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RESUMO

Na doenca do refluxo gastroesofagico é frequente o contato da mucosa esofagica com
0 acido gastrico e outros constituintes, como acidos biliares e pepsina. Em trabalho
anterior, observou-se que os &cidos biliares diminuiram a contratilidade do es6fago.
Neste estudo, aprofundamos a avaliagdo do mecanismo de acao dos acidos biliares
na inibicdo da contratilidade esofagica. Para isso registramos, em sistema de
aquisicdo de dados, as contracdes isométricas de segmentos de esdfago de ratos
Wistar sujeitos a refluxato enriquecido com acidos biliares. Além disso, as contracdes
esofagicas foram testadas na presenca de acidos biliares isolados, assim como na
presenca de agonistas TGR5, o receptor de membrana para &cidos biliares. Para
estudar a via de sinalizacéo, foram medidos os niveis do nucleotideo AMPc por ELISA,
sendo a expressdo do receptor TGR5 avaliada por imagens de fluorescéncia em
microscopio confocal e também por western blot. No desafio com o refluxato, os
segmentos de esbdfago foram montados em cubas de vidro de forma a captar
respostas das musculaturas circular e longitudinal. Ap6s permanecerem 30 min com
a luz preenchida com solucédo de Tyrode pH 1 ou solucéo de Tyrode pH 1 enriquecida
com pepsina, segmentos de es6fago nao tiveram diferencas nas respostas contrateis
causadas por KCI ou CCh, se comparadas aqueles expostos a solug¢do controle
(Tyrode pH 7,4). Porém, quando os &cidos biliares TDCA e DCA foram adicionados
ao refluxato, a resposta contrati dos segmentos esofagicos ao KCI foi
significativamente menor. Reducéo significativa também foi observada nas contragdes
colinérgicas apoOs pré-exposicdo ao DCA, TDCA e ao acido oleandlico (agonista
TGR5). A diminui¢do da contratilidade esofagica em resposta aos acidos biliares foi
atenuada pelo triamtereno (antagonista de TGR5) e pelo MDL-12330A (inibidor da
adenilato ciclase). Os niveis de AMPc foram aumentados em segmentos expostos por
30 min ao DCA, assim como a expressao de TGR5 e de PKA. Os resultados indicam
que a dismotilidade esoféagica pode estar relacionada a acdo dos acidos biliares nos
receptores TGR5, o que permite investigacbes adicionais importantes para a

elucidacgédo das vias de sinalizagéo envolvidas.

Palavras-chave: Refluxo Gastroesofagico; Acido biliar; Receptores Acoplados a

Proteinas G; Transtornos da Motilidade Esofagica



ABSTRACT

INHIBITION OF THE CONTRACTILE ACTIVITY OF PREPARATIONS ISOLATED
FROM RAT ESOPHAGUS BY BILLIARY ACIDS: ROLE OF TGR5 RECEPTOR
In gastroesophageal reflux disease frequent contact occurs between the esophageal
mucosa and gastric acid and other constituents, such as bile acids and pepsin. In a
previous study, bile acids reduced the contractility of the esophagus. In this study, we
delve into the evaluation of the mechanism of action of bile acids in inhibiting
esophageal contractility. To do this, we recorded isometric contractions of segments
of the esophagus from Wistar rats subjected to refluxate enriched with bile acids using
a data acquisition system. Furthermore, esophageal contractions were tested in the
presence of isolated bile acids, as well as in the presence of TGR5 agonists, the
membrane receptor for bile acids. To study the signaling pathway, levels of CAMP were
measured by ELISA, and the expression of the TGR5 receptor was evaluated through
confocal microscope fluorescence images and western blot. When challenged with
refluxate, the esophageal segments were mounted in glass chambers to capture
responses from the circular and longitudinal muscle layers. After being exposed for 30
minutes to Tyrode solution at pH 1 or Tyrode solution at pH 1 enriched with pepsin,
esophageal segments did not show differences in contractile responses caused by KClI
or CCh compared to those exposed to the control solution (Tyrode pH 7.4). However,
when the bile acids TDCA and DCA were added to the refluxate, the contractile
response of the esophageal segments to KCI was significantly reduced. A significant
reduction was also observed in cholinergic contractions after pre-exposure to DCA,
TDCA, and oleanolic acid (TGR5 agonist). The reduction in esophageal contractility in
response to bile acids was attenuated by triamterene (a TGR5 antagonist) and MDL-
12330A (an adenylate cyclase inhibitor). Levels of cCAMP were increased in segments
exposed to DCA for 30 minutes, as well as the expression of TGR5 and PKA. The
results suggest that esophageal dysmotility may be related to the action of bile acids
on TGRS receptors, allowing for further investigations into the signaling pathways

involved.

Keywords: Gastroesophageal Reflux; Bile acid; Receptors G-Protein-Coupled;

Esophageal Motility Disorders
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1. INTRODUCAO

1.1 Doenca do refluxo gastroesofagico

Define-se a doenca do refluxo gastroesofagico (DRGE) como uma condi¢ao
gue se desenvolve quando o fluxo retrégrado do conteldo do estdbmago causa
sintomas e/ou complica¢gdes no esd6fago ou em érgdos adjacentes (VAKIL et al, 2006).
Dados epidemiolégicos mostram que a faixa de estimativas de prevaléncia de DRGE
foi de 18,1% - 27,8% na América do Norte, 8,8% - 25,9% na Europa, 2,5% - 7,8% no
leste da Asia, 8,7% - 33,1% no Oriente Médio, 11,6% na Austrélia e 23,0% na América
do Sul (Figura 1; EL-SERAG et al.,, 2014). E, portanto, uma patologia que tem
alcancado altos indices na populacéo, sendo considerada uma doenca prevalente em

todo o mundo.

Figura 1. Distribuicdo global da DRGE, medida pela prevaléncia de azia e/ou regurgitacao pelo

menos semanalmente.

Prevaléncia de sintomas de DRGE (%)
<10
10-149

| 15-199

W 20-249

W 225
Dados ndo avaliados /

Fonte: adaptado de El-Serag et al., 2014; Fass et al., 2021.

A DRGE era considerada doenca de individuos de meia idade e idosos, porém
durante a Ultima década tem sido visto aumento na proporgéo de pacientes adultos
com esse diagnostico, o que sugere claramente que hoje individuos mais jovens estéo
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mais expostos a fatores de risco para o desenvolvimento de DRGE (YAMASAKI et al.,
2018). Outras associacdes também tém sido exploradas, como a prevaléncia maior
em fumantes do que em ndo fumantes, ligeiramente maior em consumidores de alcool
do que em abstémios, significativamente maior em usuarios de anti-inflamatérios néo-
esteroidais, além de maior prevaléncia em individuos com obesidade (EUSEBI et al.,
2018). Esta ultima é vista como um importante fator de risco para DRGE e o aumento
de sua prevaléncia pode explicar parte do aumento na prevaléncia de sintomas de
refluxo e incidéncia de complicacdes relacionadas ao mesmo (FASS et al., 2021).

Em relacdo especifica aos sintomas, os estudos que contabilizam os casos
consideram em sua maioria a DRGE pela presenca de dois sintomas tipicos: a pirose,
definida como sensacao de queimacéao na regido retroesternal, e a regurgitacao, que
€ a percepcdo do conteudo gastrico refluido para a hipofaringe ou boca. Quanto a
intensidade e a frequéncia, a definicdo considera esses dois sintomas de qualquer
gravidade em pelo menos 1 dia na semana (VAKIL et al, 2006).

Porém a doenca do refluxo € conhecida também por outros sintomas e sinais de
impacto no bem-estar do individuo. Sdo denominados atipicos (tosse cronica,
rouquiddo, dor toracica ndo cardiaca, globus, irritacdo da garganta e distarbio do
sono), de alarme (disfagia, odinofagia, perda de peso, melena e hematémese) e
manifestacbes de complicacbes (esofagite, Ulceras esofagicas, estenose péptica,
esodfago de Barrett e adenocarcinoma; CHEN, BRADY, 2019). E importante destacar
haver manifestacfes extraesoféagicas, ou seja, que acometem érgdos adjacentes ao
esb6fago. Estas podem ser classificadas em sindromes extraesofagicas de
associacles estabelecidas, quando h& existéncia de uma associacdo entre essas
sindromes e DRGE, as quais sdo tosse, laringite, asma e erosdes dentarias; e as de
associacfes propostas, onde € incerto se o refluxo gastroesofagico é um fator causal
ou exacerbante significativo na patogénese das manifestacées, como sinusite, fibrose

pulmonar, faringite ou otite média recorrente (VAKIL et al 2006).

Podemos também tipificar a DRGE em trés diferentes fenétipos ou espectros,
baseados na integridade da mucosa esofagica. Os pacientes que apresentam
sintomas classicos da doenca (azia e regurgitacdo acida) e mucosa esofagica normal
sao tidos como portadores de NERD (Non Erosive Reflux Disease). Ja o fenétipo de

esofagite erosiva € reconhecido em casos que progridem para graus avancados ao



19

longo do espectro, com nitidas lesGes no eséfago detectadas por exame endoscopico.
Pacientes com esodfago de Barrett e consequentes complicacdes da DRGE, como
ulceracdo esofagica, estenose, e adenocarcinoma de eséfago, fazem parte do
extremo do espectro (FASS, OFMAN, 2002). Estudos que investigaram pacientes com
sintomas relacionados a DRGE sugeriram que o fenétipo da NERD afeta entre 50% e
70% da populacdo em questdo, enquanto o0 restante considera portar esofagite

erosiva, excluindo 6% a 10% de pessoas com esofago de Barrett (FASS, 2007).

Publicacdes com os dois principais fenétipos revelaram que perfis terapéuticos
também tem sido um parametro de caracterizacao, tendo em vista que medicamentos
antirrefluxo exibem uma resposta muito mais variada e imprevisivel em pacientes com
NERD quando comparados a pacientes com esofagite erosiva. Nesses casos, 0S
inibidores de bomba de prétons (IBPs), a principal classe farmacoldgica utilizada no
tratamento para doencga do refluxo, falharam em um alto nimero de pessoas com o
fenétipo ndo erosivo (FASS, 2007).

Nos casos onde a terapia com IBPs é ineficaz ou quando o paciente apresenta
sintomas de alarme ou complicacdes, utiliza-se a endoscopia digestiva alta como
técnica de escolha para avaliacéo inicial da DRGE, tendo esta alta especificidade para
diagnéstico. Além disso, pHmetria, impedanciometria e manometria sdo técnicas de
monitoramento ambulatorial do refluxo (KELLERMAN, KINTANAR, 2017). A primeira
se refere a medicao do pH esofagico, que ao revelar um valor menor que 4 caracteriza
um episodio de refluxo acido. A segunda, Gtil quando o refluxo para o eséfago ndo é
acido, mede a mudanca na resisténcia a corrente elétrica alternada entre eletrodos
produzida pelo movimento de um bolo liquido ou gasoso dentro do limen do eséfago.
J4 a terceira técnica € usada para medir as alteracbes da presséo intraluminal

esofagica.

Quando consideramos a patogénese da doenca, é importante lembrar o refluxo
ser um evento fisiolégico e que passa a ser patoldgico quando os mecanismos de
defesa falham ou apresentam algum disturbio, fazendo com que a mucosa esofagica
tenha maior contato com acidos ou outras substancias normalmente ausentes neste
segmento do trato gastrointestinal (FARRE, 2013). Esses mecanismos so diversos,
podendo envolver altera¢des nas fungdes esofégica, gastrica e pilérica, e os conceitos

gue as explicam envolvem tanto fatores periféricos (aferentes luminais, de mucosa e
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sensoriais) quanto centrais (psicologicos, estresse, sono, dentre outros)
(HERSHCOVICI, FASS, 2010). Além disso, a variacdo na apresentacao dos sintomas
e na resposta ao tratamento pode ser atribuida & composicéo do refluxo, bem como a
fatores esofégicos, como aspectos estruturais, mecanicos, bioquimicos e fisiol6gicos
(SHARMA, YADLAPATI, 2021). Diante disso, a fisiopatologia da DRGE é considerada
multifatorial, sendo determinada por interacdes entre multiplos fatores agressivos e

defensivos.

A Figura 2 destaca 0s mecanismos potencialmente contribuintes para o
desenvolvimento da DRGE: relaxamento transitorio do esfincter esofégico inferior
(TLESRs - Transient Lower Oesophageal Sphincter Relaxation), clearance
prejudicado de acido esofagico, esvaziamento gastrico retardado, salivacdo diminuida
e resisténcia tecidual prejudicada (KAHRILAS, 2003). Acredita-se que mecanismos
envolvendo o tdnus do esfincter esofégico inferior, a presenca de hérnia hiatal, a
defesa da mucosa esofagica contra o refluxo e a motilidade esoféagica séo destaques
na patogénese da doenca (ANTUNES, ALEEM, CURTIS, 2022).

Figura 2. Alterac8es nas funcdes esofagica, gastrica e pildrica que representam mecanismos

fisiopatolégicos envolvidos na doenga do refluxo gastroesofagico.
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1.2 Repercussdes motoras na DRGE

A barreira antirrefluxo normal, composta por esfincter esofagico inferior (EEI),
diafragma crural, angulo de His e gradiente de presséao térax-abdémen, previne o
refluxo do contetido gastrico para o es6fago, enquanto o peristaltismo esofagico ajuda
a eliminar o refluxo e reduzir a exposicdo a componentes nocivos de suco gastrico
(MARTINUCCI et al.,, 2014).

Nos estagios iniciais da DRGE, o relaxamento transitério do esfincter esofagico
inferior é responséavel pela maior parte dos episodios de refluxo. No entanto, com a
gravidade progressiva da doenca, aumenta a proporcéo de refluxo néo relacionado a
esse relaxamento, tornando-se mais importantes o comprometimento do tonus do
esfincter esofagico inferior e a contracdo alterada da musculatura circular do corpo
esofagico (RIEDER et al, 2010).

Nesse contexto, o corpo esofagico € um dos mais importantes componentes do
mecanismo antirrefluxo. Isso porque ao ocorrer um episodio de refluxo, uma
combinacdo de contracBes peristalticas primaria, induzida pela degluticdo, e
secundéria, induzida por distensdo, eliminam o material e também induzem a
salivacdo para neutralizar a acidificacdo da mucosa. Assim, as duas principais causas
potenciais de exposicdo prolongada ao refluxo sdo o esvaziamento esofagico
prejudicado por disfuncao peristaltica e a deficiéncia salivar. Pacientes com DRGE
podem apresentar funcdo motora esofagica intacta e normal, porém os casos com
prejuizo motor podem contribuir para o retardo do clearance esofagiano e aumento da
probabilidade de apresentacdo de formas mais graves da doenca, como esofagite
(SAVARINO et al.,, 2018).

