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RESUMO

Envolvimento do Receptor TRPV1 em um Novo Modelo de Doenca do Refluxo
N&o Erosiva (NERD): Da Inflamacéo ao Defeito Funcional

Introducdo: A doenca do refluxo ndo erosiva (NERD) afeta cerca de 70% dos
pacientes com sintomas de refluxo. Esses pacientes ndo apresentam erosdes na
mucosa esofagica a endoscopia, porém exibem integridade epitelial comprometida e
expressdo aumentada do receptor vaniléide de potencial transitério tipo 1 (TRPV1).
Além disso, o acido cloridrico (HCI) ativa TRPV1 com liberagdo de mediadores
inflamatorios. Entretanto, ndo existe um modelo experimental de NERD e o papel do
receptor TRPV1 nessa doenca € desconhecido. Objetivo: Padronizar um modelo
experimental de NERD em camundongos e investigar o papel do receptor TRPV1 na
inflamacéo e comprometimento da barreira epitelial esofagica. Métodos: A NERD foi
induzida cirurgicamente em camundongos Swiss (30-35g, Comité de ética: 104/14)
por substenose do piloro e ligadura do fundo gastrico. O grupo controle foi 0 Sham
(falso operado). Os animais foram sacrificados 1, 3, 7 e 14 dias pdés-cirurgico. Outro
delineamento consistiu de animais sacrificados no 7° dia; Grupo |: Sham, II: NERD,
[ll: Omeprazol (um IBP: 40 mg/kg, i.p.), IV e V: SB366791 e capsazepina
(antagonistas de TRPV1: 3 e 5 mg/kg, i.p.) e VI: resiniferatoxina (RTX, para depletar
TRPV1: por 3 dias, 30 pg/kg, 70 pg/kg e 100 pg/kg, s.c.). A sobrevida e o peso
corporal foram monitorados diariamente, foram também analisados o peso Uumido,
macroscopia, histologia, mieloperoxidase (MPO) e citocinas no esofago. A
resisténcia elétrica transepitelial (TEER) foi avaliada com exposicédo a pH 1,0 ou 0,5
contendo pepsina (1 mg/ml) e &cido taurodeoxicélico (TDCA: 2 mM) e a
permeabilidade sem exposi¢cdo acida. Resultados: A taxa de sobrevida foi de 78%
no 14° dia, com leve perda no peso corporal. A cirurgia ndo induziu esofagite erosiva
(EE), mas sim alteragcBes microscopicas esoféagicas, aumentou o peso Umido, 0s
niveis de IL-6 e KC, bem como a atividade de MPO no es6fago, com pico entre 3 e 7
dias e resolucdo 14 dias pds-cirirgico. A intervencdo Sham ndo provocou
inflamacéo esofagica. O comprometimento da barreira epitelial esofagica foi avaliado
por meio técnica de camara de Ussing, nos dias 7 e 14 pds-cirargico, e foi
observada diminuicdo da TEER e aumento da permeabilidade em animais com
NERD, comparado ao grupo Sham. O modelo no dia 7 foi selecionado para os
experimentos seguintes. A inibicdo da secrec¢do acida com omeprazol, o bloqueio
farmacolégico de TRPV1 com capsazepina e SB366791 e a deplecdo com RTX
preveniram a inflamacdo esofagica, a queda da TEER e o aumento da
permeabilidade, comparados com o grupo NERD. Conclusédo: Um novo modelo de
NERD em camundongos foi implementado e validado, e demostramos que o
receptor TRPV1 tem um papel critico na inflamacgéo esofégica, e esta4 envolvido no
comprometimento da integridade da barreira epitelial induzidos por acido, ao qual
contribui para o entendimento da fisiopatologia da NERD.

Palavras-chave: doenca do refluxo ndo erosiva, TRPV1, permeabilidade, resisténcia
elétrica transepitelial.



ABSTRACT

Involvement of the TRPV1 Receptor in a Novel Model of Non Erosive Reflux
Disease (NERD): From Inflammation to Functional Defect

Introduction: Non-erosive reflux disease (NERD) affects about 70% of patients with
reflux symptoms. These patients do not present erosions in the esophageal mucosa
at endoscopy, but exhibit impaired epithelial integrity and increased expression of
transient receptor potential vanilloid 1 (TRPV1). In addition, chloridric acid (HCI)
activates TRPV1 with release of inflammatory mediators. However, there is no
experimental model of NERD and the role of TRPV1 receptor in this disease is
unknown. Aim: To standardize an experimental model of NERD in mice and
investigate the role of TRPV1 receptor in inflammation and impairment of esophageal
epithelial barrier. Methods: NERD was induced surgically in Swiss mice (30-35g,
Ethics Committee: 104/14) by stenosis pyloric and gastric fundus ligation. The control
group was Sham (operated false). The animals were sacrificed 1, 3, 7 and 14 days
post-surgery. Another design consisted of animals sacrificed on the 7th day; Group I:
Sham, IIl: NERD, lll: Omeprazole (a PPIl: 40 mg/kg, i.p.), IV and V: SB366791 and
capsazepine (TRPV1 antagonists: 5 mg/kg, i.p.) and VI. resiniferatoxin (RTX, to
deplete TRPV1: for 3 days, 30 ug/kg, 70 pg/kg and 100 ug/kg, s.c.). Survival and
body weight were monitored daily, were also analyzed the wet weight, macroscopy,
histology, myeloperoxidase (MPO) and cytokines in the esophagus. Transepithelial
electrical resistance (TEER) was evaluated with exposure to pH 1.0 or 0.5 containing
pepsin (1 mg/ml) and taurodeoxycholic acid (TDCA: 2 mM) and the permeability
without acid exposure. Results: The survival rate was 78% at 14 day, with a mild
loss in body weight. Surgery did not induce erosive esophagitis (EE), but induced
microscopic inflammation, increased wet weight, IL-6 and KC levels and MPO activity
in the esophagus, with peak between 3 and 7 days and resolution 14 days post-
surgery. Sham intervention did not cause esophageal inflammation. The impairment
of the esophageal epithelial barrier was evaluated using the Ussing chamber
technique, on 7 and 14 days post-surgery, and was observed decrease TEER and
increase permeability in NERD animals, compared to the Sham group. The model on
day 7 was selected for the following experiments. Inhibition of acid secretion with
omeprazole, pharmacological blockade with capsazepine and SB366791, and
depletion of TRPV1 with RTX prevented esophageal inflammation, decrease TEER,
and increase permeability, compared to the NERD animals. Conclusion: A novel
model of NERD in mice was implemented and validated, and we demonstrated that
the TRPV1 receptor plays a critical role in esophageal inflammation, and is involved
in the acid-induced impairment epithelial barrier, which contributes to the
understanding of the pathophysiology of NERD.

Keywords: non-erosive reflux disease, TRPV1, permeability, transepithelial electrical
resistance.
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1. INTRODUCAO

1.1. Esodfago: Anatomofisiologia e Histologia

O esbfago € um 6rgao tubular fixo pertencente ao trato gastrointestinal (TGI)
que tem como funcdo conduzir alimento e liquidos da faringe até o estbmago. Nos
seres humanos, o comprimento global do es6fago é cerca de 25 cm e se estende da
cartilagem cricéide na faringe ao nivel da 62 vértebra, através do mediastino
superior, mediastino posterior e diafragma até a regido da cardia do estdmago ao
nivel da 112 vértebra (KUO; URMA, 2006; DRAKE; VOGL; MITCHELL, 2015).

De acordo com sua localizac&o, o es6fago pode ser dividido em trés porcoes:
1) cervical, porcdo que estd em contato intimo com a traqueia, 2) toracica, porcao
que passa por trds do bronquio esquerdo (mediastino superior, entre a tragueia e a
coluna vertebral) e 3) abdominal, por¢cdo que repousa sobre o diafragma (DRAKE;
VOGL; MITCHELL, 2015).

Nas extremidades do es6fago contém estruturas musculares responsaveis
pela abertura e fechamento do limen deste tubo. O esfincter esofagico superior
(EES), que se abre quando o alimento chega a faringe, e o esfincter esofagico
inferior (EEl), que se abre quando o contelddo se aproxima da transi¢do
esofagogastrica e funciona como uma valvula para impedir o refluxo. Quanto a
disposicdo em camadas teciduais, 0 esdfago apresenta quatro regiées: mucosa,
submucosa, muscular e serosa/adventicia, dependendo da regido anatémica (Figura
1) (MASHIMO; GOYAL, 2008).

i\ Camada
,;/adventicia

i

Faringe Esfincter esoféagico
\ superior

Esofago (@

Mucosa

Musculos
circulares

Diafragma

Esfincter esofégico
inferior

Figura 1. Aspectos Anatdmicos do Es6fago. Fonte: www.vencerocancer.org.br
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A mucosa do esodfago é constituida por trés camadas: epitelial, lamina propria
e muscular da mucosa (Figura 2). O limen do eséfago humano é revestido por um
epitélio estratificado pavimentoso ndo-queratinizado, porém em roedores o epitélio é
queratinizado, refletindo uma dieta alimentar grosseira. A regeneracao das células
epiteliais ocorre de maneira mais lenta que o restante do TGI, uma vez que as
células recém-formadas na camada basal alcancam a superficie em torno de 3
semanas apos sua formacédo. A lamina propria apresenta as glandulas esofagicas da
cardia que secretam muco que cobre o esodfago lubrificando-o e protegendo o
epitélio contra o refluxo. A muscular da mucosa é composta de musculo liso disposto
longitudinal que vai se tornando mais espessa nas proximidades do estbmago, e

presumivelmente funciona como auxilio na degluticdo (GARTNER; HIATT, 2014).

Figura 2. Fotomicrografia do Es6fago (A) e da Mucosa Esofagica (B). Muc:
mucosa, Ep: epitélio, LP: Lamina prépria, MM: Muscular da mucosa, SubM:
Submucosa, ME: Muscular externa e Adv: adventicia, L: Muscular longitudinal.
Fonte: Adaptado de ROSS; PAWLINA, 2016.

A submucosa do eséfago é constituida de tecido conjuntivo fibroelastico, que
contém vasos sanguineos que enviam ramos para a mucosa, € as glandulas
esofagicas propriamente ditas produtoras de muco. Além disso, a submucosa
também contém fibras nervosas e células ganglionares, que constituem o plexo
submucoso (ROSS; PAWLINA, 2016; GARTNER; HIATT, 2014).

A muscular externa consiste em duas camadas concéntricas e relativamente
espessas. As células na camada interna sdo circulares e compactas (camada
circular), enquanto que as da camada externa sdo longitudinais e frouxas (camada
longitudinal) (GARTNER; HIATT, 2014). Além disso, uma camada delgada localiza-
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se entre as duas camadas musculares, onde situa-se o plexo mioentérico. A
contragdo da camada circular comprime e mistura o conteddo na luz do eséfago,
enquanto que a contracdo da camada longitudinal propele o conteddo por
encurtamento do tubo. Essa contracdo ritmica e lenta sob o controle do sistema
nervoso entérico (SNE) produz peristalse, ou seja, as ondas de contracdo
(MASHIMO; GOYAL, 2006; PATERSON, 2006).

Algumas regifes ao longo do es6fago apresentam variagbes na muscular
externa. Por exemplo, na por¢cdo proximal a muscular externa é formada por
musculatura estriada esquelética e a medida que ele se aprofunda pelo térax sofre
uma transicdo para musculo liso de modo que no terco inferior do es6fago é
predominante a musculatura lisa. Esta caracteristica da disposicdo da musculatura
crucial para determinar a velocidade de passagem do alimento mais lentamente no
seu terco inferior (ROSS; PAWLINA, 2016).

A muscular externa € envolvida pela adventicia, uma camada de tecido
conjuntivo frouxo, uma vez que é fixado as estruturas adjacentes na maior parte da
sua extensdo. No entanto, ao adentrar na cavidade abdominal, a porcdo restando do
orgdo (curto segmento) € recoberta pelo peritbnio, uma cobertura conhecida como
serosa (GARTNER; HIATT, 2014).

1.2. Mecanismos de Defesa da Mucosa esofagica

Apesar do esbdfago consistir de um 6rgédo primariamente para conducdo de
alimento e liguidos, a mucosa esofagica pode se tornar exposta a fatores
agressores, tais como o acido cloridrico (HCI), pepsina e acidos biliares, além de
micro-organismos. Para manter sua integridade estrutural e funcional, o esbéfago
apresenta processos dindmicos e relativamente eficazes para prevenir potenciais
danos a mucosa. Sob condi¢gbes normais, essa homeostase € mantida pelos
mecanismos de defesa da mucosa, que operam em trés dimensdes: pré-epitelial,
epitelial e sub-epitelial (ORLANDO, 2006).

1.2.1. Defesa Pré-Epitelial

A defesa pré-epitelial consiste da primeira linha de protecdo contra estimulos

lesivos presente no conteudo luminal. O es6fago apresenta uma camada superficial
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restrita, isso se deve a auséncia/limitada camada de muco, e células superficiais ndo
secretarem ions bicarbonato, proporcionando um pH 2-3 na superficie do epitélio
(Figura 3) (DIXON et al.,, 2001). Interessante, secrecdes de saliva das glandulas
salivares e submucosas, formam uma fina camada na superficie do epitélio
esofagico, capaz de retardar a difusdo de ions H* (HAMILTON; ORLANDO, 1989).
Por outro lado, o estbmago apresenta uma defesa pré-epitelial bem
desenvolvida, um processo dependente da secrecdo de muco e bicarbonato por
células superficiais. O muco promove protecao por limitar o0 acesso de substancias
nocivas ao epitélio (PFEIFFER, 1981), e o bicarbonato cria um eficaz sistema de
tamponamento capaz de neutralizar os ions H* promovendo um pH 5-7 na superficie
epitelial, mesmo em condi¢cBes de acidez luminal (QUIGLEY; TURNBERG, 1987).
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Figura 3. Mecanismos de Defesa Pré-epitelial. Fonte: Adaptado de ORLANDO,
2006.

Assim, o epitélio esofagico apresenta um sistema de defesa pré-epitelial
bastante limitado, o que pode gerar maior exposicdo do contetdo luminal, que
consequentemente aumenta a probabilidade de causar agressdes. Apesar das
limitacOes, essa defesa apresenta um papel fundamental na protecdo esofagica,
uma vez que a enzima pepsina, um relevante componente do conteudo luminal,
torna-se inativa em pH > 3, tornando-a incapaz de danificar o epitélio esofagico
(TOBEY et al., 2001).
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1.2.2. Defesa Epitelial

Uma vez que 0s agentes agressores ultrapassem os mecanismos de defesa
pré-epitelial, torna-se necessario a presenca de outros fatores de protecdo. Para
iIsso, 0 esOfago apresenta um sistema de defesa epitelial capaz de atuar contra o
contetdo do refluxo gastroesofagico que pode ser potencialmente prejudicial ao
eso6fago.

