? 0 1 2 3 4 5
Voce sente dificuldade para engolir? 0 1 2 3 4 5
Vocé sente dor ao engolir? 0 1 2 3 4 5
Se vocé precisa tomar remédios, isto atrapalha o seu dia-a-dia? 0 1 2 3 4 5
Volta liquido ou alimento do estomago em dire¢do a boca? 0 1 2 3 4 5

Qual o grau de satisfacdo com a sua situagdo atual?
Muito Muito )
Satisfeito Neutro Insatisfeito Incapacitado

Satisfeito Insatisfeito
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Anexo B
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa entitulada “Comparagédo entre
meétodos de afericdo da resposta cortical a estimulos viscerais esofagicos utilizando ressonéncia
magnética funcional do encéfalo”, realizada pelos pesquisadores José Carlos Tomiozzo Junior,
Cassiano Mateus Forcelini e Fernando Fornari, do curso de Medicina da UPF. Vocé foi escolhido por
ter doenca do refluxo gastoesofagico (refluxo de suco do estdbmago para o canal do es6fago), ou por
néo apresentar qualquer doenga (controle sadio).

Sua participagédo nao é obrigatéria. A qualquer momento vocé pode desistir de participar e
retirar seu consentimento. Sua recusa nao trard nenhum prejuizo em sua relagdo com o pesquisador,
(ou com a entidade vinculada) ou para o seu atendimento e tratamento.

O objetivo desta pesquisa é comparar diferentes métodos de medicdo da atividade do cérebro
a estimulos no canal do es6fago utilizando um exame chamado ressonancia magnética funcional.

Em resumo, a sua participagdo no estudo devera incluir a realizagdo de 3 exames de
ressonancia magnética do cérebro, na Clinica Kozma, em Passo Fundo. Antes dos exames vocé
preenchera alguns questionarios e sera pega uma veia do brago para colher sangue para avaliagéo
de algumas substancias quimicas que podem ter relagdo com a azia. Também sera colocada uma
fina sonda, pelo nariz, até o es6fago, passando pela garganta, para pingar agua e acido no canal do
esbfago a fim de simular o refluxo, durante o exame de ressonancia. A ressonancia ira medir a
quantidade e localizagédo da ativagdo do cérebro durante os estimulos com agua e acido no esbéfago.
Salientamos que o liquido acido ndo possui capacidade de danificar o es6fago. No ultimo exame, sera
colocada uma sonda contendo um baldo murcho, através do nariz, até o es6fago. Nele o balado sera
inflado para avaliar a sensibilidade mecanica no es6fago, durante a ressonancia.

No total, vocé devera permanecer na Clinica Kozma por trés horas, em trés dias diferentes
(uma hora por dia), conforme a sua disponibilidade, para a realiza¢do da pesquisa.

Sua participagao sera dividida em trés etapas (todas na Clinica Kozma):

Primeira: Esta etapa ocupara cerca de uma hora do seu tempo e sera realizada em um dia
que vocé tenha disponibilidade para isso.

Sera realizada entrevista pelos pesquisadores, onde vocé sera solicitado a responder a quatro
questionarios sobre sintomas da doenca do refluxo e sobre como se sente emocionalmente, o que
levara aproximadamente 20 minutos. Caso vocé achar que alguma pergunta cause algum
constrangimento a vocé, ndo precisa responder.

O préoximo passo sera a colocagdo de uma canula plastica de fino calibre em uma veia do
braco, para coleta de pequenas amostras de sangue durante o exame de ressonancia. Vocé podera
sentir uma dor passageira no braco, semelhante a que ocorre numa coleta para exame de sangue.

A seguir, sera realizado um procedimento para medir a distancia entre o nariz e a valvula que
existe na juncao do eséfago com o estbmago, através da passagem de uma sonda flexivel pelo nariz
e pela garganta. Para isto seu nariz sera amortecido com um gel anestésico. Esta sonda permanecera
durante o tempo em que se realizara um exame de ressonancia nuclear magnética do cérebro com
duracado de 20 minutos. Para este exame sera necessario deitar-se na maca do equipamento, e
permanecer imovel pelo periodo do exame. Durante este exame sera pingada uma quantidade
pequena de agua e de acido no esbfago, através da sonda posicionada pelo nariz. Serao realizadas
algumas perguntas sobre a ocorréncia de azia. Apds o fim do exame de ressonancia, a sonda do
nariz e a canula na veia do brago serédo retirados, e vocé sera capaz de se levantar sozinho e voltar
para casa normalmente.