Alteracfes da motilidade esofagica associadas a DRGE tém definicbes variadas
de acordo com a literatura, mas no geral sdo caracterizadas por peristaltismo de baixa
amplitude ou propagacdo anormal de ondas peristalticas na manometria (XIAO et al.,,
2012). Descrevendo de forma mais especifica, 0 comprometimento do peristaltismo
primario é visualizado por: aumento do tempo de inicio da resposta peristaltica, menor
namero de eventos peristalticos e aumento do intervalo de tempo entre esses eventos,
contracdes peristalticas simultaneas e de baixa amplitude, e por um nimero menor de
sequéncias peristalticas completas em pacientes com refluxo quando comparados

com individuos saudaveis (ANG et al., 2009).
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Esse comportamento motor esofagico passou a ser caracterizado em diferentes
padrdes e a classificacdo de Chicago v4.0 é o esquema de classificacdo atualizado
para distarbios de motilidade esofagica usando métricas de manometria de alta
resolucdo (Figura 3). A manometria esofagica de alta resolugdo oferece relevante
avanco em comparacao a manometria convencional pelo maior nimero de sensores
(8 na convencional e 24 a 36 sensores na de alta resolucéo), oferecendo menor
distanciamento entre eles, e maior acurécia das analises. Além disso, a manometria
de alta resolugcéo permite a avaliacdo simultdnea ndo s6 do eséfago, mas também da
faringe, do esfincter esofagico superior e do inferior ao acompanhar a degluticdo de
agua a intervalos estabelecidos. Com esta técnica, parametro importante utilizado
para medir o comportamento esofagico é a Distal Contractile Integral (DCI), uma
medida de amplitude x duracdo x comprimento (mmHg.s.cm) da contracéo do es6fago

distal superior a 20 mmHg da zona de transicéo para a margem proximal do EEI.

Figura 3. Disturbios do peristaltismo com forga contratil ou peristaltismo reduzidos de acordo

com atécnica de manometria de alta resolucao.
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Fonte: adaptados de Gyawali et al., 2017; Yadlapati et al., 2021.

Nesse sentido, a peristalse esofagica baseada na contratilidade do corpo
esofagico passou a ser classificada em padrées como: um perfil de contragdo normal,
onde a DCI varia de 450 a 8.000 mmHg.s.cm; um padrdo hipercontratil, com DCI >
8.000 mmHg.s.cm; um perfil de degluticdo ineficaz, que inclui perfis de: contracao
fraca (DCI > 100 e < 450 mmHg.s.cm), padréo de falha no peristaltismo (DCI < 100

mmHg.s.cm) e um padréo de degluticdo fragmentada (5 cm de ruptura com DCI =450
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mmHg.cm.s), traduzidos em contracdes fracas ou falhas no peristaltismo (YADLAPATI
et al., 2021).

Estudos clinicos confirmam a existéncia de associacdo entre um peristaltismo
esofagico anormal e eventos de refluxo. Avaliando clinicamente mais de mil pacientes,
Diener et al., (2001) mostraram ser o peristaltismo esofagico normal associado a
menos exposicdo acida esofagica, menos episddios de refluxo, episédios com mais
de 5 min e clearance acido geralmente normal. Ja a dismotilidade esofagica (disturbio
de motilidade esofagica ndo especifico e motilidade esofagica inespecifica) foi
associada a maior exposicdo acida esofagica, maior nimero e mais longos episédios
de refluxo e clearance acido esofagico mais lento. Esses pacientes também

apresentaram lesdo de mucosa mais grave e sintomas respiratorios mais frequentes.

. Em outro estudo, Ho et al., (2002) verificaram a prevaléncia de motilidade
esofagica ineficaz (MEI) em pacientes com DRGE ser de cerca de 49,4%, indicando
que esse padrédo de motilidade esta relacionado a doenca do refluxo. Além disso, a
MEI foi fortemente associada ao aumento da exposi¢cdo ao acido esofagico e atraso
no clearance acido, sendo demonstrado também inexistir correlacdo direta entre a
esofagite endoscoépica e a motilidade esoféagica. Esses e outros autores sugerem que
o disturbio de motilidade observado na DRGE néo é secundario a esofagite, mas sim
um fendmeno primario, sendo a dismotilidade mais a causa do que um efeito da

doenca do refluxo.

O controle para um peristaltismo esofagico adequado envolve a estimulacéo
coordenada das camadas musculares de orientacBes circular e longitudinal do
esb6fago. A sincronia e assincronia entre as duas camadas € de fundamental
importancia para a propulséo do bolo alimentar nas direcdes anterégrada e retrograda,
respectivamente (MITTAL, 2016).

Experimentos mostraram que a ativacdo muscular durante o transporte esofagico
envolve sequéncia de ativacdo e inibicdo das camadas musculares circular e
longitudinal. Foi proposto essa coordenagao entre a contragao da musculatura circular
e o0 encurtamento da longitudinal ser crucial no transporte esofagico, e a

descoordenacéo poder causar transporte anormal (KOU et al., 2015).
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O controle desse peristaltismo esofagico envolve vias sensoriais aferentes. Seus
nervos aferentes transmitem o reflexo do bolo intraluminal para o nucleo solitario vagal
na medula oblonga via ganglio nodoso, que por sua vez é conduzido para o nucleo
motor dorsal vagal (no tronco cerebral) para modificar a forga do peristaltismo
esofagico. No trato gastrointestinal, as terminacfes nervosas aferentes vagais
mecanossensiveis estdo distribuidas na mucosa, na muscular prépria (terminacdes
do arranjo intramuscular) e no plexo mioentérico (terminagdes laminares
intraganglionares (IGLEs). O plexo mioentérico, contendo neurdnios excitatorios
(liberando acetilcolina e substancia P) e inibitérios (liberando 6xido nitrico e
polipeptideo intestinal vasoativo) esta localizado entre os musculos circular e
longitudinal do es6fago e fornece o mecanismo de controle local (SAWADA et al.,,
2022; MITTAL, VAEZI, 2020).

Figura 4. Inervac&o esoféagica e neurotransmissores envolvidos
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Ainda assim, o0 questionamento a respeito de a disfuncéo peristaltica esofagica ser
um defeito primario independente de alteracdes da mucosa ou surgir de lesdo da
mucosa induzida por refluxo com dismotilidade esofagica resultante ainda € questao
muito controversa (ANG et al., 2009).

1.3 Componentes do refluxo gastroesofagico

O principal fator responsavel pelos danos no revestimento esofagico é o proprio
refluxato. Por conta de seus componentes, sua poténcia e o tempo de exposi¢cdo ao
epitélio do esbfago, a integridade e defesas internas no epitélio acabam sendo
prejudicadas, levando a progressao da doenca (SHARMA, YADLAPATI, 2021).

O refluxo gastrico contém principalmente acido gastrico, pepsina, sais biliares
conjugados, enzimas pancreaticas, agua e a mistura desses fatores combinados com
alimentos no estado poés-prandial (RICHTER, 2009). A exposi¢cao recorrente do
esOfago distal a esses agentes nocivos de origem gastrica e duodenal resulta em
inflamacédo crénica e lesdo da mucosa esofégica, eventualmente promovendo a
progressao do epitélio esofagico normal a doenca pré-maligna ou maligna (GERGEN
et al, 2022). A patogénese dos danos encontrados em subtipos de DRGE apontam
como agentes lesivos o ambiente acido e sais biliares, assim como pepsina e

microbiota, que permanecem menos definidos (PATANKAR et al, 2022).

Esses componentes do refluxo sofrem interferéncia de vérios fatores. A acidez do
refluxo, por exemplo, sofre influéncia de fatores géastricos, como a velocidade do
esvaziamento, a mistura pés-prandial do conteddo do estbmago, a presenca de acid
pocket e 0 uso de medicamentos antiacidos, como inibidores de bomba de protons.
Jéa o refluxo que apresenta componentes duodenais pode ser intensificado quando ha
transitos gastrico distal ou do intestino delgado lentos (WOODLAND; SIFRIM, 2010).

Estudos iniciais mostraram o refluxo acido por si sé poder ser insuficiente para
explicar o desenvolvimento de complicacfes na doenca do refluxo gastroesofagico.
Nehra et al., (1998) sugeriram haver associagdo entre o refluxo de acidos biliares e a
gravidade da lesdo da mucosa esofagica. Neste estudo acidos biliares foram
detectados em 18 dos 20 pacientes com dano grave da mucosa e, significativamente,

em concentra¢gbes mais altas.
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Mais recentemente Oh et al., (2006) avaliaram amostras de pacientes com
sintomas de refluxo mediante monitoramento ambulatorial de exposicdo a acido e
bilirrubina no esodfago distal por 24 horas utilizando endoscopia digestiva alta e
manometria esofagica. Dos 402 pacientes estudados, 129 (32%) tinham exposicao
esofagica ao acido e a bile normais. Dos 273 que tiveram exposicado esofagica
aumentada ao acido e/ou bile, mais da metade (154, correspondendo a 56,4%)
tiveram exposi¢cdo aumentada a uma mistura de &cido e bile, enquanto apenas 82
(30%) tiveram exposicao esofagica aumentada apenas ao acido e 37 (13,6%) apenas
a bile. Esse refluxo misto foi, portanto, predominante e resultou em maior grau de
lesdo da mucosa, tanto por critérios endoscépicos quanto histolégicos, além de maior

grau de perda funcional.

A acidez do material do refluxo sempre foi tida como principal determinante da
patologia, porém hoje se confirma outros componentes serem cruciais para a
progressdo da doenca. Gergen et al., (2021) afirmaram que a exposi¢cao do esbfago
aos acidos biliares tem sido associada tanto ao aumento da gravidade da esofagite
guanto a metaplasia de Barrett. Além disso, o desenvolvimento do es6fago de Barrett
foi relatado em pacientes com refluxo biliar na auséncia de refluxo acido, bem como
em pacientes sob terapia de supressao acida. Isso acaba atribuindo ao 4cido um papel
secundario, enquanto os acidos biliares ocupam uma posicdo de destaque na

patologia esofégica.

Atualmente sabe-se haver proporc¢ao significativa de 10 a 40% de pacientes cujos
sintomas ndo respondem adequadamente a terapia com inibidores de bomba de
protons (KAHRILAS et al., 2013). Nesse sentido, estudos mostraram que lesbes
persistentes e sintomas podem estar relacionados ao refluxo gastroesofagico néo
acido, de origem gastrica e/ou duodenal, que ndo pode ser abolido pela supressao
acida (TACK et al., 2004). Nesse sentido, dados experimentais atribuem aos acidos
biliares persistentes no refluxo um potencial envolvido na azia refrataria, demostrando
a supressdo completa do &cido ser incapaz de curar o refluxo duodeno-
gastroesofagico (TODD et al., 2005).

Os componentes do refluxato também tem sido estudados na caracterizacdo do
perfil inflamatdrio da doenca do refluxo, pois podem provocar lesées no esodfago, que

resultam em inflamacéo cronica. O quadro patolégico proporciona a liberacdo de
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mediadores, que levam ao recrutamento de células imunes para a mucosa esofagica
e a uma cascata de vias inflamatérias que resultam na producao de espécies reativas

de oxigénio e em mais danos celulares (SOUZA et al., 2009).

Especificamente sobre os acidos biliares, véarios fatores inflamatorios foram
associados aos fenotipos mais graves da doenca, no contexto da esofagite erosiva e
do esbfago de Barrett. Sun et al., (2015) descreveram aumento da expressao de IL-6,
IL-8, COX-2 e TNF-a, com recrutamento associado de células inflamatorias. Este
aumento nas citocinas e células pro-inflamatdrias nédo foi observado em uma coorte
apenas com acido, sugerindo um papel direto dos acidos biliares no dano esoféagico.
Também ha evidéncias de que os &cidos biliares, quando na presenca de um
ambiente &cido, podem levar a um aumento no estresse oxidativo ao induzir a
liberacdo de espécies reativas de oxigénio. Essa liberacdo pode levar a danos no

DNA, aumentando assim o risco de metaplasia celular (MCQUAID et al., 2011).

Pacientes diagnosticados com refluxo duodenogéstrico sentem azia, tosse noturna
e dor no peito, nauseas, dor epigastrica, sensacdo de gases ou inchaco, vomitos,
dentre outros sintomas. Esse subtipo de refluxo tem sido implicado na patogénese de
diversos disturbios gastrointestinais superiores, incluindo esofagite, gastrite, Glceras
gastricas e duodenais (CHEN et al., 2013).

Falando de fendtipos da doenca, até pouco tempo pacientes com o fenotipo néo
erosivo da doencga do refluxo (Nonerosive Reflux Disease — NERD) apresentavam
dados muito limitados sobre o papel do refluxo biliar na geracao de sintomas. Estudo
mostrou que a concentracdo média de acido biliar gastrico em pacientes com NERD
em jejum € semelhante aos controles saudaveis. Além disso, o refluxo &cido e
duodenogastroesofagico combinado, que se correlaciona com a gravidade do
envolvimento da mucosa na DRGE, foi documentado em apenas 50% dos pacientes
com NERD em comparagdo com 79% dos pacientes com esofagite erosiva (VAEZI,
RICHTER, 1996).

Ja resultados mais recentes de estudo envolvendo 42 pacientes com NERD
mostraram pela primeira vez que o refluxo biliar determina comprometimento do dano
da mucosa sem deteccéo pela endoscopia. Esses dados permitiram afirmar que os
pacientes com refluxo acido e biliar anormal parecem mais afetados pelos eventos de

refluxo do que aqueles com refluxo acido anormal isolado, o que esta associado a azia
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mais grave, menor alivio da terapia com inibidores de bomba de protons, maior
comprometimento da integridade da mucosa esofagica e clearance quimico menos
eficaz (DE BORTOLI et al., 2020).

Sabendo da proporcdo de pacientes com refluxo biliar e da refratariedade ao
tratamento tradicional com inibidores de bomba de prétons, se comegou a estudar
opcOes terapéuticas direcionadas especificamente os acidos biliares. Colestiramina,
por exemplo, € uma resina ndo absorvivel de ligacdo aos sais biliares que ja foi
considerada eficaz no passado, sendo depois apontadas falhas em seu uso por conta

de seu rapido esvaziamento do remanescente gastrico (MESHKINPOUR et al., 1977).

Mais recentemente, Vaezi et al., (2020) avaliaram a seguranca e eficacia de
diferentes doses de IW-3718, um composto sequestrante de acidos biliares com
retencdo gastrica, que liga os acidos biliares no estbmago e podem, assim, reduzir a
disponibilidade dos mesmos para refluir para o eséfago. Um tratamento de 8 semanas
permitiu melhoras significativas na gravidade dos sintomas de azia e na frequéncia
dos sintomas de regurgitacdo em relacdo aos que receberam IBPs em dose
determinada com placebo. IW-3718 foi seguro e bem tolerado, tendo sido considerado
uma opcao terapéutica para pacientes com DRGE refrataria que apresentam sintomas

continuos apesar da terapia com IBPs.