A protecao epitelial funciona como uma segunda linha de defesa, esse
processo € proporcionado pelas propriedades fisicas da membrana e os complexos
juncionais intercelulares, organizados de forma dinamica que previne a difusdo do
contetido luminal, sobretudo os jons H*, diretamente para o interior das células ou
espaco intercelular (ORLANDO, 2006).

Os complexos juncionais séo formados por juncdes apertadas, aderentes e
desmossomos que criam uma barreira permissiva para limitar a difusdo de ions por
via paracelular (ORLANDO et al., 1992). Além disso, a membrana apical das células
epiteliais, apresenta canais de cations nao-seletivos (Na', K' e Li") que s&o
regulados por pH &cido, de modo que altos niveis de acidez luminal inibem sua
atividade, consistindo um mecanismo de defesa intrinseco pelo qual ha protecdo do
epitélio (Figura 4) (AWAYDA et al., 2004).
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Figura 4. Mecanismos de Defesa Epitelial. Fonte: Adaptado de ORLANDO, 2006.
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As juncdes apertadas sdo construidas por proteinas tais como claudinas
(principalmente tipos 1 e 4) e ocludinas, e as jun¢des aderentes pelo ancoramento
das proteinas z6nula de oclusdo (ZO) e e-caderina, as quais permitem a uniao entre
células adjacentes na regido que separa o lumen do espaco intercellular do epitélio
(ANGELOW; YU, 2007). Por outro lado, os desmossomos consistem de placas
proteicas, de onde partem filamentos constituidos por desmogleinas e desmocolinas,
gue atravessam as membranas plasmaticas e atingem o espaco entre as células
onde se associam (GARROD; MERRITT; NIE, 2002). Além disso, uma matriz de
glicoproteinas localiza-se dentro dos espacos intercelulares do epitélio, e auxilia a
funcdo dos complexos juncionais (ORLANDO, 2006).

O sistema de tamponamento é outro aspecto importante da defesa epitelial,
ele age na prevencdo da morte celular por inibir a acidificacdo intercelular pelo H*
difundido a partir dos complexos juncionais. Este sistema inclui moléculas como
fosfatos, proteinas e HCO?¥, este Gltimo gerado intracelularmente pela acdo da
anidrase carb6nica e extracelularmente por difusédo a partir do suprimento sanguineo
(CHRISTIE et al., 1997; TOBEY et al., 1993a).

Quando héa deficiéncia desses mecanismos de defesa, os ions H* difundem-
se para o interior das células, ocorrendo diminuicdo do pH citosélico capaz de gerar
danos irreparaveis. Para prevenir essas alteracfes, transportadores idnicos
presentes na membrana basolateral célular, incluindo os trocadores de HCO*/Cl e o
trocador de Na'/H" do tipo 1 (NHE1), tem a capacidade de remover o excesso de H+
da célula e reestabelecer o pH (TOBEY et al., 1993b; TOBEY et al., 1998).

1.2.3. Defesa Sub-Epitelial

A defesa sub-epitelial € constituida pelo fluxo sanguineo. Ele tem a
capacidade de fornecer nutrientes e O, remover produtos incluindo a retrodifusao de
fons H* e substancias potencialmente téxicas. Um aspecto crucial no contexto da
protecdo contra injurias é a entrega de HCO® a partir do sangue (ORLANDO et al.,
2006). Esse processo é dinamico e nao estatico, de modo que sob condicbes de
aumento da acidez luminal, neurbnios sensoriais aferentes (via histamina, NO,
CGRP e SP) disparam rapidos potenciais, promovendo aumento do fluxo sanguineo
(FELDMAN et al., 1996; FELDMAN et al., 2001), que permite o tamponamento do

acido e a remocao de substancias téxicas, de forma a manter a homeostase.
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1.3. Doenca do Refluxo Gastroesofagico (DRGE)

A doenca do refluxo gastroesofagico (DRGE) € uma desordem clinica crénica
com alta prevaléncia, que afeta cerca de 10-20% da populacdo mundial. Essa
doenca é caracterizada pelo fluxo retrogrado do conteldo géstrico e duodenal
(acido, pepsina e &cidos biliares), que proporciona o aparecimento de sinais e
sintomas esofagicos (pirose e/ou regurgitacdo) e/ou extra-esofagicos (tosse,
laringite), na presenca ou auséncia de lesdo na mucosa esofagica (Figura 5) (VAKIL
et al., 2006).

fechado

Ealiago Esfincter inferior do
esofago aberto / refluxo
‘ Diafragma
\ lk | L
Esfincter inferior&‘l_ Y
do esdfago 1 (

_._},3"”

Estdmago

Figura 5. Refluxo Gastroesofagico. Fonte: www.medicinanet.com.br

Pacientes com DRGE sdo comumente classificados em 3 grupos: 1) esofagite
erosiva (EE), na qual os pacientes apresentam lesdo tecidual no epitélio esofagico
visiveis a endoscopia (cerca de 20%), 2) doenca do refluxo ndo erosiva (NERD),
onde os pacientes tém auséncia de lesdo macroscopica na mucosa esofagica (cerca
de 70%) e 3) Esofago de Barrett, na qual o epitélio escamoso estratificado do
esbfago é substituido por epitélio colunar (cerca de 1-3%) (FASS; OFMAN, 2002).

1.4. Doenca do Refluxo Nao Erosiva (NERD)

A NERD é a apresentagédo fenotipica mais comum da DRGE, compreendida

por pacientes que apresentam sintomatologia tipica de refluxo, sobretudo pirose
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e/ou regurgitacdo, e auséncia de erosfes na mucosa esofagica quando analisada na
endoscopia (FASS; OFMAN, 2002).

Apesar dos pacientes com NERD serem considerados um grupo de
individuos com endoscopia negativa, esta definicdo € relativamente mais ampla e
inclui pacientes que sdo marcadamente heterogéneos do ponto de vista clinico e
fisiopatologico (SAVARINO; ZENTILIN; SAVARINO, 2013). Neste sentido, tem sido
demonstrado que apenas 45% dos pacientes com NERD apresentam exposi¢ao
aumentada ao acido no esoéfago, sendo portando considerados “verdadeiro NERD”,
e 0s 55% restantes ndo apresentam excesso de acido no eséfago (MARTINEZ et al.,
2003), este ultimo grupo de pacientes é dividido ainda em trés subgrupos: 1)
hipersensibilidade ao refluxo acido (pH < 4), 2) hipersensibilidade ao refluxo nao
acido (isto &, refluxo fracamente acido [pH 4-7] e fracamente alcalino [pH > 7]), e 3)
pirose funcional (auséncia de associacdo entre sintomas e refluxo) (SAVARINO;
ZENTILIN; SAVARINO, 2013).

Os sintomas tipicos da NERD sé&o pirose e regurgitacdo acida. A pirose é
definida como uma sensacéo de queimacédo que irradia desde a regido epigastrica
até a base do pescoco, ocorrendo principalmente apds as refeicbes e apos o
decubito. Por outro lado, a regurgitacdo € o retorno do contetdo gastrico para o
esb6fago ou até a boca, ndo associado ao esforco de vémito (NASI; MORAES-
FILHO; CECCONELLO, 2006).

Juntos, esses sintomas em pacientes com NERD s&o responsaveis por
significativa limitagdo da qualidade de vida; dessa forma seu controle torna-se uma
necessidade na pratica médica e que até o momento ndo foi completamente
atendido. Essa lacuna se tornou um dilema na gastroenterologia clinica, o que torna
a busca exaustiva pela compreensdo dos aspectos fisiopatoldgicos da NERD cada

vez mais relevante e atraente.

1.5. Fisiopatologia da NERD

A fisiopatologia da NERD é multifatorial e até o presente momento néo esta
completamente elucidada. No entanto, estudos recentes tém permitido uma visédo
mais ampla para entender os nuances envolvidos dos eventos fisiopatolégicos e na

geracédo dos sintomas.
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Os principais conceitos na fisiopatologia da NERD incluem os padrdes de
respostas da mucosa ao conteudo luminal (gastrico e/ou duodenal) durante os
episodios de refluxo, além de fatores da mucosa (por exemplo, aferentes sensoriais)
gue podem afetar a percepcédo dos sintomas. Dessa forma, tem sido atribuido um
papel importante para as alteracbes a nivel central (tais como stress e sono)
(HERSHCOVICI; FASS, 2010) e que aspectos relevantes para o subgrupo de
pacientes com EE, tais como alteracdes motoras e a hérnia hiatal (deslocamento do

estbmago para a cavidade toracica) sdo menos comuns na NERD (WU et al., 2007).

1.5.1. Comprometimento da Integridade da Mucosa

Embora a auséncia de erosdo visivel ao endoscopico seja um parametro
importante para caracterizagdo de pacientes com NERD, sua mucosa ndo é
completamente normal. Comparado com individuos saudaveis, o epitélio da mucosa
esofagica de pacientes com NERD (sob microscopia eletrbnica) mostra espacos
intercelulares dilatados (DIS) (Figura 6) (CALABRESE et al., 2005). A presenca de
DIS em biopsias de pacientes com NERD € atualmente considerada uma
caracteristica precoce da doenca e possivelmente critica para a percepcao dos
sintomas (WOODLAND; SIFRIM, 2014).
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Figura 6. Fotomicrografias Eletronica de Transmissédo de Bidpsias de Paciente
Normal (A) e com NERD (B). Fonte: Adaptado de CAVIGLIA et al., 2007.

Acredita-se que a presenca de DIS seja um fenbmeno secundario provocado
pela presenca de conteldo acido intraluminal e possivelmente outros estimulos

ainda ndo elucidados, que lesionam os complexos juncionais. Essa especulacéo
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deve-se a estudos em individuos saudaveis, na qual observou-se que a perfusao de
acido no es6fago distal promove o aparecimento de DIS tanto na porc¢do distal como
na extremidade proximal ndo exposta a acidez (FARRE et al., 2010).

Nesse contexto, tem sido demonstrado que o conteddo luminal agride a
mucosa esofagica de pacientes com NERD, promovendo diminui¢do da resisténcia
elétrica do epitélio escamoso estratificado, associado ao aumento da permeabilidade
paracelular (Figura 7) (TOBEY et al., 2002). Dessa forma, neurdnios sensoriais
podem se estender até os DIS, aumentando o acesso dos ions H* aos neurdnios
aferentes. Apesar de ndo desenvolver erosdes na mucosa esofagica, esses eventos
fornecem uma explicagdo plausivel para o desenvolvimento da sintomatologia na
NERD. Além disso, a ativacdo dos nociceptores pode ser capaz de promover
anormalidades motoras, por iniciar um arco reflexo curto no muasculo liso esofagico
(longitudinal) como meio de precipitacdo de uma contracdo esofagica sustentada
(BARLOW; ORLANDO, 2005).
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Figura 7. Difusdo de Conteudo Luminal Refluido pelos DIS. Fonte: Adaptado de
ORLANDO, 2006.

1.5.2. Composicao do Material Refluido

A DRGE apresentar-se como uma condi¢cao proveniente a partir de maltiplos

fatores, incluindo endégenos e ambientais. Neste sentido, a constituicdo do material
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refluido em direcdo ao esbéfago e a duragdo do contato com a mucosa parece
desempenhar um importante papel no desenvolvimento dos sintomas clinicos da
doenca e nas alteracdes teciduais esofagicas.

Corroborando com essa linha, um estudo em modelo animal por ligadura do
piloro e do fundo gastrico por 4 horas, demonstrou que a inibicdo da atividade
proteolitica da pepsina, sem interferéncia na secre¢do gastrica, exibiu agéo protetora
sobre as lesdes esofagicas, demonstrando que o acido cloridrico (HCI) sozinho, é
capaz de agredir a mucosa esofagica, quando em pH < 1,3. Por outro lado, a adicédo
de pepsina exdgena potencializou de forma significativa os efeitos lesivos,
especialmente em pH 1,5-3 (faixa de pH fisiologico) (NAGAHAMA et al., 2006).

Apesar da importancia do refluxo acido na fisiopatologia da DRGE, no
contexto da NERD outras substancias, tais como os acidos biliares a partir do
duodeno, parecem desempenhar importante papel no desencadeamento das
alteracOes estruturais e sintomatologia da doenca, sobretudo nos pacientes
refratarios ao tratamento com inibidores da bomba de protons (IBPS).

Nesse sentido, tem sido demonstrado um possivel papel do refluxo
fracamente &cido (conteldo duodenal em meio acido, pH 4-7) na patogénese da
NERD, sobretudo no comprometimento da integridade da mucosa. Farré e
colaboradores (2008) mostraram que a mucosa esofagica de coelhos quando
exposta a solucdo fracamente &cida (pH 5) contendo acidos biliares apresenta
reducdo da TEER e aumento da permeabilidade, associados a DIS (FARRE et al.,
2008).

Similarmente, Pardon e colaboradores (2016) mostraram que uma solucdo
fracamente &cida contendo o acido deoxicdélico (DCA) promove DIS e diminui a
TEER na mucosa esofagica de coelhos, mesmo na auséncia de lesdes
macroscopicas, um comprometimento da integridade da barreira epitelial que esta
presente apos 24 horas da exposi¢cdo. De acordo com os autores, essas alteracdes
ocorreram por 2 mecanismos: 1) inducdo de apoptose, que pode explicar a lenta
recuperacdo da integridade epitelial e 2) efeito rapido e sustentado induzido pela
exposicao precoce de agentes luminais prejudiciais que ocorreram a horas ou
menos dias (PARDON et al., 2016).

Além disso, um estudo envolvendo perfusédo de solugéo fracamente acida (pH
5) contendo &cido glicélico (GC) em voluntarios sadios a 5 cm da juncéo

esofagogastrica (JEG), provocou DIS na mucosa esofagica exposta a agressao,
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porém a maioria dos individuos n&o apresentou pirose durante o protocolo (FARRE
et al., 2010). Assim, esses resultados sugerem que outros fatores, ndo somente a
DIS, sé@o necessarios para geracdo dos sintomas em pacientes com NERD e esta
pode ser a base para explicar a ma resposta de alguns pacientes ao tratamento com
IBP, e constitui uma &rea de interesse quando se estuda candidatos envolvidos na
patogénese da DRGE.

1.5.3. Receptores Envolvidos na Génese dos Sintomas da NERD

A hipersensibilidade visceral ao acido tem sido cada vez mais reconhecida
como um fator crucial na patogénese de doengas que acometem o TGlI, incluindo a
DRGE. Assim, alteracdes na plasticidade de neuronais periféricos podem se tornar
patolégicas e desencadear o aparecimento de desconforto ou dor em resposta a
estimulos lesivos, tais como o &cido (FARMER; AZIZ, 2009).

O refluxo gastroesofagico induz dor no eséfago, devido a ativacdo de
neurbnios sensoriais locais, que por sua vez iniciam respostas de defesa
(HERSHCOVICI; FASS, 2010). Neste sentido, alteracbes nas respostas sensorial
determinadas pela excitabilidade de neurbnios periféricos viscerais sao
provenientes, pelo menos em parte, de mudancgas nas propriedades funcionais e
expressdo de canais de ibnicos. Dessa forma, receptores sensiveis ao acido
parecem teoricamente desempenhar um papel fundamental neste processo
complexo. Assim, a mucosa esofagica apresenta duas moléculas designadas como
possiveis mediadores da pirose na DRGE (particularmente na NERD): o receptor
vanildide de potencial transitério do tipo 1 (TRPV1) e os canais ibnicos sensiveis ao
acido (ASICs). Ambos inervam o esodfago e sao ativados por pequenos declinios no
pH (HOLZER, 2011).