Segunda: Esta etapa ocupara cerca de uma hora do seu tempo e sera realizada em um dia
que vocé tenha disponibilidade para isso.

O procedimento sera igual ao da primeira etapa, com excegao do exame de ressonancia, que
sera mais rapido (16 minutos).

Terceira: Esta etapa ocupara cerca de uma hora do seu tempo e sera realizada em um dia
que vocé tenha disponibilidade para isso.

Nesta etapa sera introduzida pelo nariz uma sonda flexivel com um pequeno balédo vazio.
Para isto seu nariz sera amortecido com um gel anestésico. Apds, sera colocada uma pequena
quantidade de ar dentro do baldo, e vocé sera instruido a sinalizar quando sentir uma sensacgao
desconfortavel no peito. Vocé permanecera com a sonda e o baldo durante todo o procedimento
realizado o mesmo procedimento de ressonancia da cabega. Sera colocada uma canula na veia do
braco para retirada de pequenas quantidades de sangue como nos exames anteriores. Durante o
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exame, o baldo sera enchido novamente em alguns momentos. Apés o fim da ressonéncia, o balao
sera esvaziado completamente e retirado junto com a sonda do nariz. A canula na veia do bracgo
também sera retirada, e vocé sera capaz de se levantar sozinho e voltar para casa normalmente.

Ao participar, os riscos para vocé serao minimos. Vocé podera sentir desconforto no nariz e
na garganta quando realizar a passagem da sonda flexivel pelo nariz. Também sentira uma picada
no brago durante a colocagado da canula na veia do brago e um leve desconforto no peito durante o
enchimento do bal&do no esbfago.

Vocé ndo sera beneficiado(a) diretamente pela pesquisa, mas vocé estara ajudando a
entender os mecanismos pelos quais as pessoas sentem azia.

As informagdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais, isto &, s6 os
pesquisadores saberdo o que foi respondido e o seu nome nao sera divulgado em nenhum momento,
sendo mantido sigilo sobre sua participacdo. As suas respostas ndo seréo divulgadas de modo que
permitam a sua identificagao.

Vocé nao sera recompensado(a) financeiramente pela sua participagdo. Seus eventuais
custos com transporte serdo pagos pelos pesquisadores.

Ao assinar este documento, vocé estara concordando em participar da pesquisa e que
entendeu os objetivos, riscos e beneficios da sua participacao e todas as informacdes que Ihe foram
prestadas pelos pesquisadores.

Vocé recebera uma coépia deste termo onde consta o telefone e o enderegco dos
pesquisadores, podendo tirar suas duvidas sobre a pesquisa e sua participagao, a qualquer momento:

- Dr. Fernando Fornari: (54) 33171026 ou 91640197

- Dr. Cassiano Mateus Forcelini: (54) 33118668 ou 99717569

Pesquisadores

1° Nome: Assinatura
2° Nome: Assinatura
Participante:

Nome:

Assinatura:

Telefone:

O presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi elaborado de acordo com
a Res. CNS 196/96 e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Passo
Fundo.

O participante pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
de Passo Fundo pelo telefone (54) 3316-8370.
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Anexo C
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa entitulada “Efeito da nortriptilina na
representagao cortical da pirose em pacientes com doenca do refluxo gastroesofagico”, realizada
pelos pesquisadores Fernando Fornari e Cassiano Mateus Forcelini do curso de Medicina da UPF.
Vocé foi escolhido por apresentar sintomas da doenga do refluxo gastroesofagico.

Sua participagdo ndo é obrigatéria. A qualquer momento vocé pode desistir de participar e
retirar seu consentimento. Sua recusa nao trara nenhum prejuizo em sua relagdo com o pesquisador,
(ou com a entidade vinculada) ou para o seu atendimento e tratamento.

O objetivo desta pesquisa é avaliar o efeito do antidepressivo nortriptilina na percepg¢ao do
sintoma pirose (azia) ao nivel do sistema nervoso central.