Portanto € evidente que, apesar de estudos em animais e humanos confirmarem
o acido como principal agente causador de lesdes na mucosa esofégica, o contetdo
duodenal é visto também refluir frequentemente para o esbéfago junto com o acido
estomacal, sugerindo causar maior dano esofagico em sinergia com o acido
(RICHTER, 2001).

1.4 Acidos biliares: caracteristicas e vias de sinalizac&o

Um dos principais constituintes da bile e da DRGE, os &cidos biliares sdo uma
categoria de acidos esteroides com propriedades fisicas, quimicas e biologicas
distintas (JOYCE; O'MALLEY; 2022).

Quimicamente falando, os acidos biliares sao formados a partir do colesterol dentro
dos hepatdécitos, formacéo esta que envolve vias de metabolizacdo constituidas por
17 enzimas (APPLEBY, WALTERS, 2014). Os acidos biliares sdo entdo conjugados

a um aminoacido, geralmente taurina ou glicina, que representam aproximadamente
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25% e 75%, respectivamente, dos conjugados em humanos (JOYCE; O'MALLEY;
2022).

Em humanos, os &cidos biliares primarios sédo o acido colico (CA) e o acido
quenodesoxicolico (CDCA) e estes sao, em ordem de preferéncia, conjugados com
glicina ou taurina apds a sintese para se tornarem sais biliares. Os &cidos biliares
conjugados primeiro sofrem desconjugacao pela remoc¢éao do grupo glicina ou taurina,
depois sao transformados em acidos biliares secundarios, incluindo acido desoxicélico
(DCA) e acido litocolico (LCA), isbmeros de acidos biliares, incluindo &cido
ursodeoxicélico (UDCA) e acido isodesoxicolico (iso-DCA), ésteres de &cidos biliares
e varios metabolitos de acidos biliares insaturados (CAl et al., 2022).

Apés a secrecdo na membrana canalicular hepatica, eles sdo armazenados na
vesicula biliar até o horménio pancreatico colecistocinina ser liberado apds a ingestéo
de alimentos. Posteriormente, os ABs séo liberados no intestino delgado, onde iniciam
sua jornada com o objetivo de auxiliar na digestdo e absorcao de lipidios e vitaminas
lipossolaveis. Aproximadamente 95% desses acidos biliares priméarios e secundérios
desconjugados séo reabsorvidos no ileo distal e transportados de volta ao figado
através da veia porta, completando um ciclo na chamada circulacdo entero-hepatica
(DAWSON, KARPEN, 2015).

Durante a digestdo, as células epiteliais intestinais sdo expostas aos acidos
biliares primarios e secundarios, que podem estar na forma conjugada ou nao
conjugada. Como a conjugacéo reduz o pKa, os sais biliares tornam-se mais sollveis
no epitélio duodenal e podem atingir altas concentracBes luminais facilitando a
digestdo e a absorcao dos lipidios da dieta (KEELY, TALLEY, 2020).

Os &cidos biliares desempenham importantes funcdes no metabolismo lipidico,
como solubilizacdo, digestdo e absorgéo de lipidios da dieta e vitaminas lipossoluveis;
solubilizagcéo do colesterol na bile, prejudicando assim a cristalizacdo do colesterol e
a formacdo de calculos biliares; inducdo do fluxo biliar dos hepatécitos para os
canaliculos biliares e depois para a vesicula biliar; dentre outras fungdes importantes
na homeostase dos esterdis no corpo inteiro (DE AGUIAR VALLIM et al., 2013).

Quando presentes em niveis fisiolégicos, os ABs atuam como importantes

moléculas sinalizadoras que exercem suas ac¢des por meio de receptores especificos
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localizados na superficie celular e no nucleo. Existem muitos receptores aos quais 0s
acidos biliares se ligam, com afinidades de ligacéo e poténcias de resposta variaveis,
resultando em fungdes bioativas distintas. Existem receptores nucleares, como PXR
(pregnane X receptor), receptor de vitamina D (VDR), LXR (liver receptor X) e receptor
de glicocorticoide; receptores de superficie celular, como S1PR2 (sphingosine-1-
phosphate receptor), FPR (formyl-peptide receptor) e receptores muscarinicos M2 e
M3; e canais ibnicos que também s&o ativados por &cidos biliares, como canal idnico
sensivel aos &cidos biliares (BASIC), canal epitelial de Na* (ENaC) e canais de Ca?*
e K* de alta condutancia ativado por voltagem (KIRIYAMA, NOCHI, 2019).

No entanto, existem dois principais que se ligam exclusivamente aos &cidos
biliares: o receptor nuclear farneséide X (FXR) e o receptor acoplado a proteina G
expresso na membrana (GPBAR-1), também denominado TGR5 (Takeda G-Coupled
Protein Receptor 5) (JOYCE; O'MALLEY; 2022). A descoberta desses receptores fez
com que o0s Acidos biliares deixassem de ser vistos apenas como surfactantes
digestivos e passassem a assumir papel de moléculas sinalizadoras, atuando como

horménios e ligantes reguladores.

A descoberta do receptor nuclear FXR aconteceu em 1999 e marcou essa
mudanca. Desde entdo, estudos convergentes estabeleceram que o FXR esta
envolvido na regulacdo de genes que atuam em multiplas vias metabdlicas
(MAKISHIMA et al.,, 1999). Expresso em tecidos normalmente expostos a altas
concentracfes de 4cidos biliares e onde estes funcionam ou sdo metabolizados, esse
receptor ja foi documentado em figado e intestino. Também foi visto em niveis mais
baixos em outros tecidos, como rim, tecido adiposo branco e glandula adrenal, embora
nestes suas fun¢des bioldgicas ainda sejam incertas. (ANANTHANARAYANAN et al.,,
2001).

O receptor nuclear FXR regula a expresséo da sintese, transporte e absorcéo de
acidos biliares. Seu principal papel € limitar a sobrecarga e a toxicidade intracelular
dos acidos biliares, agindo como sensor dessas moléculas que ativa 0s mecanismos
de exportacao e absorcao (CAPELLO et al., 2008).

ApoOs ativado por seus ligantes, o FXR interage com um heterodimero RXR e
alguns de seus efeitos sdo mediados pela ligacéo direta do heterodimero FXR/RXR a

elementos responsivos a FXR (FXR-RE) no promotor de genes alvo, regulando assim
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a transcricdo de seus genes (figura 5). Outros efeitos sdo mediados pela regulacdo
de outros fatores de transcricdo, como o receptor nuclear SHP (parceiro de
heterodimero pequeno), um receptor nuclear atipico que ndo possui o0 dominio de
ligacdo ao DNA (FIORUCCI et al., 2007).

Figura 5. Representagao esquematica de sinalizacdo do receptor farnesoide (FXR), o receptor

nuclear para acidos biliares.

@ acido biliar

Fonte: autoria propria

E consistente o papel crucial do FXR na regulacédo da transcricdo de genes
envolvidos na sintese, absorcao, captacao e transporte de 4cidos biliares nos tecidos.
Porém, além de atuar na regulacédo dos metabolismos energético, lipidico e da glicose,
a ativacdo do FXR pelos seus ligantes demonstrou ser benéfica para melhorar
doencas metabdlicas, incluindo a doenca hepatica gordurosa néo alcodlica, diabetes
tipo 2, obesidade e colestase (CHAVEZ-TALAVERA et al., 2017; LEE et al., 2006;
TEODORO et al., 2011).
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Contudo, especificamente sobre a doenca do refluxo, estudos demonstraram que
o receptor FXR € superexpresso nos tecidos do esdfago de Barrett e pode mediar o0s
efeitos carcinogénicos dos acidos biliares na oncogénese esofagica. As relacdes
mostram que o refluxo gastroesofagico com eséfago de Barrett € um importante fator
de risco para adenocarcinoma, porém o0 mecanismo molecular subjacente a esta
progressdo ainda nao € totalmente compreendido (ZHANG et al., 2022). Nesse
sentido, Capello et al., (2008) mostraram que FXR estimulado por acidos biliares
poderia aumentar a resposta imune no quadro de eso6fago de Barret, recrutando
células imunes, o que pode ser um importante mecanismo molecular envolvido na

progressao neoplasica esofagica.

Trés anos apoés a caracterizacdo do receptor FXR, se deu a descri¢cao inicial do
receptor TGR5 - que também recebe denomina¢cdes como GPBAR-1, M-BAR e BG37
- por um grupo de japoneses que identificaram a sinalizacdo de &cidos biliares
independente de receptor nuclear (MARUYAMA et al.,, 2002).

TGRS esté localizado além de no epitélio intestinal, nas células de Kupffer, no
endotélio sinusoidal e nas células do ducto biliar, mas também em tecidos externos a
circulacao entero-hepética, sugerindo que os acidos biliares na circulacéo sistémica
sao relevantes para a ativacao desse receptor. Essa informacéo direciona as atencdes
para tecidos (como musculo, cérebro, tecido adiposo) e células (como macréfagos e
células endoteliais) que nao participam diretamente do metabolismo de &cidos biliares,
sendo passiveis de investigacdo como novos alvos de sinalizacdo (SCHAAP et al.,,
2014).

Especificamente em relacdo ao trato gastrointestinal, um estudo imuno-
histoquimico demonstrou ampla distribuicio de TGR5 ao longo do TGI de
camundongos, com expressao proeminente no sistema nervoso entérico. O plexo
nervoso submucoso do intestino delgado e grosso exibe imunorreatividade de TGR5
em mais de 80% dos neurdnios, enquanto no plexo mioentérico a maior reatividade é

nos neuroénios inibitorios e nos neurdnios descendentes (POOLE et al., 2010).

A ativacdo de TGR5 pode acontecer pela maioria dos acidos biliares enddégenos
em varias concentragdes, porém os acidos biliares secundarios - acido litocoélico (LCA)
e acido desoxicolico (DCA) e seus conjugados de taurina sao ligantes de maior

poténcia. Quando falamos do receptor nuclear FXR, o &cido biliar primério
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guenodesoxicolico (CDCA) é o ligante natural mais potente (LUXENBURGER et al.,,
2023).

Em relacdo ao mecanismo de acdo, TGR5 é um membro da familia de receptores
acoplados a proteina G com sete dominios transmembrana. Como via classica dessa
classe, os receptores, na auséncia de agonista, estdo no estado de baixa afinidade.
Em resposta a ligacéo dos acidos biliares ao sitio de ligacdo do receptor, forma-se um
complexo transitério de alta afinidade de agonista + receptor ativado + proteina G. O
GDP ¢ liberado da proteina G e é substituido por GTP, o que leva a dissociacdo dos
complexos de proteina G em subunidade a e dimero By, que ativam varios efetores.
A subunidade Gas entdo ativa adenilil ciclase, o que leva a um aumento do AMP ciclico
(AMPc). Esse aumento de AMPc, por sua vez, ativa a proteina quinase A (PKA), que
€ uma serinal/treonina quinase que fosforila muitos substratos diferentes, incluindo
receptores, outras quinases e fatores de transcricdo. Se o TGR5 também pode se ligar
a outras proteinas G, que possuem moléculas efetoras distintas, ainda permanece
desconhecido (PIERCE et al.,, 2002; POLS et al.,, 2011, figura 6).
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Figura 6. Exemplo classico de sinalizacdo de receptores transmembrana acoplados a proteina
G.

Adenilil
ciclase

tcAMP

PKA

) Resposta celular
(ativa)

Fonte: adaptada de Pierce et al., 2002.

Funcionalmente falando, estudos trazem descri¢cdes variadas desde a pesquisa
basica até a clinica sobre os efeitos de TGR5. A ativacdo deste receptor esta
envolvida, por exemplo, na liberacdo do horménio peptideo semelhante ao glucagon
1 (GLP-1), que tem efeitos antidiabéticos e supressores do apetite; efeitos anti-
inflamatdrios, pela reducdo de citocinas como interleucinas 1a (IL-1a), IL-13, IL-6 e
fator de necrose tumoral-a (TNF-a), além da inibicdo transcricional de NF-kB;
motilidade e secrecao intestinal, através da promocao do peristaltismo e aceleracao

do transito coldnicos (ALEMI et al.,, 2013; DUBOC, TACHE, HOFMANN, 2014).

Apesar da descrigdo de propriedades bioldgicas benéficas dos &cidos biliares em
humanos, essas moléculas também estdo envolvidas em condi¢bes patologicas.

Sabe-se que acidos biliares hidrofébicos sdo potentes agentes inflamatérios que
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causam lesBes no figado, intestino e outros tecidos, enquanto os acidos biliares
hidrofilicos sdo anti-inflamatérios (CHIANG et al.,, 2013). Ja foram documentados
efeitos nocivos dessas moléculas nas diferentes células géstricas, hepaticas e de
colon (GADACZ et al., 1978; LAMABADUSURIYA et al., 1975). Especificamente sobre
0 esdfago, ha um bom tempo estudos atribuem aos acidos biliares efeitos deletérios
na mucosa esofagica, como ja citado anteriormente. Huo et al (2011) por exemplo
mostraram que a exposi¢cdo ao DCA fez com que as células de Barrett produzissem
espécies reativas de oxigénio (ROS) que induziam danos ao DNA detectaveis pela

expressao de fosfo-H2AX.

Embora a estrutura, funcdo e aplicacdo dos &cidos biliares venham sendo
investigadas por mais de 150 anos, novas vias de sinalizacao e seus diferentes papéis
no metabolismo e na fisiologia geral ainda estdo sendo descobertos (NGUYEN et al.,
2022). Dados pré-clinicos e clinicos atuais sugerem que direcionar a sinalizacéo dos
acidos biliares representa uma terapia promissora para doenc¢as metabdlicas, porém
sao necessarios estudos que compreendam o proprio papel funcional da microbiota e

como a mesma pode modificar a sinalizacao dos acidos biliares (CAl et al., 2022).
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2. JUSTIFICATIVA

Estima-se que a terapia convencional da doenca do refluxo com inibidores de
bomba de protons (IBPs) é falha em 10 a 40% dos pacientes com a doenca (FASS et
al., 2005). Os IBPs inibem o refluxo acido, mas sao incapazes de eliminar o refluxo de
sais biliares potencialmente tdxicos para o esbfago. E sugerido, pois, que o refluxo
acido pode néo ser o unico fator promotor da progresséao para o cancer no eséfago de
Barret, sendo justificavel considerar a influéncia de outros componentes do refluxato
(JURGENS et al., 2012).

Nesse sentido, os &cidos biliares tem ganhado cada vez mais destague na
elucidacdo da patogénese da doenca, visto contribuirem para danos na mucosa
esofagica, prejuizo de importantes barreiras anti-refluxo e geracao de sintomas
(FARRE et al., 2008). Os resultados insatisfatorios nas terapias medicamentosas,
como ja mencionado, também justificam a investigacdo de seus efeitos, afinal eles
podem servir como potencial biomarcador de diagnéstico, bem como alvo terapéutico
(SHARMA, YADLAPATI, 2020).