Tendo em vista o possivel papel do refluxo ndo acido no desenvolvimento dos
sintomas da NERD, é passivel de ser compreendido que a patogénese dessa
doenca possa também envolver a ativacdo do receptor ativado por protease 2
(PAR2), um receptor ativado por tripsina e outras serino-proteases (por exemplo
triptase de mastocitos). Pacientes com NERD séo frequentemente tratados com IBP,
porém nos Uultimos anos tem sido cada vez mais frequente a descricdo da
importancia do refluxo fracamente acido que pode aumentar a expressao de PAR2

no epitélio esofagico, além de possibilidade de conter tripsina que é ativaa pH >4 e
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consequentemente estimular PAR2, causando os sintomas (ALTOMARE et al.,
2013).

1.6. Diagnostico

Como citado anteriormente, cerca de 45% dos pacientes com sintomas de
refluxo que apresentam auséncia de erosdo na mucosa esofagica visivel a
endoscopia, sao categorizados como “verdadeiro NERD”, os 55% restantes n&o
apresentam excesso de &cido no esbéfago (MARTINEZ et al., 2003). Essas
caracteristicas heterogéneas do ponto de vista fisiopatolégico torna o fiel diagndstico
cada vez mais complexo e muitas vezes 0s pacientes sdo classificados de maneira
errdnea.

De acordo com o Il Consenso Brasileiro para DRGE, o0s pacientes
possivelmente portadores de DRGE apresentam sintomas tipicos de refluxo com
frequéncia de no minimo 2x por semana, nos ultimos 1 a 2 meses (MORAES-FILHO
et al., 2010). As principais manifestacdes clinicas tipicas da DRGE séo pirose
(referida como “azia ou dor em queimacéo”) e regurgitacdo &cida (referida como
“volta do acido do estomago”), que levam os pacientes a procurarem O Servico
médico.

O diagnéstico da NERD inicia-se por meio da anamnese do paciente, que &
capaz de detectar as caracteristicas dos sintomas (por exemplo intensidade,
duracdo, frequéncia e evolucdo ao longo do tempo). Além disso, € importante
salientar que a presenca de sinais de alarme (tais como disfagia, odinofagia, anemia
e emagrecimento), bem como pacientes acima de 40 anos de idade e historico
familiar de cancer digestivo, deve ser um sugestivo importante para realizacdo do
exame endoscopico. Esse exame permite avaliar a presenca de alteracdes
esofagicas macroscopicas e excluir outras condicbes mais graves (como o
carcinoma esofagico) naqueles pacientes que apresentam os chamados sinais de
alarme (MORAES-FILHO et al., 2002).

Em pacientes sintomaticos ou que apresentem sinais de alarme com
endoscopia negativa, realiza-se o “teste terapéutico” com IBPs em dose plena diaria
(por exemplo omeprazol 20 mg) por 4 semanas como conduta inicial. Uma resposta
satisfatoria, ou seja, se os sintomas forem resolvidos, permite-se inferir o

diagnosticado do paciente de DRGE. Por outro lado, caso ndo respondam ao teste
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terapéutico, deve-se realizar testes complementares para melhor categorizar esse
paciente (Figura 8) (SCARPELLINI et al., 2016).

Tendo em vista a resposta negativa ao “teste terapéutico” com IBP, deve-se
realizar o exame de impedancia-pHmetria. A impedanciometria detecta alteracbes
na resisténcia elétrica através de eletrodos posicionados no interior do esoéfago, e
juntamente com uma sonda de pH permite categorizar os episodios de refluxo
gastroesofagico em: acido (pH < 4), fracamente acido (pH 4-7) ou fracamente
alcalino (pH > 7), além de avaliar o volume refluido. Pela capacidade de detectar
tanto o refluxo &cido como o ndo acido, a monitoracdo pelo sistema impedancia-
pHmetria tem maior sensibilidade do que a pHmetria isolada na detecgcéao do refluxo
gastroesofagico e tem sido utilizada com frequéncia. Pacientes portadores de NERD
frequentemente apresentam exposicdo anormal ao acido e/ou associacdo com
sintomas positivos (SAVARINO; GIACCHINO; SAVARINO et al., 2013).

Pacientes com queimagao ou desconforto (Pirose)

Endoscopia/Biopsia €

® | ©
I ! }

Esofagite erosiva Inibidores da bomba de protons (IBPs)
Esofagite eosinofilica

Néo responsivos | Responsivos

v !
| Pirose NAO RESOLVIDA | |  Pirose RESOLVIDA |
! !
pHmetria-impedancia | DRGE |

® | ©
| ]

Exposicao ANORMAL ao Exposigao NORMAL ao
acido e/ou associagao acido e/ou associagao
com sintomas positivos com sintomas negativos

| NERD |

Figura 8. Algoritmo de Diagndstico Proposto para Pacientes com NERD. Fonte:
Adaptado de SAVARINO; ZENTILIN; SAVARINO, 2013.
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1.7. Tratamento da DRGE

O tratamento dos pacientes com NERD visa aliviar os sintomas, prevenir
recaidas dos sintomas e melhorar a qualidade de vida. Ele se baseia em medidas

ndo farmacolégicas e farmacoldégicas.

1.7.1. Terapias Nao Farmacologicas

1.7.1.1. ModificagOes do Estilo de Vida

As modificacBes no estilo de vida visam prevenir situacdes, uso substancias e
consumo de alimentos que promovam ou facilitem o refluxo gastroesofagico, essas
incluem:

% Elevacéo da cabeceira da cama, sobretudo os pacientes com disturbio do
sono decorrente de pirose noturna.

% Consumo moderado de alimentos possam se correlacionar com 0s
sintomas (por exemplo café, bebidas alcodlicas, fumo, citricos, chocolate etc.).

% Correlacdo com medicamentos potencialmente de risco (por exemplo
AINES e alendronato).

% Evitar grandes refeicdes e deitar-se nas 2 horas posteriores as refeicdes.

% Reducéo do peso corporal, principalmente para obesos.

1.7.2. Terapias Farmacoldgicas

1.7.2.1. Farmacos IBPs

Os IBPs foram introduzidos na terapéutica na década de 80 e atualmente
ainda sédo considerados a terapia de primeira escolha para o tratamento de
pacientes com NERD, tanto no tratamento agudo quanto de manutencéo.

O efeito farmacoldgico dos IBPs resulta da inativagdo da enzima H'/K'-
adenosina trifosfatase (ATPase) localizada na membrana apical das células parietais
do estébmago, bloqueando a via comum final para a secrecdo de acido gastrico.
Devido a uma ligacdo covalente, os efeitos inibitérios dos IBPs podem durar cerca

de 24 h, um tempo relativamente bem maior que a meia vida plasmatica do farmaco
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(cerca de 2 horas) (LOWE, 2006). Na pratica, os pacientes sdo tratados com IBPs
(dose padréo; 1x ao dia) por no minimo 1 més. Se essa intervengdo ndo promover o
controle adequado dos sintomas, recomenda-se aumentar a dose do IBP (dose
padrao; 2x ao dia) (DEAN et al., 2004).

Os efeitos benéficos dos IBPs na obtencdo de alivio dos sintomas em
pacientes com NERD foram bem documentados em vérios estudos. Por exemplo, as
taxas de alivio dos sintomas sdo 40-60% para omeprazol e rabeprazol 20 mg/dia e
cerca de 30% para omeprazol 10 mg/dia durante 4 semanas (BATE et al., 1996;
MINER et al., 2002).

Neste sentido, apesar da grande contribuicdo dos IBP na terapéutica da
NERD, cerca de 40 a 50% nao respondem de maneira satisfatéria as doses padrao,
€ sdo chamados de refratarios na pratica meédica (Figura 9), e que tem sido
considerado um problema no tratamento da NERD (FASS; DICKMAN, 2006).

Doenga do Refluxo

Gastroesofagico

Doencga do Refluxo Esofagite Eséfago de
Nao Erosiva Erosiva Barret
Faléncia com IBP: Faléncia com IBP: Faléncia com IBP:
40-50% 6-15% 20%

|

Figura 9. Proporcéo de Falha Sintoméatica aos IBPs. Fonte: Adaptado de FASS;
DICKMAN, 2006.

1.7.2.2. Farmacos Antagonistas dos Receptores de Histamina tipo 2 (ARH2)

Os ARH2 ligam-se ao receptor histamina-2 na membrana basolateral das
células parietais gastricas. A histamina é secretada pelas células enterocromafins,

um tipo de célula neuroenddcrina encontrada nas glandulas da mucosa gastrica
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abaixo do epitélio estomacal, e constitui um dos principais estimulos para producéo
de &cido (SONTAG, 1990).

Os ARH2 sao eficazes na inibicdo da secrecdo &acida noturna, e a
administracdo desses farmacos antes de dormir ou apos a refeicdo da noite pode
proporcionar alivio, em pacientes com NERD ou EE leve (FACKLER et al., 2002).
Apesar de serem usados como tratamento em algumas situacées no contexto da
NERD, apresentam resultados terapéuticos contraditorios. Estudos com ARH2
mostraram uma taxa de resposta muito limitada, ndo superior ao placebo. Além
disso, o aumento das doses do ARH2 em pacientes ndo responsivos esta associado
a um ganho terapéutico modesto, além de desenvolver tolerancia farmacolégica (por

exemplos 2 semanas apos o inicio do tratamento) (COLIN-JONES, 1995).

1.7.2.3. Alginatos/bicarbonato

Os alginatos constituem uma abordagem alternativa para modular os
sintomas da NERD e impedir o fluxo retrégrado do conteudo gastrico. Eles séo
polissacarideos naturais que, quando em contato com o acido géstrico, precipitam
formando uma camada de gel viscoso de baixa densidade com pH quase neutro
apos alguns minutos, fazendo com que sua acdo seja exercida rapidamente. Além
disso, podem apresentar bicarbonato de sodio ou potassio em sua formulacdo, que
também reage com o &cido gastrico, produzindo diéxido de carbénico (CO,) que fica
aprisionado ao gel recém-formado e o conduz para as regifes mais proximais do
estbmago, ocupando a superficie do conteudo estomacal (MANDEL et al., 2000).

Um exemplo classico de formulagdes dessa natureza é o Gaviscon®. Devido
as particularidades no seu mecanismo, as formulacdes baseadas em alginatos tém
sido comercializadas em todo o mundo sob varias marcas como abordagem
alternativa para pacientes sintomaticos com DRGE, incluindo a NERD.

Partindo do principio que muitos dos pacientes com NERD apresentam falha
na resposta ao tratamento com IBPs quando analisado a partir do alivio dos
sintomas, Manabe e colaboradores (2012) demonstraram que a adicdo de alginato
de sodio a terapia convencional com IBP por 4 semanas, revelou uma maior eficacia
na resolucdo completa da pirose de pacientes com NERD, quando comparado a
monoterapia com IBP (MANABE et al., 2012).
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Além do mecanismo ja conhecido, um estudo recente demonstrou que uma
solucdo contendo alginato de sédio (Gaviscon®) pode aderir a mucosa esofagica de
uma forma topica (bioaderéncia) tornando-se capaz de proteger a integridade da
mucosa do esbfago contra as agressdes do conteudo refluido. Esse efeito foi
demonstrado por meio da aplicacéo topica in vitro em biopsias esofagicas humanas,
na qual o Gaviscon® foi capaz de prevenir a queda na TEER causada pela
exposicao a solucdo acida contendo pepsina e sal biliar, mesmo apdés 60 min de
aplicacdo (WOODLAND et al., 2015).

1.7.2.4. Farmacos Précinéticos

Os procinéticos, assim como os ARH2, apresentam eficacia terapéutica
limitada em pacientes com NERD. Dentre as classes de farmacos com esse
beneficio destacam-se: agonistas do receptor de serotonina tipo 4 (5-HT4) e
antagonistas dos receptores de dopamina tipo 2 (D2). Sdo farmacos sugeridos como
terapia complementar por melhorar os sintomas relacionados a DRGE, sobretudo
em pacientes que apresentaram falha na resposta sintomética ao tratamento com
IBPs (FASS; SIFRIM, 2009).

Os mecanismos pelos quais os agentes procinéticos melhoram os sintomas
de refluxo incluem: 1) melhora do peristaltismo esofagico, 2) aumento da presséo no
EEI, 3) aceleracdo da depuracédo do acido esofagico e 4) aumento do esvaziamento
gastrico (MARADEY-ROMERO, 2014).

Com relacdo a terapia com procinéticos, os beneficios clinicos tém sido
modestos. Por exemplo, um estudo randomizado envolvendo pacientes com NERD,
mostrou que a adicdo de mosaprida (um procinético, agonista de 5-HT4) ao
tratamento com omeprazol em pacientes com NERD, nao foi mais eficaz no controle

de sintomas de refluxo que o omeprazol sozinho (MIWA et al., 2011).
1.8. Receptor vaniléide de potencial transitério tipo 1 (TRPV1)
1.8.1. Aspectos Gerais

O receptor TRPV1 foi descoberto em 1969 a partir da mosca-da-fruta

(Drosophila melanogaster), foi clonado a partir de células de ratos localizadas no
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ganglio da raiz dorsal em 1997 (CATERINA et al., 1997) e constitui um subtipo da
familia dos receptores de potencial transitério (TRP), que incluem ainda TRPC
(candnico); TRPA (anquirina), TRPM (melastatina), TRPP (policistina) e TRPML
(mucolipina), uma familia reconhecida por possuir uma ampla variedade
mecanismos de ativacado e fun¢des bioldgicas (NILIUS, SZALLASI, 2014).

A denominacédo vaniléide deve-se ao fato de serem ativados por compostos
contendo o grupamento vanilil, como por exemplo, a capsaicina (8-metil-N-vanilil-
trans-6-nonamida), substancia presente nas pimentas vermelhas, e resiniferatoxina
(RTX) uma substancia presente no latex do cacto Euphorbia resinifera (NILIUS;
OWSIANIK, 2011). O receptor TRPV1 é considerado multimodal, pois além de ser
ativado por compostos presentes na natureza, € responsivo a uma vasta gama de
ligantes quimicos exégenos e enddgenos (por exemplo, endovaniloides, tais como
anandamida), como também ativadores quimicos como ions H+ (4cido, pH < 6) e
fisicos como o calor (> 42°C) (Figura 10) (MORAN et al., 2011).
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Figura 10. Multiplos Modos para Ativagdo do Receptor TRPV1. Fonte: Adaptado
de MORAN et al., 2011.