Sua participagao nesta pesquisa sera dividida em trés etapas:

Primeira (na clinica KOZMA): Sera realizada entrevista pelos Drs. Fernando Fornari e Cassiano
Mateus Forcelini, aonde vocé sera solicitado a responder a quatro questionarios sobre sintomas da
doenga do refluxo e sobre como se sente emocionalmente, o que levara aproximadamente 20
minutos. Caso vocé achar que alguma pergunta cause algum constrangimento a vocé, n&o precisa
responder. O préximo passo sera a colocagao de um abocath (canula plastica de fino calibre) em uma
veia do antebrago, para coleta de pequenas amostras de sangue durante o exame de ressonancia.
Vocé podera sentir uma dor passageira no antebrago, semelhante a que ocorre numa coleta para
exame de sangue. A seguir, sera realizado um procedimento para medir a distancia entre o nariz e a
valvula que existe na jungéo do es6fago com o estdbmago, através da passagem de uma sonda flexivel
pelo nariz e pela garganta. Para isto seu nariz sera amortecido com um gel anestésico. Esta sonda
permanecera durante o tempo em que se realizara um exame de ressonancia nuclear magnética do
sistema nervoso da cabega, com duragéo de 80 minutos. Para este exame sera necessario deitar-se
na maca do equipamento, € permanecer imével pelo periodo do exame. Durante este exame sera
pingado no es6fago uma quantidade pequena de agua e de liquido acidificado, através da sonda
posicionada pelo nariz. Serdo realizadas algumas perguntas sobre a ocorréncia de azia. Havera um
intervalo no qual vocé tomara 200 ml de uma dieta com gosto de chocolate, através de um canudinho.
Apés o fim da ressonancia, a sonda do nariz e o abocath do antebrago seréo retirados, e vocé sera
capaz de se levantar sozinho e voltar para casa normalmente. Vocé recebera 21 capsulas para serem
tomados durante 21 dias (1 capsula por dia, sempre entre 8 e 9 horas da noite). Este remédio podera
ser um antidepressivo ou um “placebo”, que é uma capsula sem efeito (vazia). Vocé recebera um
papel para anotar os horarios e dias em que sentir azia, além de qualquer outro sintoma que julgue
incomodativo durante os proximos 21 dias.

Segunda: Sera realizada na clinica KOZMA, ao término dos 21 dias do tratamento. O procedimento
sera igual ao da primeira etapa, com exceg¢do do exame de ressonancia, que sera mais rapido (30
minutos). Ao ser liberado da clinica, vocé seréd orientado a permanecer entre 21 e 28 dias sem

tratamento algum, levando uma vida normal. Vocé recebera um papel para anotar os horarios e dias
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em que sentir azia, além de qualquer outro sintoma que julgue incomodativo nesse intervalo. Também
recebera 21 capsulas para serem tomados durante 21 dias (1 capsula por dia, sempre entre 8 € 9
horas da noite) apds o periodo sem tratamento. Este remédio podera ser um antidepressivo ou um
“placebo”, que é uma capsula sem efeito (vazia).

Terceira: No ultimo dia do tratamento, sera realizado na clinica Kozma o mesmo procedimento de
ressonancia da cabega da segunda etapa, finalizando o estudo.

Ao participar, os riscos para vocé serdo minimos. Vocé podera sentir desconforto no nariz e
na garganta quando realizar a passagem da sonda flexivel pelo nariz. Podera também sentir mal-
estar, boca seca, e tonturas quando utilizar os tratamentos de 21 dias.

Vocé ndo sera beneficiado(a) diretamente pela pesquisa, mas vocé estara ajudando a
entender se 0 uso de antidepressivo pode trazer beneficio para pessoas que sentem azia.

As informagdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais, isto &, s6 os
pesquisadores saberdo o que foi respondido e o seu nome nao sera divulgado em nenhum momento,
sendo mantido sigilo sobre sua participacdo. As suas respostas ndo seréo divulgadas de modo que
permitam a sua identificagao.

Vocé nao sera recompensado(a) financeiramente pela sua participagéo.

Ao assinar este documento, vocé estara concordando em participar da pesquisa e que
entendeu os objetivos, riscos e beneficios da sua participacao e todas as informagdes que Ihe foram
prestadas pelos pesquisadores.

Vocé recebera uma coépia deste termo onde consta o telefone e o enderegco dos

pesquisadores, podendo tirar suas duvidas sobre a pesquisa e sua participagao, a qualquer momento.

Pesquisadores:

Nome Assinatura
Telefone
Nome Assinatura
Telefone

Participante:

Nome Assinatura

O presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi elaborado de acordo com a Res.
CNS 196/96 e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Passo Fundo.

O participante pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Passo
Fundo pelo telefone (0xx54) 3316-8370.