Dito isso, atualmente os trabalhos tem considerado os acidos biliares como
moléculas sinalizadoras, as quais desencadeiam vias de sinalizacdo celulares,
ativando receptores especificos para modular processos biolégicos (TICHO et al.,
2019). Saber quais vias de sinalizacdo séo recrutadas em seus mecanismos de acéo
e a modulacédo de suas respostas contribuem para a elucidagédo da patogénese da
doenca do refluxo, podendo abrir caminho para tratamentos direcionados e mais

eficazes.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar o efeito inibitorio de acidos biliares e a via de sinalizacédo do receptor

TGR5 na contratilidade de segmentos de es6fago de rato.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a influéncia de componentes do refluxato (pH, pepsina e acidos biliares) na
atividade contrétil de segmentos de esbéfago expostos luminalmente aos mesmos;
Investigar a participagdo do receptor TGR5 na dismotilidade esofagica utilizando
agonista e antagonista capazes de modular suas ac¢oes;

Elucidar a expressdo do receptor TGR5 em segmentos esofagicos de ratos
expostos ou ndo a componentes do refluxato através da técnica de
imunofluorescéncia;

Mensurar os niveis do nucleotideo ciclico AMPc em segmentos de esb6fago
expostos a acidos biliares através da dosagem por ELISA;

Observar a expressao proteica do receptor TGR5 e de outros marcadores
envolvidos na sua via de sinalizacdo em segmentos de esbéfago expostos a acidos

biliares utilizando a técnica de Western blotting.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando 250-300 g, obtidos do biotério
institucional do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal
do Ceara. Os animais foram mantidos em caixas de propileno com maravalha
alocadas em estantes ventiladas, sob um ciclo 12/12 h claro/escuro, com livre acesso
a agua e racdo. Nos protocolos experimentais que utilizaram o modelo in vitro de
exposicdo do esdfago a constituintes do refluxo descrito adiante, foi estabelecido para
0s animais um periodo de 18 horas de jejum antes da eutanasia, com privacao de
racao, mas com livre acesso a soro de reidratacdo oral (NaCl 3,5 g/l, KCI 1,5 g/I, citrato

de sddio 2,9 g/l e glicose 20 g/l dissolvidos em agua).

O projeto seguiu todas as normas ditadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA) e foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal do Cear4, sob nimero de protocolo CEUA n°
3742051018 (Anexo A).

4.2 Drogas e solucdes

Para manutengao e viabilidade dos tecidos foi utilizada a solugdo nutridora de
Tyrode, composta por: NaCl 136 mM, KCI 5 mM, MgCl2 0,98 mM, NaH2PO4 0,36 mM,
NaHCO3 11,9 mM, CaCl22 mM e glicose 5,5 mM. As substancias 2,2,2 Tribromoetanol
(CAS 75-80-9), carbacol (CAS 51-83-2), pepsina (CAS 9001-75-6), taurodeoxicolato
de sédio (TDCA; CAS 207737-97-1), acido deoxicdlico (DCA; CAS 83-44-3), acido
oleandlico (CAS 508-02-1), triamtereno (CAS 396-01-0), MDL-12,330A (CAS 40297-
09-4), forskolin (CAS 66575-29-9) e IBMX (CAS 28822-58-4) foram adquiridos da
empresa Sigma-Aldrich ® (St Louis, MO, USA) e preparadas de acordo com as

instrucdes do fabricante.
4.3 Exposicédo esofagica a constituintes do refluxo

Com a intencédo de avaliar o efeito dos constituintes do refluxato na atividade
contrétil esofagica, seguimos o modelo de exposi¢do de substancias ao limen do
esbfago de ratos, descrito e publicado em trabalho anterior (GADELHA et al., 2018;
figura 6).
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Os animais foram anestesiados com triboromoetanol (250 mg/kg, i.p., Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) e, na auséncia de quaisquer reflexos a estimulos mecanicos,
foi realizada eutanasia por exsanguinacao via vasos abdominais. Eséfago e estdbmago
foram, entdo, removidos em bloco, transferidos para placa de Petri contendo solugéo
de Tyrode e, utilizando-se uma seringa, o limen da preparagdo foi totalmente
preenchido por solucdes desafio (solucdo de Tyrode de pH 7,4, solucdo de pH 1,
solucéo de pH 1 + pepsina ou solucdo de pH 1 + pepsina + acido biliar (TDCA ou
DCA), sendo o preenchimento possivel porque as extremidades (proximal no eséfago
e distal no estbmago) foram atadas com fios de algod&o para que o espaco luminal
permanecesse preenchido (Figura 7). Apés 30 min de exposicao, as linhas foram
desatadas, as extremidades proximal e distal do es6fago foram descartadas, o espaco
luminal foi totalmente esvaziado e trés segmentos do corpo esofagico
(aproximadamente 0,5 cm cada) foram individualizados, sendo dois deles utilizados
para avaliacdo da contratiidade e um destinado aos experimentos de

imunofluorescéncia.

Figura 7. Representagdo esquematica da preparagdo submetida ao modelo in vitro de refluxo
gastresofagico ndo erosivo por preenchimento luminal com seringa e, apés esvaziamento e

obtencao dos 3 segmentos, de como foram montados no sistema de registro da contratilidade.
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Fonte: cedido por Francisco José Batista de Lima Junior.
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Para avaliacdo do efeito direto de substancias especificas na atividade contratil,
um outro set de experimentos foi executado mediante eutanasia do animal e imediata
seccdo do esOfago em segmentos para montagem no sistema de registro da
contratilidade para érgaos isolados, sem a etapa de preenchimento com as solu¢fes

desafio, conforme modelo descrito anteriormente.

4.4 Tecidos isolados de es6fago e montagem experimental

Os segmentos de es6fago foram atados a linhas de algodao e presos de maneiras
distintas a depender do tipo de resposta muscular de interesse para ser captada:
alguns segmentos esofagicos foram montados como anéis para avaliacdo da resposta
muscular circular, enquanto outros segmentos foram amarrados seguindo seu eixo
longitudinal para captar respostas da muscular longitudinal. Tal abordagem foi
adotada para corroborar a hipétese de que a lesdo das camadas musculares ocorre
pela difusdo de agentes nocivos a partir do [limen, sendo potencialmente mais danosa
a camada circular — mais interna — do que a longitudinal — mais externa na parede
esofagica. Assim dispostos, tiras e anéis esofagicos foram montados em um sistema
de banho para érgéaos isolados, acondicionados em camaras de capacidade de 5 mL
preenchidas por solucéo de Tyrode, as quais eram constantemente aquecidas (37 °C)
e aeradas por mistura carbogénica (5% CO2 em 95% O2). Os tecidos amarrados a
linha foram presos inferiormente a uma haste fixa na camara de banho e
superiormente a um transdutor de forca (MLTO0201, AD Instruments, Sydney,
Australia) acoplado a um sistema de aquisicdo de dados (PowerLab 8/30, AD
Instruments; Figura 8). Eles foram submetidos a uma pré-carga (1 g) para o registro
isométrico da atividade contratil e apdés um equilibrio de 60 min os protocolos

experimentais foram iniciados.
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Figura 8. Esquema representativo do sistema in vitro para registro dos experimentos de

contratilidade.
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Fonte: LAFARMULI

4.5 Protocolos experimentais para avaliacdo da contratilidade esofagica

Os segmentos esofagicos expostos luminalmente a solu¢Bes desafio tiveram sua
atividade contratil avaliada através da adicdo cumulativa de dois agentes contrateis e
consequente construcdo de curvas concentracdo-efeito: um agente despolarizante —
cloreto de potéassio (KCI; 10 — 160 mM) e um agonista colinérgico — carbacol (CCh;
0,01 — 100 pM).

Os efeitos dos acidos biliares incluidos no estudo foram avaliados por adi¢céo direta
de concentracdes conhecidas destes na cuba do sistema de banho para orgéaos
isolados. Nessa avaliagdo, os segmentos esofagicos foram inicialmente estimulados
com uma contragdo unica de CCh (3 pM) padronizada como resposta controle. Apés
lavagem por substituicdo completa da solucéo fisiologica na cuba, essa contracéo foi
repetida em tempos determinados, porém com a adicéo prévia dos acidos biliares e/ou
agonista (acido oleandlico) e antagonistas (triamtereno e MDL12,330A) determinados.

A amplitude das contrac¢des foi entdo quantificada e comparada entre 0s grupos.
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4.6 Imunofluorescéncia para TGR5 - receptor de acido biliar - em segmentos

de esdfago expostos ou ndo a solucao que simula refluxo gastroesofagico

Segmentos de esbdfagos expostos luminalmente a solu¢cdes desafio como
descrevemos anteriormente foram utilizados para ensaios de imunofluorescéncia.
Tais segmentos isolados foram fixados em solugdo de paraformaldeido 4% (PFA)
durante 2 h a temperatura ambiente. Os tecidos foram crioprotegidos em sacarose a
30% a 4 °C overnight e congelados em composto Tissue-Tek OCT 4583 (Sakura
Finetechnical Co. Ltd., Toquio, Japdo). Em seguida, foram seccionados em um
criostato Leica CM3050 (Leica Microsystems, Alemanha) com espessura de 10 um e
fixados em lamina silanizada especial para imunofluorescéncia. Todas as secoes
foram bloqueadas com glicina 0,1 M em BSA 5% por 30 min em temperatura ambiente,
lavadas e incubadas overnight a 4 °C com anticorpo primario (TGR5/GPBAR, Novus
Biologicals, diluigdo 1:100). Em seguida, as laminas foram lavadas em PBS 0,2 M e
incubadas a temperatura ambiente por 1 h 30 min com um anticorpo secundario (Alexa
Fluor 594, Thermofisher®; diluicdo 1:400). DAPI (Sigma-Aldrich®) foi usado para
marcar nucleos de células. Foram realizadas entdo as Ultimas lavagens para ser
finalizada a montagem das laminas para leitura. As secdes foram visualizadas usando
um microscépio confocal (FV-1000; Olympus, Téquio, Japdo). A intensidade da
fluorescéncia foi analisada usando o software Image J, e o niUmero de pixels na area
selecionada foi estimado a partir de 0 niumero total de pixels em toda a imagem para

quantificacdo da expressao.

4.7 Curso temporal dos niveis teciduais de AMPc nos segmentos de esdfago
expostos a acidos biliares

A fim de medir os niveis do nucleotideo ciclico adenosina 3',5' - monofosfato ciclico
(AMPc), os segmentos de esodfago foram retirados dos animais e permaneceram
imersos em solucdo de Tyrode, aerados (5% de CO2 em Oz2) e aquecidos (37 °C) no
sistema de banho para 6rgaos isolados. Os tecidos foram entdo expostos ao acido
biliar DCA 100 puM por 1, 15 e 30 min e ao forskolin 10 uM (10 min) na presenca do
inibidor de fosfodiesterase IBMX 100 uM (30 min previamente a adicdo das outras
drogas). Decorrido o tempo de cada grupo experimental, os segmentos foram
coletados e imediatamente congelados em nitrogénio liquido para armazenamento em

freezer -80 °C até o dia da andlise. Alguns segmentos foram congelados apos
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expostos apenas a solucao fisioldgica de Tyrode para obtencao de leituras basais. A
analise seguiu as instrucdes fornecidas pelo fabricante do kit utilizado (Cat. #
KGEO012B; R&D Systems, Minneapolis, EUA). De forma geral, o ensaio é baseado na
técnica de ligacdo competitiva. Uma placa revestida com estreptavidina é incubada
com um anticorpo monoclonal biotinilado especifico para AMPc de rato. Apés uma
lavagem para remover o excesso de anticorpo monoclonal, o AMPc presente na
amostra compete com uma quantidade fixa de AMPc marcado com horseradish
peroxidase (HRP) pelos sitios do anticorpo monoclonal, seguido por outra lavagem
para remover o excesso de conjugado e amostra ndo ligada. Uma solucdo de
substrato € adicionada aos poc¢os para determinar a atividade da enzima ligada. O
desenvolvimento da cor é interrompido e a absorbancia € lida a 450 nm. As
concentragbes de AMPc foram medidas e calculadas correspondentes a média da

absorbancia da curva padrdo pelo método de ELISA.
4.8Expressao proteica do receptor TGR5 e PKA por Western blotting

A investigacdo da expressédo proteica do receptor TGR5 e de proteina cinase A
(PKA) foi realizada por meio da técnica de Western Blotting. Apds removidos dos
animais, os segmentos de esbéfago foram mantidos nas camaras de banho para 6rgao
isolados, aquecidos e aerados, e entdo foram expostos a: DCA 100 uM em tempos
especificos (1, 15 e 30 min), ao ativador de adenilato ciclase (forskolin, 10 min) e
apenas a solucao de Tyrode. Em seguida os tecidos foram pesados e congelados

para posterior analise.