Estruturalmente o TRPV1 € um canal formado por 4 subunidades tetraméricas
homologas com as seguintes caracteristicas: 6 dominios transmembrana com um
poro formado pelos dominios S5 e S6, e terminais intracelulares carboxi (C-) e amino
(N-) (Figura 11) (GUNTHORPE; CHIZH, 2009).
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O receptor TRPV1 é designado como canais de cations nédo seletivos, com
uma alta permeabilidade ao Ca®", expresso nos terminais periféricos e centrais dos
neurénios sensoriais (MINKE; COOK, 2002). Esses receptores estdo localizados
principalmente em fibras aferentes primarias de pequeno diametro, particularmente
fibras C ndo-mielinizadas e fibras A-0 mielinizadas, além de vias ascendentes de dor
na medula espinhal e no cérebro. Essas fibras sdo ativadas por meio de sinais
elétricos ou despolarizacdo devido ao influxo catiénico, além da deteccéo direta de
elementos fisicos ou quimicos nocivos (Figura 11) (CATERINA; JULIUS, 2001).

O receptor TRPV1 quando ativado nas terminacbes nervosas sensoriais
desencadeia uma resposta inflamatéria neurogénica que envolve a liberacdo de
neuropeptideos, tais como a substancia P (SP) e o peptideo relacionado com o gene
da calcitonina (CGRP), que contribuem para modular a migracdo de
polimorfonucleares (primariamente neutrofilos) e o extravasamento de plasma
(SZOLCSANYI, 2014).

Esse processo € acompanhado de hipersensibilidade visceral que inclui uma
variedade de mediadores pro-inflamatorios (tais como bradicinina, histamina e
proteases), que modulam a sensibilidade periférica através da funcéo e expresséo
do receptor TRPV1 a nivel de membrana (Figura 12) (JI; XU; GAO, 2014). Embora a
sensibilizagdo periférica seja normalmente reversivel na resolucdo da inflamacéo, as

vias de dor sensibilizadas durante o curso da inflamag¢do aguda podem deixar de
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regressar ao seu estado fisiolégico, contribuindo assim para o estabelecimento da
dor cronica (OLESEN et al., 2016).
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Figura 12. Expressdo do receptor TRPV1 em Fibras Nervosas Periféricas.
Fonte: Adaptado de JI; XU; GAO, 2014.

1.8.2. Implicac6es do Receptor TRPV1 na NERD

O papel do receptor TRPV1 na DRGE ainda néo estéa totalmente elucidado e
estudos tém sido propostos para caracterizar seu nivel de expresséo e localizacédo
no intuito de esclarecer sua funcéo e propor abordagens terapéuticas para pacientes
com DRGE, sobretudo os pertencentes ao subtipo NERD e que sao refratarios ao
tratamento com IBPs.

Assim, apoiando um papel do receptor TRPV1 no desencadeamento dos
sintomas a partir do refluxo gastroesofagico, estudos utilizando biopsias da mucosa
esofégica de pacientes com EE e NERD demonstraram, expressdo aumentada de
TRPV1 (MRNA e proteina), quando comparados aos controles sadios (SHIEH et al.,
2010; GUARINO et al., 2010).

A localizacdo dos receptores TRPV1 foi recentemente identificada no eséfago
de camundongos. Matsumoto e colaboradores (2014) demonstraram que fibras
nervosas imunorreativas para TRPV1 sdo expressas nas ceélulas epiteliais da

mucosa, na camada submucosa e na muscular (principalmente no plexo
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mioentérico), na qual foram co-localizados com CGRP e SP (MATSUMOTO et al.,
2014). Apesar de escassos, dados na literatura mostram que neurdnios
imunorreativos para TRPV1 séo distribuidos na lamina propria de pacientes sadios
ou com esofagite (MATTHEWS et al., 2004).

Além disso, usando um segmento esofagico submetido a exposi¢cao acida por
3h, Cheng e colaboradores (2009) verificaram que o acido induz ativacdo de TRPV1
na mucosa esofagica, liberando SP, CGRP e PAF. Por outro lado, a liberacdo
dessas moléculas foi inibida com um antagonista seletivo de TRPV1 (5-iIRTX). Além
disso, a tetrodotoxina (TTX; uma toxina blogueadora neural) diminuiu a expresséo
de SP e CGRP, mas ndo de PAF, indicando que o TRPV1 promove liberacdo das
duas primeiras a nivel neuronal e que a ativacdo de PAF ocorre por uma via
independente de neurbnio (ou seja, epitelial), que induz quimiotaxia de
polimorfonucleares via IL-8, IL-1 e IL-6, diminuindo as contra¢cdes do musculo
esofagico e favorecendo o refluxo gastroesofagico (Figura 13) (CHENG et al., 2009).
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Figura 13. Ativacdo de TRPV1 Diminui a Motilidade Esofagica e Favorece o
Refluxo Gastroesofagico. Fonte: Adaptado de ALTOMARE et al., 2013.

Assim, a supra-regulacdo de TRPV1 na mucosa esofagica de ambos animais
e pacientes com NERD, sugere que além do papel na hipersensibilidade esofagica,
o receptor TRPV1 podem modular a resposta inflamatdria via desencadeamento de
uma inflamacéo neurogénica com liberacdo de neuropeptideos (tais como SP e

CGRP), constituindo um importante alvo para o tratamento da NERD.
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1.9. Modelos Experimentais de Doenca do Refluxo Gastroesofagico (DRGE)

O desenvolvimento de modelos experimentais € crucial para o desenvolvimento
de ferramentas farmacoldgicas Uteis em diversas doencas e tem sido uma estratégia
importante para melhorar a compreensao da DRGE.

Neste contexto, Omura e colaboradores (1999) padronizaram um modelo
cirdrgico de EE em ratos, o qual tem proporcionado um conhecimento consideravel a
respeito dos aspectos da patobiologia dessa doencga, tais como perfis de citocinas e
expressdo de moléculas de adesdo, importantes reguladores de eventos
inflamatorios, sobretudo na infiltracdo de polimorfonucleares em lesdes esoféagicas
(OMURA et al., 1999).

Da mesma forma, o modelo animal de BE também foi padronizado, por meio de
uma anastomose esofagoduodenal e tém contribuido substancialmente para a
compreensao do papel critico das espécies reativas derivadas do oxigénio (EROS) —
radicais reativos que proporcionam o agravamento da inflamacdo no epitélio
esofagico induzindo BE — e conduzem a sua progressdo para o adenocarcinoma
esofagico (EAC) (GOLDSTEIN et al., 1997).

Apesar dos grandes avangos na pesquisa do NERD, a complexidade de seus
aspectos fisiopatologicos ainda ndo é totalmente compreendida. Dessa forma, o
conhecimento da fisiopatologia, aspectos como a inflamacdo e o comprometimento
da integridade da mucosa, € de fundamental importancia, pois pode contribuir para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Nesse sentido, ndo existe
nenhum modelo animais de NERD, e dessa forma acreditamos que seja uma
alternativa bastante atraente para a pesquisa de eventos iniciais e alteracdes de
funcionalidade envolvidas na NERD e para a descoberta de novos alvos
terapéuticos, considerando seu custo de manutencéo relativamente baixo, além do
potencial para promover sofisticadas mudancas genéticas, por exemplo 0os animais
knockout (KO).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

% Padronizar um modelo experimental de doenca do refluxo gastroesofagico
nao erosiva (NERD) em camundongos.

2.2. Objetivos Especificos

% Avaliar a taxa de mortalidade e a curva ponderal no modelo de NERD em
camundongos;

% Avaliar a cinética das alteracdes histopatoldgicas esofagicas no modelo
de NERD em camundongos;

% Estudar os eventos inflamatérios por meio do peso Umido, atividade de
mieloperoxidase (MPO) e de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-13, IL-6 e KC) no
curso de tempo do modelo de NERD em camundongos;

% Avaliar a integridade da mucosa esofagica por meio da resisténcia elétrica
transepitelial (TEER) e da permeabilidade no modelo de NERD em camundongos;

% Investigar os efeitos da inibicdo da bomba de prétons sobre as alteracbes
histoldgicas, resposta inflamatdria e comprometimento da integridade da mucosa
esofagica no modelo de NERD em camundongos.

% Investigar os efeitos do bloqueio farmacolégico e da deplecdo dos
receptores TRPV1 sobre as alteracdes histolégicas, resposta inflamatéria e o
comprometimento da integridade do epitélio esofagico no modelo de NERD em

camundongos;



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Drogas, Reagentes e Outros Materiais

Acido taurodeoxicélico (Sigma®, Sdo Paulo, Brasil)
Aminofilina (Farmace®, Fortaleza, Brasil)

Atropina (Isofarma®, Eusébio, Brasil)

Capsaicina (Sigma®, Sao Paulo, Brasil)
Capsazepina (Sigma®, Sdo Paulo, Brasil)
Cetamina (Syntec®, Santana de Parnaiba, Brasil)
DTNB (Sigma®, Sdo Paulo, Brasil)

Fluoresceina (Sigma®, Sao Paulo, Brasil)
O-dianisidina (Sigma®, Sdo Paulo, Brasil)
Omeprazol (Cristalia®, Fortaleza, Brasil)

Pepsina (Sigma®, Sao Paulo, Brasil)
Resiniferatoxina (Sigma®, Sdo Paulo, Brasil)
SB366791 (Sigma®, Sao Paulo, Brasil)
Terbutalina (Unido Quimica®, Fortaleza, Brasil)
Xilazina (Konig®, Mairinque, Brasil)

Kit para dosagem de citocinas Bio-Plex Pro™ (BioRad®)
Fio de nylon 4-0 (Point suture®, Fortaleza, Brasil)
Fio de nylon 6-0 (Point suture®, Fortaleza, Brasil)
Fio catgut (Point suture®, Fortaleza, Brasil)

3.2. Aspectos Eticos
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Todos os tratamentos e procedimentos experimentais foram realizados apos a

aprovacdo no Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal
do Ceara — UFC (Protocolo n° 108/14, ANEXO |) e de acordo com as diretrizes
apresentadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal
(CONCEA).
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3.3. Animais

Os protocolos foram realizados utilizando camundongos (Mus musculus)
fémeas, linhagem Swiss, com peso variando entre 30 a 35g, provenientes do
Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade
Federal do Ceard — UFC. Durante o periodo de adaptacdo e experimentacdo, 0s
animais foram mantidos em caixas de polipropileno, em um ambiente com
temperatura e luminosidade controladas, um ciclo de 12h claro/12h escuro, com
acesso a comida e agua ad libitum. No entanto, foram privados de alimentac&o por
14-16 horas antes dos experimentos, mas foi mantido o acesso livre a uma solucao
de reidratacéo oral (contendo 75 mmol/l de Na*, 65 mmol/l de CI', 20 mmol/l de K",

10 mmol/l de citrato, e 75 mmol/l de glicose).

MODELO EXPERIMENTAL:

3.4. Procedimento Cirurgico

O modelo de NERD foi padronizado baseado em adaptacbes do modelo
previamente descrito por Omura e colaboradores (1999), para induzir EE em ratos.
Inicialmente os animais foram anestesiados com uma solucdo contendo cetamina
(100 mgl/kg, i.p.) + xilazina (10 mg/kg, i.p.), o abdomen foi aberto (incisdo de cerca
de 1 cm) e um anel de silicone nao téxico (diametro: 3,25 mm; largura: 2,50 mm,
Embramed, Sdo Paulo, Brasil) foi colocado em torno do duodeno préximo ao piloro
para promover uma sub-estenose e limitar o esvaziamento gastrico. Em seguida, a
regido de transicéo entre o fundo e a regido glandular do estébmago foi ligada com fio
de nylon 4-0 para restringir a complacéncia gastrica (Figura 14). O abdémem foi
entdo fechado por sutura da parede abdominal e da pele com fio cat-gut 4-0. Como
grupo controle (sham; falso operado), os animais foram submetidos ao procedimento
operacional similar, exceto que a sub-estenose e a ligadura ndo foram realizadas.
Em vez disso, o estdbmago foi exteriorizado por aproximadamente 30 s e, em
seguida, retornado para a cavidade abdominal.

Os camundongos foram sacrificados nos dias 1, 3, 7 e 14 ap0s a cirurgia. A
taxa de sobrevida e o peso corporal foram monitorados diariamente. ApOs o

sacrificio, o es6fago foi dissecado, lavado com soro fisioldégico estéril, pesado, e a



47

presenca de Ulcera na mucosa foi examinada macroscopicamente. Em seguida,

amostras do esOfago foram coletadas para avaliagdo das

alteracbes

histopatoldgicas, atividade de MPO e niveis de KC, IL-6, TNF-a e IL-18, como

descritos a sequir.

Esdfago Fundo

Limite
Fundo/Corpo

Piloro

\

‘ Estenose

Pilorica

Duodeno

Ligadura do Fundo

Ligadura do

/ Fundo

Sub-estenose pidrica [ SACRIFicIO

CIRURGIA

| | | |

|

18 h (1d ) (3d ] [ 7d | [14d]

Jejum Suplementagio com Solugio Glicosada (ORAL)

Figura 14. Preparacédo Cirargica e Curso Temporal do Modelo de NERD. Fonte:

Adaptado de Omura et al., 1999.

PARAMETROS GERAIS DO MODELO EXPERIMENTAL

3.5. Taxa de Sobrevida

A taxa de sobrevida foi avaliada por meio da observagao diaria dos animais a

partir do dia da cirurgia até o dia do sacrificio. Os valores foram expressos como

porcentagem (%) de sobrevida.

3.6. Curva Ponderal

O peso corporal dos camundongos foi mensurado em gramas (g), uma vez ao

dia, durante 14 dias. Os resultados foram expressos como % do peso corporal

inicial, na qual a peso inicial (mensurado antes da cirurgia) é considerado o 100%.
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AVALIACAO DA RESPOSTA INFLAMATORIA NO ESOFAGICO

3.7. Analise Histopatolodgica

Amostras do esofago foram retiradas e fixadas em formol tamponado a 10%,
onde permaneceram por 18 h. Em seguida, foram transferidas para uma solucao de
alcool a 70%, onde permaneceram até a realizacao dos procedimentos histoldgicos.
O material biologico foi seccionado e embebido em parafina, e realizados cortes 5
pum. O material foi entdo corado com hematoxilina e eosina (H&E) e analisado
usando um microscopio o6ptico. As amostras foram avaliadas de acordo com
modificacdes dos critérios descritos previamente (Tabela 1) (YERIAN et al., 2011).
Toda a avaliacdo histopatologica foi realizada por um patologista sem o

conhecimento prévio dos grupos experimentais (Soares, P.M.G.).

Tabela 1. Escores de Avaliacdo Histopatoldgica para Es6fago.

ESCORES PARAMETROS ANALISADOS

0-2 Hiperplasia da Camada de Células Basais
0-2 Polimorfonucleares Intraepitelial
0-3 Polimorfonucleares na Lamina Propria
0-1 Erosdes

0-4 Edema

3.8. Peso Umido

O peso umido do eséfago foi utilizado como um indicador adicional de edema,
um sinal clinico da inflamacédo. Para isso, o eséfago foi dissecado, lavado com soro
fisiologico estéril, pesado e medido. Os resultados foram expressos em miligramas

por centimetro (mg/cm).