Para extracdo de proteinas, todos os segmentos de eséfago nos seus tubos de
ensaio foram macerados e lisados usando tampéao de RIPA (Tris 50 mM; NaCl 150
mM; EDTA 1 mM; Triton 1%) suplementado com Inibidor de Protease (Cat.#P8340;
Sigma St Louis, MO), na proporc¢do 1 uL de inibidor de protease:100 uL de RIPA. Em
seguida, as amostras foram vortexadas por 30 segundos a cada 10 min, durante 30
min, e posteriormente centrifugadas (17 min, 13000 rpm, 4 °C). Os sobrenadantes
foram devidamente coletados e transferidos para um novo tubo de ensaio. A
concentracédo total de proteinas de cada amostra foi medida usando o Pierce™ BCA
Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) de acordo
com o protocolo do fabricante e os volumes foram ajustados para padronizarmos em

30 ug a quantidade de proteinas em cada amostra.
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As proteinas foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 12%
(SDS-PAGE) utilizando tampéo de corrida (Tris 0,25 M; glicina 1,92 M; SDS 0,1%) e
depois transferidas para uma membrana PVDF (Cat.#1620177; BioRad) a 120 V por
2 h em tampé&o de transferéncia (Tris 0,25 M; glicina 1,92 M; metanol 20%). A fim de
diminuir a ligacdo dos anticorpos a proteinas inespecificas, as membranas foram
imersas em uma solucéo blogueadora de leite em p6 5% sob agitacdo, a temperatura
ambiente por 90 min. Decorrido esse tempo, as membranas foram lavadas com
tampéo de lavagem TBS-T (Tris-NaCl, 1% Tween 20) e posteriormente incubadas sob
refrigeracdo a 4 °C overnight com 0s seguintes anticorpos primarios: TGR5 (Cat.
#NBP2-23669; diluicdo 1:1000; Novus Biologicals), PKA (Cat.#4782; diluicdo 1:1000;
Cell Signaling Technology). O anticorpo primario B-actina (Cat.#A5441; diluicdo
1:1000; Sigma St Louis, MO) foi utilizado como proteina de referéncia. Apos periodo
overnight de incubacéo, seguiu-se com o protocolo de lavagens com tampao de
lavagem TBS-T e entdo as membranas foram incubadas com o anticorpo secundério
IgG de cabra anti-coelho conjugado com HRP especifico (Cat.#31460; diluicdo
1:1000; Thermo Fisher Scientific) em temperatura ambiente por 1 h, sob agitacdo e
protegidas da luz. Decorrido o tempo, as membranas foram novamente lavadas com
TBS-T e seguiu-se para a etapa final de revelacéo utilizando reagente composto por
peréxido e luminol/intensificador (Clarity™ Western ECL Substrate; Cat.# 1705062;
Bio-Rad Laboratories), sendo a captura das imagens feitas no sistema ChemiDoc XRS
(BioRad®, EUA). As quantificagbes das imagens obtidas foram feitas usando o
software Image Lab (BioRad®), e os resultados foram apresentados como intensidade
da banda da proteina especifica normalizada pelo nivel de expressdo da proteina de

referéncia (B-actina).
4.9Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) com
a representacdo do numero de observacdes experimentais (n). Para comparagao
entre os grupos foram utilizados analise de variancia (ANOVA) seguida de teste de
multipla comparagdo apropriadamente indicado adiante. A probabilidade de
ocorréncia de nulidade menor que 5% foi aceita como indicativa de significancia

estatistica.
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5 RESULTADOS

5.1 Influéncia do pH em respostas contrateis induzidas por KCI e carbacol em

segmentos de es6fago

A Figura 9 representa o efeito contratil causado pela adicdo cumulativa de
concentracdes de KCI (10 — 160 mM; 1A e 1C) ou CCh (0,01 — 100 uM; 1B e 1D) em
tiras de es6fago expostas por 30 min a solucao de Tyrode de pH neutro (7,4, simbolos
brancos) e segmentos expostos a solucao acida (pH 1, simbolos pretos). Os gréficos
dos painéis A e B correspondem a respostas de segmentos montados seguindo a
orientacdo da musculatura circular, enquanto os graficos dos painéis C e D
correspondem aos registros com 0s segmentos montados de acordo com o eixo DA
camada muscular longitudinal. As respostas maximas obtidas para a camada circular
correspondem a 1,70 = 0,30 mg/mg de tecido (n = 7) e 2,11 + 0,85 mg/mg de tecido
(n = 5) para 160 mM KCI em esbéfago mantido em solucdo com pH 7,4 ou pH 1,
respectivamente (painel 9A). Por outro lado, as respostas méaximas obtidas para o
CCh (10 uM) em eséfago mantido em solucdo com pH 7,4 ou pH 1 corresponderam a
2,14 £ 0,27 mg/mg de tecido (n = 7) e 1,90 + 0,33 mg/mg de tecido (n = 5),
respectivamente (painel 9B). Para os registros em camada longitudinal, os valores
para 160 mM KCI| foram 5,62 + 1,68 mg/mg de tecido (n = 8) e 4,78 £ 1,09 mg/mg de
tecido (n = 6) em esbéfago mantido em solu¢do com pH 7,4 ou pH 1, respectivamente
(painel 9C). Para os estimulos com CCh em es6fago mantido em solugcédo com pH 7,4
ou pH 1 corresponderam a 13,64 + 1,62 mg/mg de tecido (n=8) e 12,53 £+ 1,77 mg/mg
de tecido (n = 8), respectivamente (painel 9D). Na comparac¢ao entre 0s estimulos em
cada camada muscular, ndo observamos diferenca significativa nas respostas
contrateis elicitadas na presenca de pH 7,4 ou pH 1 (P > 0.05, two-way ANOVA, pGs-
teste Holm-Sidak), o que nos permite afirmar que, nesse modelo, a variacdo de pH
nao foi capaz de alterar o comportamento contratil dos segmentos de esodfago de

ratos.
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Figura 9 — Efeito da exposicao de segmentos circulares e longitudinais de es6fago de rato a
solucBes com diferentes valores de pH em resposta aos estimulos por KCI e CCh.
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A exposicéo luminal por 30 min a solug¢éo de pH 1 ndo diminui a capacidade de resposta de preparacdes

esofagicas aos estimulos contrateis quando comparados a preparagfes expostas a solugéo controle
de pH 7.4 (P > 0.05; two-way ANOVA seguido por teste Holm-Sidak). Os dados sdo expressos como
valores médios de respostas contrateis induzidas por KCI (10-160mM; gréficos A, C), carbacol (CCh;

0,01-100 uM; gréficos B, D). Preparacfes esofagicas de rato isoladas seguindo a orientacao circular

(gréficos A, B) ou longitudinal (graficos C, D) da camada muscular externa sdo mostradas. Os dados
s&0 expressos como média + EPM, e n indica o nimero de experimentos.
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5.2 Influéncia da pepsina em respostas contrateis induzidas por KCI e carbacol

em segmentos de es6fago

Com o intuito de avaliar a interferéncia de componentes gastricos, adicionamos
pepsina (1 mg/ml) (PARDON et al., 2016) na solucdo que simula o refluxato e, apés
30 min de exposicao luminal, comparamos as respostas registradas com segmentos
expostos apenas a solucao controle (pH 7,4). A distribuicdo dos painéis na figura
segue a mesma sequéncia da figura anterior quanto as camadas musculares, circular
nos painéis A e B e longitudinal nos painéis C e D. Assim, as respostas maximas
obtidas correspondem a 1,70 + 0,31 mg/mg de tecido (n = 5) e 0,73 = 0,52 mg/mg de
tecido (n = 6) para 160 mM KCl em es6fago sob orientagdo da camada circular mantido
em solucdo com pH 7,4 ou pH 1 + pepsina, respectivamente (painel 10A). Por outro
lado, as respostas maximas obtidas para o CCh (10 uM) em esbdfago sob orientacao
da camada circular mantido em solucdo com pH 7,4 ou pH 1 + pepsina
corresponderam a 2,14 + 0,27 mg/mg de tecido (n = 5) e 1,64 = 0,40 mg/mg de tecido
(n = 5), respectivamente (painel 10B). Para os registros em camada longitudinal, os
valores para 160 mM KCI foram 5,62 + 1,68 mg/mg de tecido (n = 5) e 6,08 + 1,81
mg/mg de tecido (n = 6) em esdfago mantido em solucdo com pH 7,4 ou pH 1 +
pepsina, respectivamente (painel 10C). Para os estimulos com CCh em eséfago
mantido em solu¢cdo com pH 7,4 ou pH 1 + pepsina corresponderam a 13,64 + 1,62
mg/mg de tecido (n = 6) e 13,89 + 4,08 mg/mg de tecido (n = 6), respectivamente
(painel 10D). A presenca de pepsina interferiu apenas nas respostas da curvas
concentracéo-efeito ao KCl em segmentos montados seguindo a musculatura circular
(gréfico A; figura 10; P < 0.05; two-way ANOVA seguido por teste Holm-Sidak), sendo
incapaz de modificar a contracdo colinérgica de segmentos circulares (grafico B) e de
segmentos longitudinais (graficos C e D; P > 0.05; two-way ANOVA seguido por teste
Holm-Sidak).
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Figura 10 — Efeito da exposicao de segmentos circulares e longitudinais de es6fago de rato a
solucBes de pH 1 na presencga ou auséncia de pepsina 1 mg/mL em resposta aos estimulos por
KCl e CCh.
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Os dados sao expressos como valores médios de respostas contrateis induzidas por KCI (10-160 mM,
gréaficos A e C) ou CCh (0,01-100 uM; graficos B e D) em preparacdes esofagicas de rato isoladas
seguindo a orientagdo circular (graficos A e B) e longitudinal (graficos C e D) da camada muscular
externa. Os dados sdo expressos como média + EPM e n indica o nimero de experimentos. Note que
a exposicao luminal de segmentos esofagicos a solucao 4cida (pH 1) contendo pepsina (1 mg/ml) ndo
alterou a contratilidade em comparac¢do com a de segmentos expostos apenas a solu¢céo neutra (pH
7,4), exceto nos estimulos por KCl em segmentos com orientagéo circular (painel A, * P < 0.05, two-

way ANOVA seguida por teste Holm-Sidak).



49

5.3 Influéncia do acido biliar DCA em respostas contréateis induzidas por KCl e

carbacol em segmentos de es6fago

Quando a comparacao foi feita entre preparacdes expostas a solucao controle
(Tyrode pH 7,4) ou solucao pH 1 enriquecida com a combinagéo pepsina (1 mg/mL) e
DCA (2 mM), a Figura 11 mostra a responsividade ao KCl e ao CCh. A disposi¢ao dos
painéis segue a orientacdo da camada circular nos painéis A e B e a orientacao
longitudinal nos painéis C e D. As respostas maximas obtidas foram 1,70 £ 0,31
mg/mg de tecido (n = 6) e 0,83+ 0,42 mg/mg de tecido (n = 11) para 160 mM KCIl em
esOfago sob orientagdo da camada circular mantido em solugéo com pH 7,4 ou pH 1
+ pepsina + DCA, respectivamente (painel 11A). Por outro lado, as respostas maximas
obtidas para o CCh (10 uM) em eso6fago sob orientagdo da camada circular mantido
em solucdo com pH 7,4 ou pH 1 + pepsina + DCA corresponderam a 2,14 + 0,27
mg/mg de tecido (n =5) e 2,08 £ 0,39 mg/mg de tecido (n = 9), respectivamente (painel
11B). Para os registros em camada longitudinal, os valores para 160 mM KCI foram
5,62 £ 1,68 mg/mg de tecido (n =6) e 1,23 £ 0,57 mg/mg de tecido (n = 7) em esofago
mantido em solucéo neutra ou pH 1 + pepsina + DCA, respectivamente (painel 11C).
Para os estimulos com CCh em es6fago mantido em solucdo com pH 7,4 ou pH 1 +
pepsina + DCA corresponderam a 13,64 + 1,62 mg/mg de tecido (n=6) e 6,84 £ 1,78
mg/mg de tecido (n = 8), respectivamente (painel 11D). Dessa forma, os segmentos
montados sob a orientagdo circular e longitudinal tiveram as respostas contrateis ao
KCI significativamente mais afetadas na presenca do acido biliar (graficos Ae C; P <
0.05, two-way ANOVA seguido por teste Holm-Sidak). O estimulo colinérgico foi
significativamente reduzido em segmentos esofagicos longitudinais, enquanto
segmentos esofagicos circulares mostraram uma resposta ligeiramente diminuida no
grupo com o DCA, porém sem diferenca nas estatisticas do teste (P > 0,05; painéis B

e D respectivamente).
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Figura 11 — Efeito da exposicdo de segmentos circulares e longitudinais de es6fago de rato a
solugdes de pH 1, pepsina e na presenca ou auséncia de DCA em resposta aos estimulos por
KCl e CCh.
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Os dados sao expressos como valores médios de respostas contrateis induzidas por KCI (10-160 mM,
gréficos A e C) ou CCh (0,01-100 uM; graficos B e D) em preparacg@es isoladas de es6fago de rato
seguindo a orientagdo circular (graficos A e B) e longitudinal (graficos C e D) da camada muscular
externa. Os dados séo expressos como média + EPM e n indica o nimero de experimentos. Note que
a exposicao luminal de segmentos esofagicos a solugdo acida contendo pepsina (1 mg/ml) e DCA (100
mM) diminui a resposta de preparacdes esofégicas circulares e longitudinais aos estimulos contrateis
quando comparados as preparacdes expostas a solucdo de pH 7,4 sem pepsina e sem DCA (P > 0.05;
two-way ANOVA seguido por teste Holm—Sidak), com excec¢éo de estimulos colinérgicos em segmentos

circulares (grafico B; p > 0,05).
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5.4 Influéncia do acido biliar TDCA em respostas contrateis induzidas por KCl e

carbacol em segmentos de es6fago

Da comparacéo feita entre preparacoes expostas a solugcao controle de pH 7,4
ou de pH 1 enriquecida com a combinagdo pepsina (1 mg/mL) e TDCA (2 mM),
obtivemos a Figura 12, que mostra a responsividade contratil ao KCl e ao CCh. A
disposicdo dos painéis continua com a camada circular nos painéis A e B e a
orientacdo longitudinal nos painéis C e D. As respostas maximas obtidas foram 1,70
+ 0,31 mg/mg de tecido (n = 6) e 1,01 £ 0,39 mg/mg de tecido (n = 6) para 160 mM
KCl em esobfago sob orientagéo da camada circular mantido em solugdo com pH 7,4
ou pH 1 + pepsina + TDCA, respectivamente (painel 12A). As respostas maximas
obtidas para o CCh (10 uM) em eso6fago sob orientacdo da camada circular mantido
em solucdo neutra ou pH 1 + pepsina + TDCA corresponderam a 2,14 + 0,27 mg/mg
de tecido (n =5) e 1,06 = 0,50 mg/mg de tecido (n = 7), respectivamente (painel 12B).
Para os registros em camada longitudinal, os valores para 160 mM KCI foram 5,62 +
1,68 mg/mg de tecido (n = 5) e 3,05 + 1,27 mg/mg de tecido (n = 7) em esb6fago
mantido em solucdo controle pH 7,4 ou pH 1 + pepsina + DCA, respectivamente
(painel 12C). Para os estimulos com CCh em es6fago mantido em solucdo com pH
7,4 ou pH 1 + pepsina + TDCA corresponderam a 13,64 + 1,62 mg/mg de tecido (n =
6) e 9,68 + 2,71 mg/mg de tecido (n = 7), respectivamente (painel 12D). Dessa forma,
0s segmentos montados sob a orientacdo longitudinal (C e D) tiveram as respostas
contrateis ao KCIl e ao CCh significativamente mais afetadas na presenca do acido
biliar (P < 0.05, two-way ANOVA seguido por teste Holm—Sidak). Portanto, quando o
acido biliar envolvido foi o TDCA, foi possivel notar uma hiporresponsividade de
segmentos circulares e longitudinais nas curvas de ambos estimulos, sejam eles por
KCI (painéis A e C) ou por CCh (painéis B e D), apresentando diferencas nas

estatisticas do teste (P < 0.05, two-way ANOVA seguida por teste Holm-Sidak).
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Figura 12 — Efeito da exposicdo de segmentos circulares e longitudinais de es6fago de rato a
solucBes de pH 1, pepsina e na presenca ou auséncia de TDCA em resposta aos estimulos por
KCl e CCh.
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Os dados séo expressos como valores médios de respostas contrateis induzidas por KCI (10-160 mM,
gréaficos A e C) ou CCh (0,01-100 uM; gréficos B e D) em preparacdes isoladas de esbfago de rato
seguindo a orientagdo circular (graficos A e B) e longitudinal (graficos C e D) da camada muscular
externa. Os dados s&o expressos como média + EPM e n indica o niUmero de experimentos. Note que
a exposicdo luminal de preparacdes esofégicas circulares e longitudinais & solugdo &cida contendo
pepsina 1 mg/ml e TDCA (2 mM) reduziu os estimulos contrateis evocados por KCI (graficos Ae C) e
por CCh (gréficos B e D) em comparagéo aos segmentos expostos apenas a solugéo controle (pH 7,4);
* P < 0.05, two-way ANOVA seguido por teste de Holm-Sidak).
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5.5 Expresséao por imunofluorescéncia de TGR5 em segmentos esofagicos de

rato expostos a conteudo que simula refluxo gastroesofagico

Considerando que, diante da exposicédo dos segmentos de esdfago a diferentes
componentes do refluxo, os resultados direcionaram os acidos biliares como provaveis
responsaveis pela disfuncdo contratil, decidimos avaliar a presenca do receptor TGR5
nas amostras expostas ao conteido que simula o refluxato a fim de analisar se as

respostas obtidas poderiam estar relacionadas com a presenca e acao deste receptor.

A Figura 13, entdo, representa a expressao e a localizacdo de TGR5 por
imunofluorescéncia em amostras de es6fago de ratos expostos a diferentes solucdes.
Entretanto, os painéis 13A e 13B mostram, respectivamente, os controles negativo
(correspondente a amostras de es6fago de rato néo tratadas com o anticorpo TGR5)
e positivo (correspondente a amostras de coélon de camundongo tratadas com o
anticorpo TGR5; tecido que, reconhecidamente, expressa 0 receptor em questao;
ALEMI et al., 2013). O painel 13C mostra a uma imagem representativa das amostras
de segmentos de esbfago de rato expostos previamente a uma solugéo controle de
Tyrode de pH 7,4 por 30 min. Em conjunto, a média dos valores correspondentes a
area marcada pela presenca do anticorpo (em vermelho) foi 5,23 + 1,81 pixels (n = 6).
O painel 13D apresenta imagem representativa das amostras de eséfago que foram
previamente expostas a solucdo desafio de pH 1 adicionada de pepsina 1 mg/mL e
TDCA 2 mM. Nota-se tendéncia a aumento da expressao do receptor TGR5, cujos
valores médios foram correspondentes a 9,30 = 1,96 pixels (n = 7), apesar destes
valores nédo terem alcangado aumento com diferenca significativa (p = 0,16, one-way
ANOVA). Os valores da expressao do receptor TGR5 estao plotados na Figura 14.
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Figura 13. Fotomicrografias da imunofluorescéncia do receptor TGR5 (20x).

A

A: controle negativo (sem anticorpo primario); B: controle positivo: célon de camundongo; C: tecido
esofagico normal de rato, exposto apenas a solugédo de Tyrode de pH 7.4; D: tecido esofagico exposto
a solugdo de Tyrode pH 1 adicionada de pepsina 1 mg/mL e TDCA 2mM. As laminas foram expostas

ao anticorpo primario TGR5/GPBAR (Novus Biologicals, diluigdo 1:100) e Alexa 455 (Thermofisher,

diluicdo 1:400), sendo posteriormente lidas em microscopio confocal com lente de aumento de 20x.



55

Figura 14. Fluorescéncia emitida na avaliac&o da expressdo de TGR5 em amostras de tecido de

esbfago de ratos expostos ou ndo a desafio que simula refluxo gastroesofagico.
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A fluorescéncia foi medida a partir das fotomicrografias da imunofluorescéncia utilizando o software
Image J e o gréfico mostra a fluorescéncia emitida entre o grupo de segmentos de esbéfago expostos
apenas a solucdo de Tyrode pH 7,4 (n = 6) e um aumento da fluorescéncia emitida pelo grupo exposto
a solucdo de Tyrode de pH 1 acrescido de pepsina 1 mg/mL e TDCA 2 mM (n = 7), embora néo

significatico estatisticamente. Os resultados foram expressos como média + EPM.
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5.6 Curso temporal dos efeitos do acido biliar DCA frente a contracdo de CCh

em segmentos esofagicos

A partir deste ponto do estudo, os protocolos foram desenvolvidos com a adicédo
direta dos &cidos biliares isolados na cuba, a fim de avaliar seu efeito direto em
preparacdes nao sujeitas ao modelo experimental de simulacao do refluxo, conforme
as condicOes experimentais anteriores. Para estes protocolos, todas as preparacdes
foram estimuladas no inicio dos experimentos com uma Unica concentracdo de CCh
(3 uM). Posteriormente, estas contracdes foram repetidas na presenca do acido biliar
(DCA, 100 uM), o qual foi mantido em contato com as preparacbes por tempos
correspondentes a 15, 30 ou 45 min antes da segunda contracdo induzida por CCh
em cada uma delas. A Figura 15 mostra a amplitude da contracdo de segmentos de
es6fago montados seguindo a orientagcdo da muscular externa circular (painel 15A) e
longitudinal (painel 15B) apds estimulo com CCh (3 uM). Note-se que nas preparacdes
esofagicas circulares, a resposta ao CCh diminuiu quando expostas ao acido biliar,
cujo efeito foi significativo aos 45 min de exposicdo (Controle: 0,07 £ 0,008 g (n = 7);
apos 45 min: 0,03 + 0,01 g; P < 0,05, one-way ANOVA, painel 15A). Em contraste,
ndo foram observadas diferencas estatisticas na responsividade de tiras esoféagicas
longitudinais ao CCh quando previamente expostas a DCA 100 uM (P > 0.05; figura
15B).
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Figura 15 — Efeito do acido biliar DCA frente a estimulacdo por CCh 3 uM em segmentos de
esd6fago de rato montados seguindo a orientacdo das camadas musculares circular e
longitudinal.
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A exposicdo a concentracdo Unica de DCA (100 uM) diminuiu a capacidade de resposta das
preparacdes de es6fago circular aos estimulos colinérgicos. Os dados sdo expressos como valores
médios de respostas induzidas por CCh 3 uM em preparac8es esofagicas de rato isoladas seguindo a
orientagao circular (figura A) ou longitudinal (figura B) da camada muscular externa. O controle
representa uma estimulagdo por CCh 3 uM e os demais grupos representam a resposta contratil ao
CCh 3 uM das preparagfes apoés adi¢do prévia de uma concentracao Unica de DCA (100 uM) na cuba
do banho de 6rgaos isolados analisada nos tempos 15, 30 e 45 min apds a adi¢cdo do acido biliar. Os
dados sédo expressos como média £ EPM e n indica o nimero de experimentos. * P < 0,05, comparado

com Controle.
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5.7 Avaliacdo temporal dos efeitos do acido biliar TDCA frente a contracéo de

CCh em segmentos esofagicos

O presente protocolo seguiu 0 mesmo procedimento descrito na se¢ao anterior.
Todas as preparacdes foram estimuladas no inicio dos experimentos com uma unica
concentracdo de CCh (3 uM). Posteriormente, estas contracdes foram repetidas na
presenca do segundo sal biliar (TDCA, 100 uM), o qual foi mantido em contato com
as preparagdes por tempos correspondentes a 15, 30 ou 45 min antes da segunda
contragéo induzida por CCh em cada uma delas. Note-se que as respostas contrateis
de segmentos esofagicos circulares também tiveram menores amplitudes nos tempos
analisados, especialmente em 30 min apos tratamento com TDCA (Controle: 0,06 +
0,006 g (n = 12); ap6s 30 min: 0,03 £ 0,007 g; P <0,05, one-way ANOVA, painel 16A).
Na avaliacdo em segmentos esofagicos longitudinais, TDCA reduziu a contracdo
apenas apos 45 min de exposicao (Controle: 0,69 + 0,05 g (n = 14); apés 45 min: 0,30
+ 0,05 g; P < 0,05, one-way ANOVA, painel 16B).
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Figura 16 — Efeito do acido biliar TDCA frente a estimulacdo por CCh 3 uM em segmentos de
esdfago de rato montados seguindo a orientacdo das camadas musculares circular e
longitudinal.
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A exposi¢cdo a concentracdo Unica de TDCA (100 uM) diminuiu a capacidade de resposta das
preparacdes de esdfago circular aos estimulos colinérgicos em tempos determinados. Os dados sao
expressos como valores médios de respostas induzidas por CCh 3 uM em preparacdes esofagicas de
rato isoladas seguindo a orientagdo circular (figura 6A) ou longitudinal (figura 6B) da camada muscular
externa. O controle representa uma estimulacdo por CCh 3 uM e os demais grupos representam a
resposta contratil ao CCh 3 uM de preparac¢des apds adicdo prévia de uma concentracdo Unica de
TDCA (100 uM) na cuba do banho de 6rgaos isolados analisada nos tempos 15, 30 e 45 min apos a
adicdo do Acido biliar. Os dados sé@o expressos como média + EPM e n indica o numero de
experimentos. *P < 0,05, comparado com Controle.
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5.8 Efeito do acido oleandlico, agonista do receptor TGR5, nas respostas

contrateis de segmentos de es6fago expostos a acidos biliares

Diante dos resultados que mostraram o efeito inibidor dos acidos biliares na
responsividade contratil dos segmentos esofagicos e da expressao do receptor TGR5
neste tecido, passamos a estudar especificamente as acdes de um composto capaz
de estimular o receptor TGR5. Para isso, expusemos as amostras de esd6fago a uma
concentracdo Unica do acido oleandlico (100 pM), considerado um agonista do
receptor TGR5 (SATO et al., 2007). Como pode ser visto na Figura 17, a presenca do
acido oleandlico, usado com o mesmo procedimento que os &cidos biliares DCA e
TDCA, também reduziu o efeito contratil do CCh em segmentos esofégicos circulares,
especialmente apdés 30 min de exposicao (P < 0,05, one-way ANOVA, painel 17A). No
entanto, o painel 17B mostra que as preparacdes esofagicas com orientacdo das
camadas longitudinais nao sofreram alteracdo da resposta contratil ao CCh apds o
tratamento com o acido oleandlico. Analisando diferentes concentracdes de &cido
oleandlico, foi possivel observar um efeito concentracdo-dependente do agonista: em
um mesmo tempo de exposicado (30 min) uma concentracdo mais baixa (30 uM) nao
foi capaz de alterar a resposta contratil esofagica, enquanto o aumento de
concentracédo (100 e 150 pM) reduziram significativamente a resposta quando

comparada ao controle (P < 0.05; one way ANOVA,; figure 17C).
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Figura 17 — Efeito do acido oleandlico (agonista do receptor TGR5) frente a estimulacéo por CCh
3 UM em segmentos de esbébfago de rato montados seguindo a orientacdo das camadas

musculares circular e longitudinal.
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Efeito do agonista TGR5 (acido oleandlico) em segmentos de esbéfago de rato sob orientacao circular
(figura 17A, 17C) e longitudinal (figura 17B) da muscular externa. Os dados das figuras 16A e 16B sédo
valores médios de respostas induzidas por CCh 3 uM na auséncia (controle) ou presenga de &cido
oleandlico 100 uM avaliados apds 15, 30 e 45 min da adicdo do agonista. A figura 16C representa a
avaliacdo de uma contracdo por CCh 3 uM na auséncia (controle) ou presenca de trés diferentes
concentracdes do acido oleandlico (AO 30 uM, AO 100 uM, AO 150 uM) apds 30 min de exposicdo. Os
dados séo expressos como média = EPM e n indica o nUmero de experimentos. *P < 0,05, comparado

com Controle.
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5.9 Triamtereno inibe a acdo do DCA nas respostas contrateis de segmentos de

eso6fago

Na presenca de triamtereno (100 uM; LI et al., 2017), a reducdo do efeito
contratil em resposta ao CCh (3 yM) em segmentos esofagicos circulares causada
pelo acido biliar DCA (100 yM) nao foi mais observada quando seus valores foram
comparados aos valores da contracdo controle. Apds o pré-tratamento com
triamtereno 100 uM, os valores da contragéo induzida por CCh, antes diminuidos pelo
DCA, nao apresentaram diferenca significativa em relagéo ao controle nos tempos 30
e 45 min (Figura 18, painel A). Os segmentos circulares de es6fago tratados com a
combinacéo triamtereno (100 uM) e TDCA (100 yM) também mostraram valores sem
diferenca estatistica ao serem comparados aos valores das contracdes induzidas na
situacdo controle, com exce¢ao do grupo tratado com triamtereno e DCA 45 min
(Figura 18, painel B).
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Figura 18 — Efeito do triamtereno (antagonista do receptor TGR5) frente a estimulacdo por CCh
3 UM em segmentos de esbébfago de rato montados seguindo a orientacdo das camadas

musculares circular e longitudinal
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Triamtereno restaura o prejuizo contratil colinérgico provocado pelos &acidos biliares DCA e TDCA em
segmentos de esdfagos. Os graficos representam a andlise temporal de contragdes de CCh (3 pM) de
segmentos esofagicos previamente expostos aos acidos biliares DCA (grafico 18A) e TDCA (gréfico
18B) na presenga do inibidor de TGR5 (Triamtereno, 100 uM). Os dados sao expressos como média +
EPM. n = nimero de experimentos. * p < 0,05, comparado com o respectivo valor de controle (one way
ANOVA).
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5.10 MDL 12,330A inibe a acdo do DCA, mas nao do TDCA na contratilidade de

tiras de es6fago

Com o tratamento das preparacfes com o inibidor da adenilato ciclase MDL
12,330A (3 uM; BRITO et al.,, 2017), a reducédo do efeito contrétil na resposta ao CCh
(3 M) em segmentos esofagicos circulares causada pelo acido biliar DCA (100 uM)
nao foi mais observada quando seus valores foram comparados aos valores da
contracdo controle. Apds o pré-tratamento com MDL 12,330A (3 uM), os valores da
contracao induzida por CCh, antes diminuidos pelo DCA, ndo apresentaram diferenca
significativa em relagéo ao controle nos tempos 30 e 45 min (Figura 19, painel A). Ao
contrario, os segmentos esofagicos tratados com MDL 12,330A tiveram as contracfes
induzidas por CCh (3 uM) significativamente reduzidas na presenca de TDCA (Figura
19, painel B).
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Figura 19 — MDL 12,330A restaura o prejuizo contratil colinérgico provocado pelo acido biliar

DCA em segmentos de es6fagos montados seguindo a orientagao circular.
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Os graficos representam a analise temporal de contragdes de CCh (3 uM) de segmentos esofagicos

previamente expostos aos acidos biliares DCA e TDCA (gréficos A e B respectivamente) na presenca

do inibidor da adenilato ciclase (MDL12,330A, 3 uM). Os dados sédo expressos como média + EPM. n

= nlmero de experimentos. * p < 0,05, comparado com o0 respectivo valor de controle (one way

ANOVA).
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5.11 Acido biliar DCA aumenta nos niveis de AMPc em segmentos de esbdfago

de ratos

A figura 20 mostra os niveis de AMPc em segmentos de eséfagos previamente
expostos a uma solugéo controle (Tyrode, n =5), a um estimulador da adenilil ciclase
(Forskolin, 10 uM, n = 9) ou ao DCA (100 uM) em diferentes tempos de exposicao (1,
15 e 30 min). O tempo de 30 min de tratamento das amostras com DCA 100 uM foi
capaz de aumentar significativamente os niveis de AMPc para 2790, 34 + 346,972
gquando comparado ao controle (1264,35 + 337,386; p < 0,05, one-way ANOVA,
seguida por Holm-Sidak). Todos os demais grupos também aumentaram os niveis de

AMPc, apesar de estes aumentos ndo apresentarem significancia estatistica.