3.9. Atividade da Mieloperoxidase (MPO)

A atividade de MPO foi avaliada como um marcador bioquimico da infiltracao

de granuldcitos, ela € uma enzima presente nos granulos azurofilicos dos neutroéfilos
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e outras células da origem mieldide. Amostras do es6fago foram homogeneizadas
com brometo de hexadecitrimetilaménio a 0,5% (HTAB; pH 6,0) em tampéo de
fosfato de potassio para preparar um homogenato a 10%. O homogeneizado foi
centrifugado a 4500 rpm por 20 min a 4°C, e o sobrenadante foi utilizado para a
andlise. A atividade da MPO foi aferida utilizando peroxido de hidrogénio (H.O,) a
1% como substrato para essa enzima. Durante o ensaio, a medida que o H,O, for
degradado, ocorre a producdo de anion superoxido, responsavel pela conversao de
o-dianosidina em um composto de cor marrom (BRADLEY et al.,, 1982). Os

resultados foram expressos em unidades por miligramas (U/mg) de tecido.

3.10. Dosagem da Citocinas TNF-a, IL-1B, IL-6 e KC

As citocinas foram analisadas utilizando o kit de citocinas multiplex (Bio-Rad,
Hercules, CA, EUA), e o procedimento foi realizado de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. As amostras foram lidas no sistema de instrumentagdo Luminex™ (Bio-
Rad, Hercules, CA, EUA) e analisadas utilizando o software Bio-Plex Manager™ 6.1.
A quantidade de proteina em cada amostra foi medida usando o método de Bradford
(BRADFORD et al.,, 1976) e os resultados foram expressos em picograma por

miligrama (pg/mg) de proteinas.

AVALIACAO DAS ALTERACOES FUNCIONAIS DA MUCOSA ESOFAGICA

3.11. Aspectos Gerais do Protocolo em Cémara de Ussing

Neste protocolo, foram utilizadas amostras da mucosa esofagica de
camundongos operados e sacrificados nos dias 7 e 14 apés a cirurgia, e animais
sham. O eso6fago foi dissecado, retirado da camada muscular (amostra constituida
por epitélio escamoso estratificado queratinizado e tecido conjuntivo subjacente) e
aberto numa placa contendo tampéo bicarbonato Krebs-Henseleit (KHBB, pH 7,4,
contendo NaCl a 118 mM, KCI a 4,7 mM, CaCl, a 1,2 mM, MgSO,4 a 1,2 mM,
NaH,PO, a 1,2 mM, NaHCO3; a 25 mM e glicose a 11 mM). As mucosas esofagicas
foram montadas na camara de Ussing (Mussler Scientific Instruments, Aachen,

Alemanha), com 0,017 cm? de area exposta. O KHBB foi mantido a 37°C e aerado
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com carbogénio (95% de O, e 5% de CO;). Em seguida, foram realizadas as

avaliacdes da TEER e da permeabilidade, como descritos a seguir.
3.12. Resisténcia Elétrica Transepitelial (TEER)

Inicialmente, foi aferida a resisténcia do fluido nas camaras por meio de
eletrodos Ag/AgCl submersos na solucdo de KHBB. A resisténcia foi calculada de
acordo com a lei de Ohm a partir das deflexdes de tensdo induzidas por pulsos de
corrente bipolar de 50 YA, duragéo de 200 ms a cada 6 s aplicada através de fios de
prata. Posteriormente, os tecidos foram montados nas camaras e o sistema elétrico
foi equilibrado até obter a TEER basal estavel (cerca de 30 min). Em seguida, o lado
luminal foi exposto durante 60 min a uma “solucdo teste” KHBB pH 1,0 ou 0,5,
contendo pepsina (1 mg/ml) e acido taurodeoxicolico (TDCA, 2 mM). A TEER foi
continuamente gravada durante o tempo de exposicdo e representada como Q/cm?
(TOBEY et al., 2004). Os resultados foram expressos como percentual (%) de
variacdo da resisténcia basal, nos tempos de 10, 30 e 60 min apds a exposicao,

sendo a resisténcia basal considerada como 100% (Figura 15).

Eletrodo de

Eletrodo de
corrente

voltagem

Tubo para
entrada de gas

I Equilibrio | Exposi¢éo a solugdo teste |
[ | |

Mucosa do esofago
separada nos dois
compartimentosda
camara CAmara

“Basal”

Camara
“Luminal”

Variacdo da TEER

TEER (Q/cm,)

Resisténcia elétrica transepitelial

Figura 15. Representacdo Esquemética do Estudo da TEER em Céamara de
Ussing. Fonte: Adaptado WOODLAND et al., 2013a.
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3.13. Permeabilidade Epitelial

As mucosas do esbfago foram montadas numa camara de difusdo para
medicdo da permeabilidade a fluoresceina (376 Da, 1 mg/ml, diluido em KHBB pH
7,4), um tracador fluorescente permeavel que passa através das camadas da
mucosa (FARRE et al., 2007). Ap6s estabilizacdo com KHBB a pH 7,4 (cerca de 30
min) a solucao do lado luminal foi substituida por uma solu¢éo contendo o tracejador
fluorescente. Uma amostra (100 ul) foi retirada do lado basolateral (serosa) em
intervalos de 1 h, durante 3 h (Figura 16). O marcador foi avaliado utilizando um
leitor de fluorescéncia (FLUOstar Omega; BMG Labtech, Ortenberg, Alemanha). Os
valores do fluxo de fluoresceina foram expressos em micromols por centimetro

quadrado (umol/cm?), a partir de uma curva padrao feita para cada analise.

[ Camara de difusao J

$ | U

Parte Parte
Luminal Serosa

To 1h 2h 3h

I 1 ' ]
| 1 1 1

g U J

[ Amostras de 100 pl ]

Figura 16. Representacdo Esquemética do Estudo da Permeabilidade. Fonte:
Adaptado de FARRE et al., 2007.

DELINEAMENTO 1:
Pergunta de Partida: A Inibicdo da Bomba de Protons previne as Alteracdes

Inflamatérias e a Perda da Integridade da Mucosa Esofagica no Modelo de
NERD?

Grupos Experimentais:
% Grupo | — Sham (N= 6-7)
s Grupo Il — Operados 7 dias (N= 6-7)
% Grupo lll — Operados 7 dias + Omeprazol (N= 6-7)
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Neste protocolo os camundongos foram tratados com omeprazol (um IBP: 40
mg/kg, i.p.), uma vez ao dia, iniciando no dia da cirurgia e sacrificados no 7° dia pés-
cirargico. A dose eficaz de omeprazol utilizada foi estabelecida conforme descrito
previamente (BANERJEE et al.,, 2007). O esb6fago foi coletado para avaliacdo do
peso umido, analise histopatologica, atividade de MPO, TEER e permeabilidade.

DELINEAMENTO 2:

Pergunta de Partida: O receptor TRPV1 esta Envolvido nas Alteracdes

Inflamatérias e Perda da Integridade da Mucosa Esofagica no Modelo de
NERD?

Grupos Experimentais:
% Grupo | — Sham (N= 6-7)
% Grupo Il — Operados 7 dias (N= 6-7)
% Grupo lll — Operados 7 dias + capsazepina (N= 6-7)
% Grupo IV — Operados 7 dias + SB366791 (N= 6-7)
% Grupo V - Operados 7 dias + Resiniferatoxina (N= 6-7)

3.14. Protocolo 1: Capsazepina e SB366791 (Bloqueio Farmacolégico dos
Receptores TRPV1)

Os camundongos foram tratados com o0s antagonistas de TRPV],
capsazepina (5 mg/kg, i.p.) ou SB366791 (3 mg/kg, i.p.), uma vez ao dia, iniciando
no dia da cirurgia e sacrificados no 7° dia pds-cirdrgico. As doses eficazes de
capsazepina e SB366791 foram estabelecidas conforme descrito previamente
(MEDEIROS et al.,, 2009; BERTIN et al.,, 2014). O eso6fago foi coletado para
avaliacdo do peso umido, analise histopatologica, atividade de MPO, TEER e

permeabilidade.
3.15. Protocolo 2: Resiniferatoxina (Deplecdo dos Receptores TRPV1)
Nesse protocolo a resiniferatoxina (RTX, um agonista ultrapotente de TRPV1)

foi utilizada para dessensibilizar e esgotar toda a populacdo de neurdnios sensoriais

sensivel a capsaicina, o que leva a uma denervacdo funcional sustentada. O
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esquema de denervacdo com RTX consistiu de 3 administragdes por via
subcutanea, em dias consecutivos: D1 — 30 pg/kg, D2 — 70 pg/kg e D3 — 100 pg/kg.
Cada administracdo de toxina foi realizada em conjunto com um coquetel protetor
contra insuficiéncia respiratoria (0,4 ml de terbutalina [0,5 mg/ml], 0,2 ml de atropina
[1 mg/ml] e 0,4 ml de aminofilina [48 mg/ml] em 9 ml de solucdo salina fisiolégica).
Os animais foram utilizados 7 dias apos a ultima administracdo (ENGEL et al., 2011).

A denervacdo de TRPV1 foi validada pelo teste de limpeza ocular.
Resumidamente, uma gota de capsaicina a 0,01% em solucéo salina foi colocada na
cornea do olho dos camundongos e avaliado a limpeza defensiva durante 1 min. A
perda da resposta de limpeza ocular indica deplecdo de TRPV1 em neurdnios
aferentes e apenas os animais que apresentaram auséncia de limpeza, foram
utilizados para os experimentos (TAKAHASHI et al., 2016).

3.16. Anédlises Estatisticas

Os dados foram mostrados como média + E.P.M. ou mediana com minimo e
maéaximo, quando apropriado. As analises estatisticas foram realizadas pelo teste
One-way ANOVA seguido pelo teste de Newman—Keuls ou Two-way ANOVA
seguido pelo teste de Bonferroni's (para dados paramétricos) e teste de Kruskal—
Wallis seguido pelo teste de Dunn’s (para dados néo-paramétricos). Valor de P
menor que 0,05 (P < 0,05) foi considerado como sendo significante estatisticamente.

Os dados foram analisados através do programa estatistico GraphPad Prism 5.0°.
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4. RESULTADOS

4.1. Alteracdes na Taxa de Sobrevida e Curva ponderal no Modelo de NERD

A figura 17A mostra que 0s animais operados apresentaram uma taxa de
sobrevida de 78%, no 14° dia pés-cirargico. Observa-se ainda que a morte dos
animais ocorreu principalmente até o 3° dia pdés-cirurgico. Por outro lado, nos
animais do grupo sham a taxa de sobrevida foi de 100%.

Conforme mostrado na figura 17B, o0s animais do grupo operados
apresentaram uma perda significativa (P < 0,05) do peso corporal ao longo do
protocolo experimental, quando comparados aos animais do grupo sham. Essa
alteracéo foi observada principalmente até o 3° dia (89,0 + 1,6% do peso corporal
inicial) e retornando ao peso inicial no 9° dia (99,1 + 1,4% do corpo inicial peso) pos-

cirargico.
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Figura 17. Taxa de Sobrevida e Curva Ponderal no Modelo de NERD. A taxa de
sobrevida (A) é expressada como % de sobrevivéncia e analisada pela curva de
Kaplan-Meier e a diferenca entre os grupos pelo teste de Log-rank. O peso corporal
(B) é expressado como % do peso corporal inicial e analisado pelo teste Two-way

ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. *P < 0,05 versus grupo sham.
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4.2. Modelo de NERD em Camundongos Apresenta Inflamacdo Esofégica

Microscopica

A avaliacdo histopatologica mostra que 0s animais operados apresentam
alteracbes microscopicas com uma resposta inflamatéria esofagica, quando
comparados aos animais do grupo sham. Essas alteracbes microscopicas sao
caracterizadas por infiltrado celular de polimorfonucleares (com predominio de
neutrofilos) intraepitelial e na lamina propria, e edema na lamina propria,
visualizados no 3° e 7° dia pos-cirrgico (Figura 18 e Tabela 2). Esta reposta
inflamatdria foi ausente ou residual no 14° dia. Além disso, foi também observado
hiperplasia da camada de células basais, sobretudo nos animais operados e
sacrificados no 3° dia apO6s o procedimento cirdrgico, quando comparados aos
animais do grupo sham. Por outro lado, ndo foram observadas Ulceras no eséfago
em nenhum dos intervalos analisados (Figura 18 e Tabela 2).
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Figura 18. Fotomicrografias do Esd6fago no Modelo de NERD. Animais do grupo
sham apresentam arquitetura normal do esodfago (painéis A e F). Alteracdes
microscoépicas no eséfago foram observadas em animais operados e sacrificados no
1° dia (painéis B e G), 3° dia (painéis C e H), 7° dia (painéis D e |) e 14° dia (painéis
(E e J), mesmo na auséncia de eros6es na mucosa. Painéis A — E (100x) e F - J
(400x%). Seta vermelha indica hiperplasia da camada de células basais, seta preta
indica edema, seta verde indica infiltrado de polimorfonucleares na lamina prépria.



58

Tabela 2. Escores das Alteragcdes MicroscoOpicas Esofagicas no Modelo de

NERD.
PARAMETROS ANALISADOS
Grupos Hiperplasia da PMN PMN_ Edem_a na
. . Camada de o na Lamina Lamina Erosdes
Experimentais célul : Intraepitelial P L
(N=6-7) élulas Basais (0-2) Prépria Prépria (0-1)
(0-2) (0-3) (0-4)
Sham 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-2) 0,5 (0-1) 0 (0-0)
Operados
(1° dia) 1(1-1) 0 (0-1) 1 (0-1) 1(0-1) 0 (0-0)
Operados * * A _4)* -
(3° dia) 2(1-2) 2 (0-2) 3(3-4) 4 (2-4) 0 (0-0)
Operados
(7° dia) 1 (0-1)* 1(0-1) 1,5 (1-3)* 2 (0-4)* 0 (0-0)
Operados
(14° dia) 1(1-1) 0 (0-0) 0,5 (0-2) 0,5 (0-3) 0 (0-0)

Nota: Os resultados sdo expressos como mediana com minimo € maximo mostrados
nos parénteses. Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido
pelo teste de Dunn’s. *P < 0,05 versus grupo sham.
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4.3. Curso Temporal da Resposta Inflamatéria no Modelo de NERD

Como pode-se visualizar na figura 19, os animais operados apresentaram
aumento significativo (P < 0,05) do peso umido e da atividade de MPO do esb6fago
no 3° (37,5 £ 4,6 mg/cm e 12,7 =+ 2,7 U/mg de tecido, respectivamente) e 7° dia (28,0
+ 4,3 mg/cm e 8,5 + 1,2 U/mg de tecido, respectivamente) pds-cirirgico, quando
comparados aos animais do grupo sham (15,2 £ 0,7 mg/cm e 0,3 + 0,1 U/mg de
tecido, respectivamente), esses parametros retornaram ao nivel basal no 14° dia
(21,4 £ 1,3 mg/cm e 0,8 £ 0,2 U/mg de tecido) pés-cirdrgico (Figura 19A e B,
respectivamente).