Figura 20 — Efeito da exposicdo em diferentes tempos do &cido biliar DCA sobre os niveis de

AMPc em segmentos de esbéfago de rato.
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O gréafico mostra os niveis de AMPc em amostras de es6fago de ratos expostas a: solucao de Tyrode
(n =5), forskolin (10 uM; n = 7) e ao &cido biliar DCA (100 uM) por tempos diferentes de exposicdo (1
min, n = 9; 3 min, n = 8;15 min, n = 9; 30 min, n = 9). O n representa 0 numero de observacdes
experimentais obtidas de segmentos de esbdfago de ratos. Os dados sdo expressos como média +
E.P.M. * p < 0,05 em comparagcédo com o grupo Tyrode (p < 0,05, one-way ANOVA, seguido por teste
de Holm-Sidak).
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5.12 Acido biliar DCA aumenta a expressédo proteica do receptor TGR5 e da

proteina cinase (PKA)

A metodologia de western blotting mostrou que a exposicdo de amostras de
es6fago de ratos ao &cido biliar DCA aumentou significativamente a expressao
proteica do receptor TGR5 quando comparado ao grupo Forskolin. Quando os
segmentos esofagicos foram expostos por 1 minuto ao DCA (100 uM), a expressao
foi aumentada para 53,03 + 9,68; quando esse tempo foi del5 min, a expresséo foi
equivalente a 42,65 + 4,08, enquanto o grupo de 30 min aumentou para 145,70 *
69,45 a expressédo do receptor quando comparados ao grupo exposto ao Forskolin,
um ativador da adenil ciclase (1,26 + 0,21; p < 0,05, one-way ANOVA, seguido por

teste de Dunn’s; figura 21).

Quando foi feita a quantificacdo da expressdo de PKA, 30 min de exposi¢cao
das amostras esofagicas ao DCA 100 pM foram necessarios para aumentar
significativamente a expressdo da proteina em relagdo ao grupo Tyrode (170,01 +
24,70 vs 52,98 * 3,81; p < 0,05, one-way ANOVA, seguido por teste de Dunn’s; figura
22), sendo esse 0 Unico grupo que alterou estatisticamente os niveis de PKA dentre

0s analisados.



68

Figura 21 — Avaliacdo da expressao proteica do receptor TGR5 em segmentos de eséfago de

ratos por meio da técnica de Western Blotting.
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Representacao grafica da expressédo proteica de TGR5 em amostras de eséfago de ratos expostas a:
solugéo de Tyrode (n = 6), forskolin (10 pM; n = 6) e ao acido biliar DCA (100 uM) por tempos diferentes
de exposi¢do (1 min, n = 5; 15 min, n = 7; 30 min, n = 7). O n representa 0 nimero de observacdes
experimentais obtidas de segmentos de esbdfago de ratos. Os dados sdo expressos como média +
E.P.M. * p < 0,05 em comparacdo com o grupo Forskolin (p < 0,05, one-way ANOVA, seguido por teste

de Dunn’s).
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Figura 22 — Avaliacdo da expressédo proteica de PKA em segmentos de es6fago de ratos por

meio da técnica de Western Blotting.
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Representacao grafica da expresséao proteica de PKA em amostras de esdfago de ratos expostas a:
solucao de Tyrode (n = 5), forskolin (10 uM; n = 5) e ao acido biliar DCA (100 uM) por tempos
diferentes de exposi¢éo (1 min, n =5; 15 min, n = 7; 30 min, n = 6). O n representa o nimero de
observacgfes experimentais obtidas de segmentos de eséfago de ratos. Os dados sdo expressos
como média + E.P.M. * p < 0,05 em comparagdo com o grupo Forskolin (p < 0,05, one-way ANOVA,

seguido por teste de Dunn’s).
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, mostramos o efeito de componentes do refluxo na atividade
contratil de segmentos de es6fago de ratos, com destaque para o envolvimento do
receptor TGR5, também conhecido como G-protein-coupled bile acid receptor
(GPBAR1), membrane-type bile acid receptor (M-BAR) ou GPR131. Fatores como pH
e pepsina foram incapazes de interferir na contratilidade in vitro, enquanto os acidos
biliares DCA e TDCA diminuiram a responsividade dos segmentos diante de estimulos
contraturantes. A reducdo de amplitude das contracfes pelos acidos biliares foi
revertida na presenca do antagonista do receptor TGR5 assim como na presenca do
inibidor da adenilato ciclase MDL 12,330A. Tal receptor é o protétipo dos receptores
acoplados a proteina G responsivos a acidos biliares e regula muitas acdes mediadas
pelos &cidos biliares no trato gastrintestinal, como secrecao de horménios, imunidade

local, motilidade e inflamacg&o intestinais (TICHO et al., 2019).

O papel dos acidos biliares na condicéo de refluxo comecou a ser mais investigado
recentemente. O fato de o uso de inibidores de bomba de protons, a principal
abordagem terapéutica para o tratamento do refluxo, ndo conseguir deter o aumento
da incidéncia da doenca e a esofagite de refluxo se desenvolver a partir de inflamacao
mediada por citocinas sugerem que, além da acidez, outros componentes do refluxato
séo importantes fatores contribuintes para o desenvolvimento da doenga (SOUZA et
al., 2009).

Nossos dados mostram menor responsividade contratil dos segmentos de eséfago
de ratos devido a exposicédo aos acidos biliares, o que pode ser correlacionado com
distrbios motores comuns em pacientes com DRGE. O monitoramento ambulatorial
de pacientes com doenca do refluxo revela que esses pacientes apresentam além de
namero aumentado de eventos de refluxo, um clearance prejudicado. Avaliagbes
combinadas de manometria e impedanciometria tem associado o clearance danificado
ao aumento da frequéncia de dismotilidade inespecifica e peristaltismo “ineficaz” em

pacientes com a doenca do refluxo (DAUM et al., 2011).

Estudo prévio do nosso grupo apontou os &cidos biliares como contribuintes
significativos para a disfuncdo contratil esofagica quando exposicdo luminal do
esbfago de ratos ao TDCA sozinho ou TDCA em meio acido atenuou contracdes de

tiras esofagicas isoladas submetidas a concentracbes crescentes do agente
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despolarizante KCI (GADELHA et al., 2018). Agora, o presente estudo mostra, de
forma direta, que a adicdo dos acidos biliares DCA e TDCA diretamente na cuba
diminui estimulagBes colinérgicas Unicas quando comparadas a estimulacfes
controles, comprovando também uma interferéncia inibitoria destes componentes do

refluxo na musculatura esofagiana.

Clinicamente essa relacdo entre refluxo de éacidos biliares e funcdo motora
esofagica ja foi investigada. H4 muito tempo, por exemplo, Henderson et al., (1972)
utilizaram solucdo combinada de &cido e sais biliares para desenvolver esofagite em
cachorros anestesiados e viram atividade motora gravemente desordenada no corpo
do esbfago, reducdo do tbnus da juncao gastroesofagica e diminui¢cdo da capacidade
dessa juncéao de relaxar em resposta a degluticdo. Com o aprimoramento das técnicas
Freedman et al., (2002), por exemplo, utilizaram manometria esofagica e sensores de
pH e bilirrubina combinados para documentar que pacientes apresentavam motilidade
esofagica menos eficaz associada a presenca de material biliar no eséfago durante

um periodo de estudo de 24 horas.

Diante entdo dos resultados demonstrando que os acidos biliares interferiam
diretamente na atividade contratil esofagica juntamente com os dados bibliograficos
correlacionando a hiporresponsividade do es6fago de pacientes com material biliar,
passamos a direcionar a pesquisa para investigar como esses acidos biliares

poderiam estar agindo para influenciar as respostas contrateis.

Em 2002 se deu a descoberta do TGR5, receptor de membrana para acidos
biliares (MARUYAMA et al., 2002). Foi descoberto que as estruturas primarias e a
capacidade de resposta aos acidos biliares sdo altamente conservadas no TGR5 entre
humanos, bovinos, coelhos, ratos e camundongos, sugerindo o TGR5 ter fungbes
fisiologicas importantes (KAWAMATA et al., 2003). Diferentes fun¢des biologicas dos
acidos biliares sdo mediadas por esse receptor, como metabolismo lipidico regulado
pelos acidos biliares, homeostase energética, metabolismo da glicose,
composicao/secrecao da bile e inflamagéo (THOMAS et al., 2009; KEITEL et al., 2009;
WANG et al., 2011).

Acidos biliares secundéarios, como A&cido desoxiclico, taurodeoxicélico e
glicodeoxicolico, foram descritos como ligantes e ativadores dos receptores TGR5,

sendo mais potentes na inducdo da producdo de AMPc do que &cidos biliares
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primarios (KAWAMATA et al., 2003). Esses acidos biliares, representados por uma
mistura complexa de acidos conjugados e nao conjugados, podem estar contidos no
refluxo gastroesofégico de pacientes com DRGE, além do &cido gastrico e da pepsina
(NEHRA et al., 1999).

Pensando nisso, foram entdo desenvolvidos protocolos com acido oleandlico, um
componente natural das folhas de Olea europaea que ativa TGR5 - e ndo FXR - de
forma potente e especifica (SATO et al., 2007). Neste trabalho, acido oleandlico
também foi responsavel por uma reducdo contratil das estimulacdes colinérgicas,
sinalizando para a participacdo do receptor nas respostas observadas. Interessante
destacar o efeito concentragdo-dependente do agonista, mostrando a auséncia de
efeito em baixas concentracdes e a dependéncia de concentracdes mais altas para a

ativacado do receptor e consequente reducéo do efeito contratil observado.

A atividade inibitéria dos acidos biliares e o envolvimento do receptor TGR5 em
segmentos do trato gastrintestinal também foram documentados por Alemi et al.,
(2013), ao demostrarem que o acido biliar DCA (100 uM) inibiu a frequéncia e a tensao
de contra¢des fasicas espontaneas do musculo longitudinal do coélon proximal isolado
de camundongos TGR5-selvagens, além de revelarem que DCA néao teve efeito na
atividade contratil de célon de camundongos TGR5-knockout. O acido oleandlico
também foi utilizado como ferramenta farmacoldgica experimental nesse mesmo
estudo, reproduzindo os mesmos efeitos vistos com o &cido biliar e comprovando o

envolvimento do receptor TGR5 nos dados obtidos.

Triamtereno e MDL-12,330A foram também utilizados como importantes
ferramentas farmacologicas para avaliar o envolvimento do receptor TGR5 nos efeitos
observados. Li et al., (2017) comprovaram que o triantereno pode ser um inibidor de
TGRS util em experimentagdes in vitro e in vivo por demonstrarem que 0 aumento nos
niveis de AMPc induzido por LCA e acido betulinico (agonistas TGR5) foi atenuado
de forma dose-dependente pelo triamtereno, considerado possivel antagonista
competitivo. Cheng et al., (2019) também utilizaram triamtereno como ferramenta
farmacoldgica em trabalho com miécitos cardiacos. Eles demonstraram que o LCA
atenuou niveis aumentados de Ca?* de maneira dose-dependente, e que o tratamento

com triantereno reverteu esses efeitos em dose suficiente para inibir TGR5.
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No nosso trabalho, expondo as amostras de esbfago previamente a uma
concentracdo Unica de triamtereno e repetindo o estimulo contratil na presenca do
acido biliar, os dados apontam uma acdo também inibitoria do triamtereno sobre as
respostas contrateis induzidas pelos &cidos biliares, uma vez que o mesmo foi capaz
de reverter a diminuicdo na forca contratil causada pelo DCA, agindo provavelmente

por um antagonismo do receptor TGR5 em questéao.

Sendo TGR5 um receptor pertencente ao grupo de receptores acoplados a
proteina Gs, sua subunidade Gas ativa adenilato ciclase e leva a producéo de AMPc
(KAWAMATA et al., 2003). O emprego de MDL 12,330A, inibidor da adenilato ciclase,
foi entdo de grande importancia para estudo da via de sinalizagéo proposta. Com o
desenvolvimento deste protocolo, a atenuacéo esperada da resposta do DCA através
da inibicdo da enzima p6de ser confirmada. O inibidor da adenilato ciclase limitou o
efeito do &cido biliar DCA, sugerindo que esse efeito pode ser intermediado pelo
aumento de AMPc, reforcando a hipétese de que os efeitos dos acidos biliares
ocorram via TGR5. Conseguimos assim, mais uma vez, estimar a participacdo do

receptor TGR5 na modulacdo da contratilidade de segmentos de eséfago de ratos.

Essa modulacéo inibitéria de TGR5 também foi vista na regulacédo da motilidade
intestinal. Poole et al., (2010) demonstraram que a expressado de TGR5 em neurdnios
motores inibitérios do sistema nervoso entérico e a adicdo de DCA a segmentos
isolados de ileo e célon suprimiram a atividade fasica espontanea intestinal. A
literatura sugere que essa regulacdo pode acontecer através de mais de um
mecanismo, podendo os acidos biliares atuar diretamente nos receptores TGR5 no
musculo liso para induzir o relaxamento, ou atuar nos neurdnios motores inibitérios
para liberar VIP ou NO, os principais neurotransmissores relaxantes no intestino.
Lavoie et al., (2010) fala ainda em acao via hiperpolarizacdo da membrana através da
supresséo de fluxos espontaneos de Ca*? no musculo liso da vesicula biliar. No caso
do esb6fago, até entdo inexistem dados experimentais sobre as vias de transducao de
sinal iniciadas pelos receptores TGR5 para modular a funcdo da musculatura

esofagica.

A reproducdo dos protocolos experimentais utilizando camadas distintas da
muscular externa esofagica mostrou menor susceptibilidade da camada longitudinal

aos acidos biliares em relacdo a camada circular, o que foi capaz de ser visto na
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auséncia de diferenca significativa entre as respostas contrateis de segmentos
esofagicos dos grupos controle e acido biliar montados seguindo a orientacao
longitudinal. A disposi¢cao das camadas musculares, onde a camada externa de fibras
musculares corre longitudinalmente ao eso6fago, enquanto a camada mais interna
circunda o esofago, pode justificar a maior influéncia nos segmentos circulares e
consequente reducao de contratilidade nesta camada. Esse comportamento também
foi verificado em trabalho anterior, quando uma exposic¢ao esofagica luminal a solugéo
acida enriguecida com pepsina e TDCA foi capaz de atenuar a resposta contratil de
concentracfes cumulativas de KCl em segmentos montados sob a orientacao circular
e ndo modificar o perfil de segmentos longitudinais quando comparados a seus
respectivos controles (GADELHA et al., 2018).