Na figura 19 observa-se também que os animais operados apresentam
aumento significativo (P < 0,05) dos niveis de KC e de IL-6 no esbfago, quando
sacrificados no 3° (219,5 + 66,2 e 37,5 + 4,8 pg/mg de proteinas, respectivamente) e
7° dia (249,4 £ 68,0 and 37,9 + 8,8 pg/mg de proteinas, respectivamente) pos-
cirdrgico, quando comparados aos animais do grupo sham (60,3 + 8,2 and 13,2 + 3,9
pg/mg de proteinas, respectivamente), os niveis dessas citocinas retornaram ao
nivel basal no 14° dia (94,4 + 26,4 e 8,6 + 4,5 pg/mg de proteinas, respectivamente)
pés-cirargico (Figura 19C e D, respectivamente). Curiosamente, os niveis de IL-13 e
de TNF-a ndo foram alterados em nenhum dos intervalos analisados (Figura 19E e

F, respectivamente).
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Figura 19. Curso Temporal das Altera¢cdes Inflamatoria Esofagicas no Modelo
de NERD. Peso umido (A), atividade de MPO (B), niveis de KC (C), IL-6 (D), IL-1
(E) e TNF-a (F) no es6fago foram avaliados em animais sham e operados,
sacrificados no 1°, 3°, 7° e 14° dias poOs-cirurgico. Os resultados sdo expressos como
meédia = E.P.M de 6-7 animais por grupo e foram analisados pelo teste One-way

ANOVA seguido pelo teste de Newman—Keuls. *P < 0,05 versus grupo sham.
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4.4. Modelo de NERD Apresenta Comprometimento da Integridade da Mucosa
Esofégica

Os animais operados e sacrificados no 7° e 14° dia pos-cirdrgico
apresentaram TEER basal da mucosa esofagica de 170,5 + 13,9 Q/cm? e 178,8 +
23,5 Q/cm?, respectivamente, ndo apresentando diferencas estatisticas dos animais
do grupo sham (182,5 + 17,3 Q/cm?).

A figura 20 mostra que a mucosa esofagica de animais operados e
sacrificados no 7° ou 14° dia pdés-cirdrgico, ndo apresenta alteracdes significativas
na TEER quando exposta a uma solucdo pH 1 contendo pepsina e TDCA, quando
comparados aos animais do grupo sham (Figura 20A). Por outro lado, quando a
mucosa foi exposta a uma solucéo pH 0,5 contendo pepsina e TDCA, observou-se
uma queda na TEER apés 30 e 60 min significativamente (P < 0,05) maior na
mucosa esofagica de animais operados e sacrificados no 7° (61,4 + 10,0 e 52,0 £
10,2% da resisténcia basal, respectivamente) e 14° dia (82,3 £ 5,9 e 70,0 = 8,7% da
resisténcia basal, respectivamente) pds-cirdrgico, quando comparados aos animais
do grupo sham (95,6 + 2,3 and 101,3 + 5,7% da resisténcia basal, respectivamente)
(Figura 20B).

Conforme mostrado na figura 20C, a mucosa esoféagica de animais operados
e sacrificados no 7° e 14° dia pos-cirargico apresentou um aumento significativo (P <
0,05) da permeabilidade a fluoresceina apds 2 h (481,1 + 103,9 e 499,5 + 68,6
pmol/cm?, respectivamente) ou 3 h (805,3 + 106,2 e 707,3 + 86,4 pmol/cm?,
respectivamente) de avaliacdo, quando comparados aos animais do grupo sham
(267,9 + 31,8 e 554,7 + 54,6 umol/cm?, respectivamente).
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Figura 20. Alteracfes na Integridade da Mucosa Esofagica no Modelo de NERD.

A TEER foi avaliada ap6s exposi¢cdo da mucosa esofégica a uma solucdo pH 1,0 (A)

ou pH 0,5 (B) contendo pepsina e TDCA. A permeabilidade a fluoresceina (C) foi

avaliada na auséncia de exposicdo ao estimulo agressor. Os resultados sé&o

expressos como média + E.P.M de 6-7 animais por grupo e foram analisados pelo

teste Two-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. *P < 0,05 versus grupo

sham.
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4.5. Inibicdo da Bomba de Prétons Atenua as Alteraces Microscdopicas no
Modelo de NERD

Como mostrado na figura 21 e tabela 3, comparados aos animais do grupo
sham, os animais operados e sacrificados no 7° dia pos-cirdrgico apresentaram
alteracdes microscopicas no esb6fago, caracterizadas por hiperplasia da camada de
células basais, infiltrado de polimorfonucleares intraepitelial e na lamina propria (com
predominio de neutréfilos) e edema. Por outro lado, o tratamento dos animais com

omeprazol (40 mg/kg) atenuou essas alteracdes histopatologicas.
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Figura 21. Efeito da Inibicdo da Bomba de Prétons sobre as Alteracdes
Histopatol6gicas no Modelo de NERD. Animais do grupo sham (painéis A e D)
apresentam arquitetura normal do eséfago. Animais operados e sacrificados no 7°
dia (painéis B e E) pés-cirlrgico apresentam alteracdes microscoépicas. O tratamento
dos animais com omeprazol (um IBP; painéis C e F) atenuou essas alteracoes.
Painéis A — C (100x); D — F (400x). Seta vermelha indica hiperplasia da camada de
células basais, seta preta indica edema e seta verde indica infiltrado de

polimorfonucleares na lamina propria.
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Tabela 3. Escores do Efeito da Inibicdo da Bomba de Prétons sobre as

Alteracdes Microscoépicas Esofagicas no Modelo de NERD.

PARAMETROS ANALISADOS

Gripos Hiperplasia da PMN PMN. Edem.a na )
Experimentais Camada de Intraepitelial na Lamina Lamina | Erosdes
p(N—6-7) Células Basais (0?2) Prépria Prépria (0-1)

) (0-2) (0-3) (0-4)
Sham 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1) 0,5 (0-1) 0 (0-0)
Operados . . . .
(7° dia) 1(1-2) 1 (0-2) 1,5 (1-3) 2 (1-2) 0 (0-0)
Omeprazol 1 (0-1) 0 (0-1)" 0,5 (0-1)* 1 (0-1) 0 (0-0)

Nota: Os resultados sdo expressos como mediana com minimo e maximo mostrados
nos parénteses. Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido
pelo teste de Dunn’s. *P < 0,05 versus grupo sham; "P < 0,05 versus grupo
operados (7° dia). PMN: polimorfonucleares.
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4.6. Inibicdo da Bomba de Prétons Reduz a Resposta Inflamatdria no Modelo
de NERD

Na figura 22 observa-se que os animais operados e sacrificados no 7° dia
pés-cirargico apresentaram aumento significativo (P < 0,05) do peso umido (25,7 £
2,4 mg/cm; Figura 22A) e da atividade de MPO (9,0 = 1,2 U/mg de tecido; Figura
22B) no esb6fago, quando comparados aos animais do grupo sham (15,3 = 0,9
mg/cm e 0,3 + 0,1 U/mg, respectivamente). Por outro lado, o tratamento dos animais
com omeprazol (um IBP; 40 mg/kg) reduziu significativamente (P < 0,05) esses
parametros (peso umido: 18,9 + 0,9 mg/cm e MPO: 2,0 £ 0,6 U/mg de tecido).
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Figura 22. Efeito da Inibicdo da Bomba de Prétons sobre a Resposta
Inflamatéria Esofagica no Modelo de NERD. Peso umido (A) e atividade de MPO
(B) do esbdfago foram avaliados em animais operados e sacrificados no 7° dia pos-
cirdrgico, ou tratados com omeprazol (um IBP; 40 mg/kg). Os resultados sé&o
expressos como média + E.P.M de 6-7 animais por grupo e foram analisados pelo
teste One-way ANOVA seguido pelo teste de Newman—Keuls. *P < 0,05 versus

grupo sham; *P < 0,05 versus grupo operados (7° dia).
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4.7. Inibicdo da Bomba de Protons Previne a Perda da Integridade da Mucosa
no Modelo de NERD

A mucosa esofagica de animais operados e sacrificados no 7° dia pos-
cirdrgico apresentou uma queda mais pronunciada na TEER em 30 min (63,6 + 9,2%
da resisténcia basal) e 60 min (54,8 + 9,6% da resisténcia basal) apds exposicao a
uma solucdo pH 0,5 contendo pepsina e TDCA (Figura 23A). Além disso, esses
animais apresentaram um aumento da permeabilidade a fluoresceina a 3 h (852,5 +
109,9 pmol/cm?), quando comparados aos animais do grupo sham (30 min: 93,9 +
3,6 e 60 min: 92,7 + 3,9 da resisténcia basal e 431,9 * 70,9 umol/cm?,
respectivamente) (Figura 23B). No entanto, essas alteracdes foram prevenidas de
forma significativa (P < 0,05) em animais tratados com omeprazol (30 min: 89,8 + 3,2
e 60 min: 86,2 * 6,2% da resisténcia basal e 486,2 + 72,8 umol/cm?,

respectivamente) (Figuras 23A e B, respectivamente).
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Figura 23. Efeito da Inibicdo da Bomba de Protons sobre o Comprometimento
da Integridade da Mucosa Esofégica no Modelo de NERD. TEER (A) foi avaliada
apos exposicao com solucdo pH 0,5 contendo pepsina e TDCA, e a permeabilidade
a fluoresceina (B) foi avaliada na auséncia de estimulo agressor. Esses parametros
foram avaliados em animais sham, operados e sacrificados no 7° dia pds-cirargico, e
tratados com omeprazol (um IBP; 40 mg/kg). Os resultados s&o expressos como
média + E.P.M de 6-7 animais por grupo e foram analisados pelo teste Two-way
ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. *P < 0,05 versus grupo sham; “P < 0,05
versus grupo operados (7° dia). OME: omeprazol.
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4.8. Bloqueio Farmacoldgico ou Deplecdo de TRPV1 Atenua as Alteracfes
Histopatologicas no Modelo de NERD

A figura 24 e a tabela 4 mostram que os animais operados e sacrificados no
7° dia poés-cirargico apresentaram alteracdes microscopicas no esofago,
caracterizadas por hiperplasia da camada de células basais, infiltrado de
polimorfonucleares intraepitelial e na lamina prépria e edema, quando comparados
aos animais do grupo sham. Por outro lado, o tratamento dos animais com
SB366791 ou capsazepina (antagonistas de TRPV1; 3 e 5 mg/kg, respectivamente)
ou resiniferatoxina (para deplecdo de TRPV1) atenuou essas alteracoes

histopatoldgicas.
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Figura 24. Efeito do Bloqueio Farmacoldgico e da Deplecao de TRPV1 sobre as
Alteracdes Histopatolégicas no Modelo de NERD. Grupo sham (A e F) mostrando
arquitetura normal do esbéfago. Grupo de animais operados e sacrificados no 7° dia
(B e G) mostrando hiperplasia da camada de células basais (Seta vermelha), edema
(seta preta), infiltrado de polimorfonucleares na lamina propria (seta verde). O
tratamento com SB366791 (C e H), capsazepina (D e I) ou resiniferatoxina (E e J)

atenuou essas alteracdes histopatologicas. Painéis A — D (100x) e E — H (400x).
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Tabela 4. Escores do Efeito do Bloqueio Farmacoldogico e da Deplecdo de
TRPV1 sobre as Alteracdes Microscopicas Esofagicas no Modelo de NERD.

P AR A » . A A A . .

Crllnes Hiperplasia da PMN PMN. Edem.a na i
Experimentais Camada de Intraenitelial na Lamina Lamina | Erosdes
p(N—6-7) Células Basais (0?2) Prépria Prépria (0-1)

- (0-2) (0-3) (0-4)
Sham 0 (0-1) 0 (0-1) 1(1-1) 1(0-1) 0 (0-0)
Operados . . . .
(70 dia) 2(1-2) 1(1-2) 2 (1-3) 2 (2-4) 0 (0-0)
Capsazepina 0 (0-1)* 0 (0-1)* 1 (1-1)* 1(0-2) 0 (0-0)
SB366791 1 (0-2)* 0 (0-1)* 1 (1-2)* 1(1-2) 0 (0-0)
RTX 0 (0-1)* 0 (0-0)* 0 (0-1)* 0 (0-1)* 0 (0-0)

Nota: Os resultados sao expressos como mediana com minimo e maximo mostrados
nos parénteses. Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido
pelo teste de Dunn’s. *P < 0,05 versus grupo sham; “P < 0,05 versus grupo
operados (7° dia). SB: SB366791, RTX: resiniferatoxina.
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4.9. Bloqueio Farmacologico ou Deplecdo de TRPV1 Reduz a Resposta
Inflamatéria no Modelo de NERD

Observa-se na figura 25 que os animais operados e sacrificados no 7° dia
pés-cirargico apresentaram aumento significativo (P < 0,05) do peso umido (21,6 +
1.5 mg/cm; Figura 25A) e da atividade de MPO (14,5 + 2,7 U/mg de tecido; Figura
25B) no esb6fago, quando comparados aos animais do grupo sham (13,5 = 0,5
mg/cm e 0,5 + 0,3 U/mg, respectivamente). Por outro lado, o tratamento dos animais
com capsazepina (peso umido: 14,6 + 1,1 mg/cm, MPO: 7,8 £ 1,5 U/mg de tecido),
SB366791 (peso umido: 12,2 + 0,6 mg/cm, MPO: 0,5 + 0,4 U/mg de tecido) ou
resiniferatoxina (peso umido: 14,6 £ 0,5 mg/cm, MPO: 1,4 £ 1,6 U/mg de tecido)
reduziu significativamente (P < 0,05) esses parametros (Figuras 25A e B,

respectivamente).
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Figura 25. Efeito do Bloqueio Farmacolédgico e da Deplecédo de TRPV1 sobre a
Resposta Inflamatéria Esofdgica no Modelo de NERD. Peso Umido (A) e
atividade de MPO (B) no estfago foram avaliados em animais sham, operados e
sacrificados no 7° dia pos-cirdrgico, e animais tratados com capsazepina (CPZ; 5
mg/kg), SB366791 (SB; 3 mg/kg) ou resiniferatoxina (RTX). Os resultados sao
expressos como média + E.P.M de 6-7 animais por grupo e foram analisados pelo
teste One-way ANOVA seguido pelo teste de Newman—Keuls. *P < 0,05 versus

grupo sham; *P < 0,05 versus grupo operados (7° dia).
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4.10. Bloqueio Farmacoldgico ou Deplecdo de TRPV1 Previne a Perda da
Integridade da Mucosa no Modelo de NERD

Conforme demonstrado na figura 26, a mucosa esofagica dos animais
operados e sacrificados no 7° dia pds-cirargico apresentou uma queda significativa
(P <0,05) na TEER, 30 min (64,8 + 7,7% da resisténcia basal) e 60 min (53,3 + 9,8%
da resisténcia basal) apos a exposi¢cdo com uma solucao pH 0,5 contendo pepsina e
TDCA e um aumento da permeabilidade a fluoresceina a 3 h (852,4 £ 109,9
pmol/cm?), quando comparados aos animais do grupo sham (30 min: 94,6 + 6,2% e
60 min: 93,1 + 9,1% da resisténcia basal e 431,9 + 70,9 pmol/cm?, respectivamente)
(Figura 26A e B, respectivamente). Por outro lado, o tratamento dos animais com
SB366791 (TEER 60 min: 75,8 + 7,3% da resisténcia basal e 500,0 + 87,5 pmol/cm?,
respectivamente) ou resiniferatoxina (TEER 60 min: 74,1 + 19,8% da resisténcia
basal e 574,7 + 46,4 umol/cm?, respectivamente) preveniu de forma significativa (P <

0,05) essas alteracoes.
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Figura 26. Efeito do Bloqueio Farmacolégico e da Deplecdo de TRPV1 sobre o
Comprometimento da Integridade da Mucosa Esofagica no Modelo de NERD.
TEER (A) foi avaliado ap6s exposicdo com solucdo pH 0,5 contendo pepsina e
TDCA e a permeabilidade a fluoresceina (B) foi avaliada na auséncia de estimulo
agressor, em animais sham, operados e sacrificados no 7° dia pds-cirurgico, tratados
com SB366791 (SB; 3 mg/kg) ou resiniferatoxina (RTX). Os resultados sé&o
expressos como média + E.P.M e foram analisados pelo teste Two-way ANOVA
seguido pelo teste de Bonferroni. *P < 0,05 versus grupo sham; P < 0,05 versus

grupo operados (7° dia).
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, nés padronizamos um modelo experimental de doenca
do refluxo néo erosiva (NERD) induzido cirurgicamente em camundongos, por meio
de adaptacBes da técnica proposta por Omura e colaboradores (1999) para
esofagite erosiva (EE) em ratos. Este modelo animal caracteriza-se por: 1)
Alteracdes histopatoldgicas no eséfago, mas ausente de erosfes macroscopicas, 2)
Resposta inflamatoria (edema, infiltrado de polimorfonucleares e citocinas pro-
inflamatorias), que atingem pico entre 3 e 7 dias e se restabelece no 14° dia pos-
cirargico, e 3) Comprometimento da integridade mucosa esofégica, observados em
animais sacrificados no 7° e 14° dia pos-cirurgico, o qual demonstramos por uma
gueda mais pronunciada da resisténcia elétrica transepitelial (TEER) quando
exposta a “solucdo acida teste” e aumento da permeabilidade a fluoresceina,
comparados aos animais sham (controle).

Além disso, nossos dados mostram que essas alteracfes esofagicas sao
mediadas pelo menos em parte, pela presenca de acido no contetdo refluido a partir
do estdbmago, uma vez que o omeprazol (um IBP) foi capaz de prevenir essas
alteracdes. No presente estudo, foi também demonstrado que o receptor TRPV1
(uma molécula ativada por acido) possui papel critico no desencadeamento da
inflamacédo e na perda da integridade da mucosa.

Na pratica clinica ndo existe uma abordagem terapéutica totalmente eficaz
para reduzir os sintomas clinicos de pacientes com NERD e assim melhorar sua
qualidade de vida, especialmente aqueles que ndo respondem aos farmacos padréo
(SCHOLTEN, 2007). Como parte desta limitacdo estd o conhecimento limitado
acerca do desenvolvimento e progressdo da doenca, bem como os mecanismos
moleculares envolvidos no estabelecimento de sintomas. Nesse sentido, modelos
animais surgem como valiosa ferramenta para a investigacdo dos passos criticos
envolvidos na complexidade da génese e fisiopatologia da NERD.

Tendo em vista que pacientes com DRGE séao classicamente classificados em
3 grupos (Esofagite erosiva [EE], esdofago de Barrett e NERD), alguns modelos
experimentais tém sido propostos. Omura e colaboradores (1999) estabeleceram um
modelo animal de EE em ratos, ao qual consiste de uma estenose pilorica e ligadura
do fundo gastrico (OMURA et al.,, 1999). Este modelo permitiu avancos na

fisiopatologia da doenca, e tém fornecido informacdes importantes para entender os
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eventos envolvidos e para a busca de compostos que possam efetivamente tratar
esta doenca. Além disso, Goldstein e colaboradores (1997) desenvolveram um
modelo de esdfago de Barrett e sua progressao para adenocarcinoma esofagico por
meio de uma anastomose esofagoduodenal e suplementacdo com ferro
(GOLDSTEIN et al., 1997). No contexto da NERD, apesar de sua alta prevaléncia
(cerca de 70% dos pacientes com DRGE), ndo existe nenhum modelo experimental
gque mimetize as caracteristicas fisiopatologicas da doenca observadas nos
pacientes, especialmente os defeitos funcionais.

Nossos resultados demonstraram que o0 modelo estabelecido apresenta
elevada taxa de sobrevida (78%) ao longo do protocolo experimental, associada a
leve perda do peso corporal, observadas principalmente até o 3° dia pés-cirdrgico.
Por outro lado, nos animais do grupo sham a taxa de sobrevivéncia foi de 100% e
nao houve perda de peso corporal em nenhum dos dias avaliados. A causa da morte
dos camundongos é desconhecida, porém as possibilidades sdo: alteracbes nos
padrées respiratorios, possivel infeccdo ou intensa inflamacdo, mas que nao
comprometem a reprodutibilidade do modelo experimental.

A reprodutibilidade do modelo experimentais de EE, usando o modelo
proposto por Omura e colaboradores (1999), na auséncia de mortalidade
significativa tem sido ponto de discussao em diferentes trabalhos na literatura, na
qgual a mortalidade ocorre cerca de 72 h ap6s o procedimento cirdrgicos (OMURA et
al., 1999; LI; LI, 2009; ASAOKA et al., 2011). Contudo, Babu e colaboradores (2008)
utilizando uma anastomose entre a primeira por¢cdo do duodeno e a juncao
gastroesofagica, observaram 10% de mortalidade (BABU et al., 2008). A causa da
morte dos animais nos diferentes modelos experimentais ndo foi elucidada, e as
diferencas nos modelos cirlrgicos e nas espécies de animais utilizados podem ser
responsaveis pelas diferencas observadas. No entanto, esse protocolo experimental
€ de facil execucdo e a presentam alta confiabilidade, reprodutibilidade e taxa
sobrevivéncia.

De acordo com a avaliacao histopatolégica de bidpsias esofagicas, pacientes
com NERD apresentam modificagcbes da arquitetura da mucosa esofagica,
caracterizadas por hiperplasia na camada de células basais, alongamento das
papilas e infiltrado de polimorfonucleares (YERIAN et al., 2011). Histologicamente,
nossos resultados mostram que o0s animais operados apresentam infiltrado de

polimorfonucleares (com predominio de neutrofilos) intraepitelial e na lamina propria,
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hiperplasia da camada de células basais e edema na lamina propria, as quais foram
observadas no 3° e 7° dia pés-cirargico e resolugdo no 14° dia (embora alguns
animais apresentassem inflamacéo residual). O peso umido do eséfago foi utilizado
como um indicador de edema no esdfago e seguiu 0 mesmo curso temporal das
alteragcbes histoldgicas. Em contraste com o modelo de EE proposto por Omura e
colaboradores (1999), ndo foram observadas evidéncias de erosbes na mucosa
esofagica em nenhum dos tempos avaliados. Apesar de surpreendente, este ponto é
de suma importancia para caracterizar o presente trabalho como um modelo
experimental de NERD. Essa diferenca tornou-se possivel provavelmente devido as
diferencas genéticas, padrao de estenose ou susceptibilidade a erosdes na mucosa
esofagica de ratos.

No que diz respeito a resposta inflamatoria, no presente estudo nés avaliamos
a atividade da mieloperoxidase (MPO), um marcador bioquimico do infiltrado de
granulécitos no es6fago e que esta presente principalmente em granulos azurofilicos
de neutroéfilos (MALLE et al., 2007). Corroborando com a analise histopatoldgica,
nossos resultados mostram um aumento significativo do nivel de MPO no eséfago
de animais sacrificados no 3° e 7° dia poés-cirargico, comparado aos animais do
grupo sham, retornando ao nivel basal no 14° dia. Apesar da endoscopia negativa,
biopsias de pacientes com NERD apresentam alteracdes inflamatérias na mucosa,
com leve infiltrado de neutrofilos (YOSHIDA et al., 2004).

Em sequéncia, no presente estudo nds avaliamos o0s niveis de citocinas pro-
inflamatdrias como um possivel mecanismo envolvido na quimiotaxia de neutréfilos
para o esbfago (TURNER et al., 2014). De acordo com nossos resultados, os
animais operados e sacrificados no 3° e 7° dia pOs-cirargico apresentaram niveis
aumentados da quimiocina derivada de queratindcitos (KC, que corresponde a IL-8
em humanos) e de IL-6 no esbéfago, mas ndo de IL-18 nem de TNF-a, comparados
com animais do grupo sham, retornando aos niveis basais no 14° dia pos-cirurgico.
Nossos resultados estdo de acordo com estudos anteriores, ao qual mostraram que
bidpsias esofagicas de pacientes com NERD bem como EE, apresentam niveis
aumentados de citocinas pro-inflamatérias, comparados com individuos sadios
(ISOMOTO et al, 2003; YOSHIDA et al, 2004). Juntos, estes resultados
correlacionam-se e fortalecem o grau de inflamacdo no eséfago caracterizado

histologicamente.
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Corroborando com nossos dados, Yoshida e colaboradores (2004) mostraram
niveis aumentados de IL-8, associado com infiltrado de neutréfilos em bidpsias da
mucosa esofagica de pacientes com NERD (YOSHIDA et al., 2004). Assim, baseado
em nossos resultados e de acordo com a literatura, podemos inferir que essas
citocinas aparecem como um componente pivd0 para promoc¢ao da inflamacao
esofagica e possivelmente com um papel fundamental na génese e/ou progressao
do fendtipo de NERD. Dessa forma, estes dados sugerem fortemente que pacientes
com NERD podem apresentar infiltrado de células inflamatoérias no eséfago, como
neutréfilos na submucosa, o que se torna complicado a visualizagdo por meio de
bidpsias apenas da mucosa. Entretanto, o possivel efeito desse mecanismo
inflamatorio no comprometimento persistente da barreira epitelial associada ao
NERD né&o esta compreendido.

Como descrito anteriormente, pacientes com NERD apresentam auséncia de
erosdes na mucosa esofédgica a endoscopia, porém no contexto fisiopatolégico tem
sido demonstrado que eles apresentam comprometimento da barreira epitelial
esofagica (WOODLAND; SIFRIM, 2014). Usando uma camara de Ussing adaptada
para bidpsias, Woodland e colaboradores (2013) mostraram que bidpsias esofagicas
de pacientes com NERD quando exposta a “solucéo acida teste” contendo pepsina e
acido biliar, apresentam uma queda mais acentuada na TEER, quando comparadas
com bidpsias controle (WOODLAND et al., 2013b), revelando uma vulnerabilidade
da mucosa a estimulos nocivos.

Além disso, utilizando a técnica de impedanciometria, uma medida da
resisténcia elétrica in vivo, foi demonstrado que pacientes com NERD apresentam
impedancia basal significativamente menor, comparados com individuos normais
(WOODLAND et al., 2013b). Os dados do presente estudo demonstraram que nao
houve diferenca estatistica nha TEER basal (utilizando camara de Ussing; in vitro)
entre animais operados e sacrificados no 7° e 14° dia pos-cirargico, comparados aos
animais do grupo sham. Nosso resultado ndo foi considerado uma surpresa, uma
vez que estdo de acordo com trabalhos na literatura in vitro utilizando biopsias de
pacientes com NERD (WOODLAND et al., 2013b; WEIJENBORG et al., 2012). As
possiveis explicacbes para as diferencas observadas entre os protocolos in vivo e in
vitro sdo: 1) o tecido estudado em camara de Ussing € muito pequeno, comparado
ao estudo em humanos, 2) diversos fatores in vivo, tais como saliva, fluxo sanguineo

e secrecdo de bicarbonato podem alterar a resisténcia, aos quais nao Ssao
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observados in vitro. Neste sentido, existe a necessidade de estudar com mais
propriedade a integridade da mucosa esofagica no presente modelo experimental.

Na tentativa de demonstrar um possivel comprometimento da mucosa
esofagica, no presente estudo nds avaliamos a funcionalidade da barreira esofagica
de animais sacrificados no 7° e 14° dia pos-cirurgico. Para isso, utilizamos a técnica
de camara de Ussing e mensuramos a TEER e uma camara de difusdo para avaliar
a permeabilidade da mucosa.

Corroborando com dados na literatura utilizando biopsias esofagica de
humanos, nossos resultados demonstraram que a exposi¢cdo da mucosa esofagica
dos animais operados e sacrificados no 7° e 14° dia pos-cirurgico, a uma “solucdo
acida teste” (pH 0,5, contendo pepsina e acido biliar) por 60 min, promoveu uma
gueda mais pronunciada da TEER, comparado aos animais sham. Entretanto, néo
houve diferengas na TEER entre os animais sham e operados sacrificados nos 7° e
14° dia pés-cirargico quando a mucosa foi exposta a solucéo teste pH 1,0.

Nés reconhecemos as limitacbes nesse design experimental, e alguns
aspectos devem ser mencionados a esse respeito: 1) solucdo acida pH 1,0, néo foi
suficiente para caracterizar uma possivel perda de integridade da mucosa, 0 que nos
levou a reduzir ainda mais o pH, 2) solu¢cdes muito acidas, tal como pH 0,5, ndo é
comum em condicdes fisiologicas e tipicamente ndo sdo observadas em pHmetria
esofagica de pacientes com NERD, 3) existem diferencas entre o eséfago de
humanos e roedores (como os camundongos) - as células da superficie do epitélio
esofagico de camundongos sédo queratinizadas, e esta camada atua como uma
barreira fisica que dificulta a penetracédo dos fluidos (ROWDEN, 1975). Apesar das
limitacBes, acreditamos que a técnica mostrou uma perda da integridade da mucosa
esofégica de animais operados e sacrificados no 7° e 14° dia pés-cirargico, um fator
chave na fisiopatologia da NERD.

A perda integridade da barreira epitelial esofagica manifesta-se também por
um aumento da permeabilidade ao conteddo luminal (TOBEY et al., 2002). Neste
sentido, utilizamos uma camara de difusdo para avaliacdo da permeabilidade a
fluoresceina (376 Da), um marcador fluorescente de pequeno tamanho que tem a
capacidade de atravessar a mucosa esofagica. Nossos resultados demonstraram
gue a mucosa esofagica de animais operados e sacrificados no 7° e 14° dia pos-
cirdrgico apresentou um aumento da permeabilidade a fluoresceina, comparados

com animais sham. E importante destacar que esse efeito foi observado na auséncia
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da exposicédo a “solugbes acidas teste”. Assim, os resultados do presente estudo
suportam fortemente o conceito de que o comprometimento da mucosa esofagica €
um evento crucial para a percepcdo dos sintomas em pacientes com NERD
(WOODLAND; SIFRIM, 2014).