A susceptibilidade maior da camada circular aos efeitos dos &cidos biliares é
corroborada pela propria patogénese da doenca do refluxo. O epitélio esofagico,
assim como os demais, consiste em complexos de jungdes intercelulares que servem
para manter a integridade epitelial e permitir o transporte célula-célula e a transmissao
de sinais. Quando acontecem agressdes por estimulos nocivos a esses complexos
juncionais, ocorre aumento da permeabilidade paracelular, dilatagdo dos espacos
intercelulares e, portanto, degradacdo da parede esofagica. A perda de juncdes
intercelulares pode levar a um maior comprometimento epitelial, uma vez que
conexdes intercelulares dilatadas permitem que conteldos toxicos acessem mais
facilmente as estruturas subjacentes expostas que compdem o epitélio (SHARMA,
YADLAPATI, 2021). Estando a musculatura circular anatomicamente mais préxima ao
[limen do esb6fago, acaba se tornando a camada mais susceptivel aos efeitos dos

componentes do refluxato.

A literatura afirma que a exposicao de acidos biliares a camada muscular externa
inibe também a motilidade intestinal, podendo ter acédo direta nas células musculares
e prejudicar a atividade contratil ou ativar diretamente neurdnios motores entéricos
gue expressam TGR5. Efeitos diretos dos acidos biliares na muscular externa podem
ser mais relevantes em condi¢des de patologias, onde a perda da funcao de barreira
esofagica e o aumento da permeabilidade paracelular permitem a difusdo de agentes

nocivos, que podem alterar o estado contratil do corpo esofagico (KEELY etal.,, 2022).
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Aliado a avaliacdo do efeito, exploramos a expressdo do receptor TGR5 nas
amostras de es6fago de rato. Desde a sua identificacdo em 2002, descobriu-se que o
TGR5 é expresso de forma ubiqua em humanos e animais, e ativa véarias vias de
sinalizagdo intracelular apoOs interagdo com A&cidos biliares (DUBOC TACHEA,
HOFMANN, 2014). O impacto dessa expressdo nos segmentos expostos a material
gue mimetiza a solucéo de refluxo contribui para a explicacdo dos efeitos contrateis
vistos nos resultados apresentados, o que pode atribuir ao receptor TGR5 um papel
na regulacdo da contratilidade esofagica.

As imagens de imunofluorescéncia confirmaram a presenca do receptor TGR5 nas
amostras de esbfago de rato. Além disso, a marcacao seguiu uma tendéncia de maior
expressdo em tecidos esofagicos expostos a solucdo acida contendo pepsina e
TDCA, atribuindo o aumento da expresséo do receptor a algum dos constituintes do

material refluido na doenca, provaveis responsaveis pela ligacdo ao TGR5.

Considerando uma visdo ampla do trato gastrintestinal, Poole et al., (2010)
relataram localizacdo de TGR5 em neurbnios mioentéricos e submucosos do intestino
de camundongos, sendo expressdo proeminente na mucosa e ha muscular externa
do intestino delgado. A maioria desses neurdnios coexpressavam NOS e eram,
portanto, neurbnios motores inibitérios ou interneurbnios descendentes.
Correlacionando com esses resultados, eles provaram que LCA, um &cido biliar
potente agonista do TGRS, inibiu a motilidade dos segmentos intestinais por um
mecanismo neurogénico nitrérgico e atrasou o esvaziamento gastrico e o transito

intestinal.

Falando particularmente no contexto da doenca do refluxo, a relacdo entre a
doenca e expressdo de TGR5 tem sido ultimamente alvo de trabalhos na area. A
maioria deles relatam expressdo aumentada de TGR5 em amostras de pacientes com
lesbes pré-malignas e malignas, como esdfago de Barrett e adenocarcinoma
esofagico, respectivamente (HONG et al.,, 2010). Além disso, a literatura também
relata altas concentracbes de material biliar nos refluxos desses pacientes,
especialmente do sal biliar hidrofébico DCA, que tem efeitos citotdxicos e € capaz de
induzir danos ao DNA em diferentes tipos de células (JURGENS et al., 2012). Outros
trabalhos relatam a relacdo entre refluxo de conteddo duodenal para o esbéfago e

motilidade esofagica menos eficaz, que podem progredir a doenca pelo clearance
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esofagico menos eficaz da bile e do acido (FREEDMAN et al., 2002). O que ainda
continua sem explicacdo é se existe associacdo entre a dismotilidade esofagica e o
receptor TGR5. O fato é que associacédo da expressao de TGR5 em pacientes com
patologias que apresentam presenca de acidos biliares embasam ainda mais nossa
hipétese de essas substancias realmente poderem agir através desse receptor em

guestao.

Para que essa relacdo pudesse ser melhor estudada, seguimos com protocolos
experimentais que pudessem fornecer uma analise das vias de sinalizacéo iniciadas
pelos receptores TGR5 para mediar o efeito dos &cidos biliares. A dosagem do
nucleotideo ciclico AMPc representou um importante resultado nessa avaliacao, visto
gue o tratamento dos segmentos de esdfago com o acido biliar DCA por 30 min
estimulou a maior formacao de AMPc. O aumento na concentracdo intracelular desse
segundo mensageiro representa a provavel ativacdo da via mediada por acidos
biliares.

O AMPc é um segundo mensageiro intracelular que controla vasta gama de
processos celulares em resposta a uma variedade de hormonios, neurotransmissores
e drogas. A via de sinalizacdo normalmente envolve a ativagcdo de um receptor
acoplado a Gs na membrana plasmatica e subsequente ativacdo da adenilato ciclase,
que converte ATP em AMPc. As células frequentemente expressam mudltiplos
receptores acoplados a proteina G que sinalizam via AMPc, e o principal efetor do
AMPc, a PKA, é uma enzima que pode fosforilar multiplos alvos em cada célula
individual (KOSCHINSKI, ZACCOLO, 2017).

Nossos resultados sugerem entdo que a atenuacao das respostas contrateis pelos
acidos biliares pode ser, pelo menos parcialmente, mediada via TGR5 através de um
aumento na producédo de AMPc. O protocolo de contratilidade onde utilizamos MDL -
12,330A também foi parte importante na determinacgéo dessa via, visto que a inibicdo
da adenilato ciclase inibe a sintese de AMPc e restaura a contragdo controle.
Kawamata et al., (2003) em estudos iniciais do receptor TGR5 realizaram ensaio de
producdo de AMPc e também demonstraram que a exposi¢cdo aos acidos biliares
TLCA, LCA, DCA, CDCA e &acido cdlico induziram de forma dose-dependente a

producédo de AMPc em células CHO-TGRS5, corroborando com nossos achados.
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Sabendo que o aumento dos niveis de AMPc sinaliza a ativacdo de PKA, os
experimentos de Western blotting seguiram na proposta de caracterizacdo da via de
sinalizacdo envolvida nas respostas contrateis esofégicas. A proteina quinase PKA é
uma serina/treonina quinase com papel proeminente na regulacdo de muitas fungbes
bioldgicas. A holoenzima inativa € composta por um dimero de subunidade reguladora
(PKAR) e duas subunidades cataliticas (PKAcat). O sitio ativo do PKAcat associa-se
reversivelmente ao dominio inibitério da subunidade R. A ligacdo de moléculas de
AMPCc aos quatro locais de ligacao de nucleotideos no dimero da subunidade R causa
a dissociacdo da PKAcat e leva, assim, a ativagdo da enzima (MANNI et al., 2008).
Entendendo assim os mecanismos de acdo envolvidos, era de se esperar que 0 grupo
com significativo aumento dos niveis de AMPc também apresentasse uma expressao
aumentada de PKA, o que de fato ocorreu. A andlise dos resultados obtidos da
metodologia do western blotting nos permite avaliar niveis de PKA semelhantes nos
demais grupos, o que corrobora com o fato de esta ser uma proteina expressa por

diversos estimulos.

Rajagopal et al., (2013) comprovaram que receptores TGR5 acoplam-se a via
Gs/AMPc/PKA. Ao tratarem células musculares géastricas com acido oleandlico (10
HMM), o agonista seletivo de TGR5 ativou Gas causando um aumento significativo na
ligacdo do ativador [35S]GTPyS a Gas, mas nao a Gai1, Gai2, Gai3 ou Gag em
membranas solubilizadas derivadas de células musculares dispersas. Além disso, 0s
autores demonstraram inibicdo da contragéo sustentada induzida por CCh, causando
relaxamento muscular mediado via TGR5, além de mostrarem aumento nos niveis de

AMPc e estimulo da proteina quinase (PKA) por ELISA.

Os tempos de exposicdo dos acidos biliares DCA, TDCA e do agonista acido
oleandlico e suas diferentes respostas contrateis sdo uma variavel importante de ser
pontuada para avaliarmos a sinalizacdo estudada. Uma breve exposicao de 15 min foi
incapaz de atenuar a resposta em relacdo a resposta controle, sendo observadas
diferencas significativas apenas apos 30 min (no caso do TDCA) e 45 min (no caso
do DCA) de contato entre o segmento de esbéfago e o determinado acido biliar.
Clinicamente a duracdo dessa exposicao é determinada pela eficacia da eliminacéo
do refluxo do esbdfago, cujos determinantes dominantes sdo o peristaltismo, a
salivacdo e a presenca de hérnia de hiato (TACK, PANDOLFINO, 2018). Porém

estudos clinicos com pacientes com NERD conseguem estimar essa variavel,
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mostrando que a maior parte do refluxo € acida e o tempo de exposicdo a DRGE é de
cerca de 3% em relacdo a monitorizacdo ambulatorial do pH esofagico (TACK et al.,
2004). Ja o refluxo do contetdo duodenal pode ser quantificado de forma ambulatorial
com Bilitec® 2000, sonda espectrofotométrica de fibra dptica que detecta a presenca
de bilirrubina. Os estudos encontram boa correlacdo entre o contetdo de bilirrubina
total e as concentracdes de enzimas pancreaticas no refluxato, sugerindo que a
bilirrubina é um marcador adequado para DRGE. As medidas desses estudos afirmam
que o refluxo duodenogastroesofagico patologico esta presente quando a absorbancia
da bilirrubina intraesofagica esta acima de 0,14 por mais de 4,6% do tempo (CUOMO
et al., 2000). Portanto, a avaliacdo do efeito de curta exposicdo e baixas
concentracdes de acidos biliares em segmentos esofagicos podem simular condi¢cdes
semelhantes as observadas em pacientes com DRGE.

A necessidade de maiores tempos de agdo dos acidos biliares para observar os
fenbmenos hipocontréateis, juntamente com a expressao proteica aumentada de TGR5
NoS grupos expostos aos acidos biliares nos faz pensar em a¢des a nivel nuclear. Uma
hipétese plausivel é que o receptor nuclear farnesoide (FXR), ativado também por
acidos biliares, esteja sendo ativado pelo DCA e esteja regulando a transcricao de
receptores TGR5, aumentando a expressao destes na membrana e sinalizando uma
co-expressdo de receptores de acidos biliares. A ativacdo de TGR5 confere aos
acidos biliares a capacidade de modular vias de sinalizacdo ndo gendmicas que
complementam suas acdes gendmicas, mediadas principalmente pela interacdo com
o receptor nuclear FXR (MACCHIARULO et al., 2013). Os resultados apresentados
entdo nos permitem considerar esta ideia, porém protocolos experimentais mais
especificos e que considerem o receptor nuclear sdo necessarios para investigacao

desta abordagem.

As limitacbes deste trabalho devem ser consideradas. O fato de utilizarmos um
modelo in vitro nos priva de analisar a condicao fisiolégica como um todo, incluindo,
por exemplo, as influéncias do sistema nervoso central e enddcrino. Ao mesmo tempo,
trabalhar com segmentos isolados nos permite ter o registro da atividade contratil
prépria, nos dando margem para trabalhar com diferentes ferramentas pontualmente
e diretamente. Outro ponto valido de ser comentado é que, devido a descoberta do

receptor TGR5 ser relativamente recente, os estudos sobre sua sinalizacao ainda sao
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raros. Consequentemente, as ferramentas farmacologicas relacionadas a esse

receptor sdo escassas, limitando os protocolos experimentais e suas investigacoes.

Ainda assim, podemos falar, baseado na literatura e sustentado por nossos
resultados, que TGR5 é uma proteina G receptora de membrana, ativada por acidos
biliares e vinculada a produgéo de AMPc. Trabalhar com 4cidos biliares é ter ciéncia
de sua versatilidade como moléculas de sinalizacdo, sustentada pela ampla
expressao de receptores nuclear e de membrana em todo o organismo, além de
modos diretos e indiretos de sinalizacdo (JOYCE, O'MALLEY; 2022). Em resumo,
multiplos efeitos s&o observados com muitas dessas moléculas e podem ser
explicados pelo envolvimento de diferentes mecanismos. Nossos resultados
apresentam uma provavel via de sinalizacdo dos acidos biliares que justificam suas
acOes motoras em es6fago de ratos. O estudo aponta possiveis estratégias para a
disfuncdo contrétil esofagica documentada na doenca do refluxo, sendo importante
estudos posteriores para confirmacao desse papel dos acidos biliares assim como de

outros componentes do refluxo gastresofagico.
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Figura 23. Imagem representativa de provavel envolvimento do receptor farneséide (FXR) na

regulacéo da transcricéo e expressao de receptores TGRS5,

+ contragdo

Fonte: autoria propria
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CONCLUSOES

O presente modelo de refluxo que expde agudamente segmentos de esofago
de ratos a contetdo controlado revela que somente o &cido e/ou pepsina ndo

sao capazes de alterar respostas contrateis esofagicas.

A presenca de acidos biliares em solugdo que mimetiza conteudo de refluxo é
capaz de alterar respostas contrateis a estimulos relacionados a acoplamento

farmacomecéanico e eletromecéanico.

A técnica de imunofluorescéncia revela que segmentos de esbdfago de ratos
expressam o receptor TGR5 na presenca ou auséncia de componentes do

refluxo.

Agonista e antagonista do receptor TGR5 sdo capazes de modular alteracdes

motoras em segmentos de es6fago de rato, corroborando com sua expresséao.

A exposicdo de segmentos de esdfago expostos a acidos biliares por 30 min
aumenta os niveis do nucleotideo ciclico AMPc, assim como aumenta a
expressao proteica do receptor TGR5 e da proteina quinase A dependente de
AMPc (PKA).
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Figura 24. Esquema representativo de protocolos experimentais desenvolvidos no presente

trabalho que caracterizam vias de sinalizagdo possivelmente envolvidas no efeito de acidos

biliares.
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