O tratamento padrdo ouro para pacientes com NERD € baseado no bloqueio
dos efeitos nocivos mediados pelo acido gastrico, um mecanismo de acdo dos IBPs,
tal como o omeprazol (CHEN; HSU, 2013). Os IBPs sdo os farmacos de primeira
linha de tratamento para a NERD, devido sua capacidade de controlar eficazmente e
com seguranga tanto secrecdo gastrica basal quanto estimulada, um efeito
dependente de inibicdo da H*, K ATPase, a “bomba de prétons”. No contexto do
NERD, a terapia com IBP alivia os sintomas (pirose e/ou regurgitacdo acida), porém
alguns pacientes permanecem sintomaticos, e dessa forma séo classificados como
“refratarios” na préatica médica (SAVARINO; GIACCHINO; SAVARINO, 2013).

Assumindo que pacientes “verdadeiro NERD” apresentam exposicdo anormal
ao acido esofagico ao teste de pHmetria-impedancia de 24 h, e a relevancia da
terapia com IBP na DRGE (SAVARINO; GIACCHINO; SAVARINO, 2013), no
presente modelo experimental, avaliamos o efeito do omeprazol (um IBP) sobre as
alteracdes inflamatérias e comprometimento da funcionalidade da barreira esofagica
no modelo experimental de NERD em camundongos.

No presente estudo, o tratamento com omeprazol preveniu as alteracdes
histopatoldgicas, o aumento do peso Umido e da atividade MPO no tecido esofagico
induzido cirurgicamente em animais operados e sacrificados no 7° dia pés-cirdrgico.
Além disso, o comprometimento da mucosa esofagica, uma queda mais pronunciada
da TEER e aumento da permeabilidade a fluoresceina, observados em animais
operados e sacrificados no 7° dia pés-cirurgico foi prevenido em animais tratados
com omeprazol. E importante destacar que o omeprazol néo foi capaz de reverter
completamente esses parametros até o nivel basal (animais sham), uma observacao
importante que sugere a existéncia de outros mecanismos como fator causal dessas
alteracdes no eséfago.

Juntos, estes resultados suportam um papel pivd do refluxo acido no
desenvolvimento das alteracbes inflamatorias e comprometimento da mucosa
esofagica no modelo de NERD. Assim, nossos dados instigam a uma investigacao

do possivel papel de moléculas ativadas pelo acido, tais como 0s canais i6nicos
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sensiveis ao acido (ASICs) e o receptor vanildide de potencial transitorio tipo 1
(TRPV1), como mediadores destas alteracdes (ALTOMARE et al., 2013).

Estudos tém demonstrado que bidpsias da mucosa esofagica de pacientes
com NERD e com EE apresentam expressao aumentada de TRPV1 (tanto por PCR
quanto western blot), comparado com individuos controle (GUARINO et al., 2010).
Além disso, aumento da expressdo desse receptor foi observada na mucosa
esofagica de gatos, a partir da adicdo de acido em um segmento tubular de eséfago
por 3 h (CHENG et al.,, 2009). Dessa forma, acredita-se que o receptor TRPV1
funcione como uma molécula chave envolvida na fisiopatologia da NERD.

Usando ferramentas farmacoldgicas, no presente estudo nés investigamos o
papel do receptor TRPV1 na resposta inflamatéria e no comprometimento da
mucosa esofagica. Para isso, foram realizados dois delineamentos experimentais: 1)
blogueio farmacoldgico do receptor, ao qual utilizamos os antagonistas capsazepina
e SB366791, e 2) deplecdo dos neurdnios sensiveis a capsaicina, na qual utilizamos
a resiniferatoxina (um agonista ultrapotente de TRPV1).

O receptor TRPV1 é descrito como um canal ibnico ndo seletivo (com maior
permeabilidade ao Ca®") ativado por diversos estimulos: fisico tal como o calor
nocivo (> 42°C), dessa forma a sua ativacdo esta relacionada com a sensacdo de
queimacdo, por substadncias quimicas endogenas (como a bradicinina e
anandamida), bem como por estimulos quimicos como os ions H* (acido; pH < 6)
(JULIUS, 2013).

Por atuar como um integrador molecular para varios estimulos nocivos, seu
envolvimento em varias patologias vem sendo bastante estudado nos Ultimos anos.
Eles sdo amplamente expressos em todo o trato digestivo, com papéis importantes
na resposta sensorial visceral e motilidade, bem como funcbes absortivas e
secretoras (BLACKSHAW et al., 2010). A desregulacdo destas funcdes através do
aumento da expressao ou sensibilizacdo descontrolada também desempenha um
papel importante na etiologia das doencas gastrintestinais. Assim, estas alteragbes
podem ser a base para iniciagdo e manutenc¢ao da hiperalgesia visceral e inflamacao
associada a DRGE (MORAN et al., 2011).

Nesse sentido, tem sido demonstrado que o receptor TRPV1 expresso em
aferentes espinhais e neurbnios aferentes vagais contribui para a resposta
inflamatoria esofagica (MIWA et al., 2010). Além disso, Fujino e colaboradores

(2006) mostraram que camundongos knockout para TRPV1 tem menor
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probabilidade de desenvolver EE em resposta a exposi¢cao acida, na qual exibiram
niveis significativamente menores da atividade de MPO e escores histopatolégicos,
quando comparados com camundongos do tipo selvagem (FUJIRO et al., 2006).
Neste sentido, Cheng e colaboradores propuseram que a inflamacéo induzida por
acido no esofago inicia-se por meio da ativacdo do receptor TRPV1 na mucosa, ao
qual induz a sintese e liberacdo de neurotransmissores sensoriais como o peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e substancia P (SP) a partir de
neurénios submucosos e do PAF por células epiteliais (CHENG et al., 2009). Assim,
estes estudos sugerem que a sinalizacdo dos receptores TRPV1 desempenha um
papel importante na modulacéo de respostas inflamatéria mediada por &cido.

No presente estudo nos demonstramos que o bloqueio farmacolégico do
receptor TRPV1 pelo tratamento com capsazepina ou SB366791, e a deplecdo dos
neurbnios sensiveis a capsaicina com resiniferatoxina, preveniram as alteractes
histopatoldgicas, 0 aumento do peso umido e da atividade de MPO, observadas em
animais operados e sacrificados no 7° dia pos-cirurgico.

No contexto dos mecanismos envolvido nesses processos, nossos resultados
nao sdo conclusivos acerca dos nuances de como o receptor TRPV1 pode contribuir
para a inflamacao esoféagica induzida por &cido, porém sugerimos que isso pode ter
ocorrido por meio de duas formas: 1) ativacéo do receptor TRPV1 pode promover a
liberacdo de neuropeptideos enddgenos, incluindo a SP e o CGRP, a partir dos
terminais nervosos dos aferentes sensoriais primarios, que levam ao
desencadeamento de uma resposta inflamatoria neurogénica e conduzem ao
extravasamento de componentes plasméaticos e consequente quadro de inflamacéo
local (FERNANDES; FERNANDES; KEEBLE, 2012), 2) a instalacdo de uma
inflamacdo tecidual pode liberar derivados do acido araquidénico como a
anandamida, derivados de lipoxigenase e leucotrienos, que Ssao potenciais
ativadores de TRPV1 (SUH; OH, 2005) e atua como um circuito de realimentacao
positiva para aumentar a liberagdo de neuropeptideos dos terminais nervosos e
outras citocinas proé-inflamatérias.

Dessa forma, sugere que farmacos que antagonizam os efeitos substancias
endogenas inflamatdrias que ativam este receptor podem potencialmente conduzir a
novas terapias para a percepcao de azia e inflamacédo esofégica relacionada com
refluxo. Embora a vasta lista de bloqueadores TRPV1 emergentes para

aplicabilidade em pacientes, € importante salientar os provaveis inconvenientes que
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estes compostos podem ter (LEE et al., 2015). O receptor TRPV1 atua sobre
importantes fun¢cdes homeostéticas, tal como regulacdo da temperatura corporal, e
gue o desafio de uma terapia eficaz e segura com bloqueadores de TRPV1 sera
suprimir a contribuicdo patologica do TRPV1 "em excesso"”, preservando a sua
funcéo fisiologica (GAVVA, 2008). Tal funcédo é 6bvia no TGl em que 0s neurdnios
aferentes sensiveis a capsaicina constituem um sistema de alarme neural que ajuda
a manter a homeostase da mucosa em face da lesdo pendente. Como o receptor
TRPV1 esta envolvido nesta tarefa, 0 antagonismo desse receptor pode resultar em
maior vulnerabilidade da mucosa gastrointestinal.

O epitélio estratificado da mucosa esofagica atua como a primeira barreira
fisica contra componentes nocivos presentes no refluxo gastroesofagico (tais como
acido, pepsina e acido biliares). Dessa forma, um comprometimento da integridade
desta barreira, torna sua funcdo de protecdo susceptivel que pode resultar em
sintomas induzidos pelo refluxo (WOODLAND; SIFRIM, 2014). Neste sentido,
estudos in vivo e in vitro tém demonstrado que pacientes com NERD apresentam
uma barreira epitelial esofagica comprometida. No entanto, os mecanismos exatos
responsaveis por essas alteracdes ainda ndo estéo elucidados.

Na tentativa de esclarecer os mecanismos que medeiam essa vulnerabilidade
da mucosa esofagica, no presente estudo nés avaliamos o papel do receptor TRPV1
sobre a TEER e permeabilidade a fluoresceina. Nossos resultados demonstraram
gue o tratamento dos animais com 0s antagonistas do receptor TRPV1, capsazepina
ou SB366791, e a deplecdo de neurbnios sensiveis a capsaicina pela
resiniferatoxina, preveniram a queda na TEER induzido pela exposicdo a uma
“solucdo acida teste” pH 0,5 contendo pepsina e acido biliar, e 0 aumento da
permeabilidade a fluoresceina, comparado aos animais operados e sacrificados no
7° dia pos-cirurgico.

Diversos trabalhos na literatura tém demonstrado um papel do TRPV1 na
promocdo do comprometimento da funcdo de barreira em diversos tecidos. Isoda e
colaboradores (2001) demonstraram que a capsaicina (um agonista de TRPV1)
aumenta a permeabilidade paracelular de células intestinais (Caco-2), efeito
bloqueado pelo pré-tratamento com capsazepina (um antagonista de TRPV1)
(ISODA et al., 2001). Além disso, a ativacdo de TRPV1 aumentou a permeabilidade

paracelular em células de glandulas submandibulares (SMG-C6), caracterizada por
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uma diminuicdo na TEER e um aumento significativo da taxa de fluxo do marcador
FITC-dextrana (CONG et al., 2012).

No contexto de microambiente acidificado, o estresse acido é uma condi¢cao
fisiopatoldégica comum para estudar doencas respiratérias, tais como a asma e a
doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC). Nesse enfoque, similar ao que ocorre
em biopsias de pacientes com NERD, um estudo recente demonstrou que células
epiteliais bronquiais humanas normais (16HBE) quando incubadas em meio acido
(pH 4,0 ou 5,0), apresentam uma diminuicao significativa da TEER, da expresséo de
proteinas de juncdo, e um aumento de cerca de 2x da concentragdo de calcio
intracelular [Cay.]i. Essas alteragbes foram revertidas pelo pré-tratamento com
capsazepina (XU et al.,, 2013). Dessa forma esse estudo sugere que o receptor
TRPV1 consiste de um potencial alvo para a protecdo da funcao epitelial das vias
aéreas sob condicdo de microambiente acidificado, um aspecto similar ao que
ocorre na DRGE.

De fato, nossos resultados demonstram o papel crucial dos receptores TRPV1
no estabelecimento de uma inflamacdo no esbdfago e que a instalacdo desse
processo inflamatério culmina na vulnerabilidade da mucosa esofagica a estimulos
nocivos. No entanto, nés nao descartamos um envolvimento desse receptor
diretamente no comprometimento da integridade da mucosa esofagica na NERD.

Nosso modelo experimental de NERD em camundongos desenvolve-se a
partir de uma resposta inflamatéria aguda, seguida do comprometimento da
integridade da mucosa esofagica, mesmo na auséncia de inflamacédo, e que o
receptor TRPV1 possui um papel critico nas alteracdes inflamatérias e
possivelmente funcionais. NOs reconhecemos que o0s resultados obtidos nao
esclarecem completamente o papel que este componente inflamatério desempenha
no estabelecimento de um quadro fisiopatolégico de NERD. Porém, partindo do
ponto de vista clinico, esses aspectos sdo de extrema importancia, uma vez que &
dificil estudar essa cinética de eventos em pacientes ja categorizados como NERD.

Assim, com base nos nossos resultados, nds hipotetizamos que durante a
evolucdo clinica da fisiopatologia da NERD, a mucosa esofagica apresenta uma
inflamacé&o aguda caracterizada por aumento de citocinas pro-inflamatoria (como IL-
6 e KC) acompanhada de infiltrados de polimorfonucleares (principalmente
neutrofilos). Essa inflamacéo aguda nédo é diagnosticada ou esta oculta pelo uso de

IBPs através do bloqueio da secrecdo de &cido gastrico por inibicdo da H+, K+
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ATPase ou potenciais efeitos anti-inflamatérios para a secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias, um efeito modulado do fator nuclear (NF) KB. Depois disso, existe uma
micro-inflamacédo residual subjacente a alteracbes da integridade da mucosa
esofagica, culminando com os defeitos funcionais observados na mucosa esofagica
de pacientes com NERD.
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6. CONCLUSOES

% No presente estudo foi padronizado um novo modelo experimental de
doenca do refluxo ndo erosiva (NERD) em camundongos.

% O modelo experimental apresentou auséncia de erosdes na mucosa
esofagica a partir das analises histopatoldgicas, com presenca de hiperplasia da
camada de células basais e edema na lamina propria, bem como infiltrado de
polimorfonucleares (primariamente neutrdéfilos) intraepitelial e na lamina propria.

% Observou-se no modelo de NERD uma mortalidade dos animais
aumentada, com leve perda de peso, aumento do peso Umido, da atividade de MPO
e dos niveis de KC e IL-6 no esbéfago.

% A avaliacdo da integridade da mucosa esofagica no modelo de NERD
demonstrou que a resisténcia elétrica transepitelial (TEER) esta prejudicada,
associado a um comprometimento da permeabilidade epitelial a fluoresceina.

% A inibicdo da bomba de prétons foi capaz de prevenir as alteracbes
histopatolégicas, a resposta inflamatéria e o comprometimento da integridade da
mucosa esofagica.

% O receptor TRPV1 possui papel crucial no estabelecimento das alteracées
histopatologicas, resposta inflamatéria, bem como no comprometimento da
integridade da mucosa esofagica.

% Espera-se que este modelo experimental permita aumentar a
compreensao dos aspectos fisiopatoldgicos desencadeados na NERD. E tem-se a
perspectiva de elucidar diversos outros mecanismos moleculares que porventura

estejam relacionados com essa doenca.
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