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RESUMO

Anormalidades motoras esofagicas, assim como defeitos no esfincter esoféagico
inferior, sdo achados frequentes na doenca do refluxo gastroesofagico. O objetivo
deste trabalho foi desenvolver um modelo de refluxo gastresofagico nao erosivo em
ratos pela exposicdo aguda do eséfago a solu¢des que simulem o conteudo gastrico
e avaliar suas repercussdes na contratilidade, através de registros isomeétricos obtidos
de amostras de eséfago e de juncao es6fago-gastrica (JEG) por sistema de aquisicao
de dados. Segmentos de eséfago montados no sentido circular que permaneceram
30 min em contato com solucdo de Tyrode pH 1 enriquecida com pepsina e
taurodeoxicolato (TDCA) mostraram menores respostas contrateis a concentracoes
crescentes de KCI, CCh e estimulagdo por campo elétrico (EFS) se comparadas a
segmentos expostos a solucado controle (Tyrode pH 7,4), enquanto segmentos
longitudinais foram hiporresponivos apenas ao estimulo colinérgico. A avaliagéo da
mucosa esofégica revelou, ja nos primeiros minutos, decréscimo na resisténcia
elétrica transepitelial (RET) de segmentos expostos ao mesmo desafio acido em
comparacao a solucao controle, diminuigao esta inexpressiva em pH fracamente &cido
(4,0). J& esbfago circular em contato por 10 min com a solug¢ao 4cida mostrou menores
valores de contracbes evocadas por KCI, CCh e EFS quando comparado a exposicao
controle, enquanto tiras esofagicas longitudinais nao apresentaram alteracoes
significativas. A avaliacdo contratil feita em segmentos de JEG ndo mostrou diferengas
significativas nas respostas aos estimulos por KCI, CCh ou EFS quando variamos
tanto o pH como o tempo entre os grupos. Protocolos experimentais revelaram
similaridades na resposta relaxante em tecidos expostos a solu¢ao controle ou acida
causadas por concentracdes crescentes de nitroprussiato de sddio, isoproterenol ou
serotonina nas preparacgdes de esbfago, enquanto segmentos de JEG relaxaram mais
quando submetidos previamente ao contato acido. A aplicagcéo topica de suspensao
de alginato em amostras de mucosa esofagica foi capaz de melhorar o prejuizo na
RET causado pela exposicdo ao desafio acido. A contratilidade de amostras
musculares esofagicas também foi melhorada, porém a responsividade de segmentos
de JEG foi menor com a aplicacdo prévia da formulagdo. Eséfagos preenchidos
apenas com solucdo acidificada (pH 1) durante 30 min ndo tiveram mudanca
significativa na resposta contratil induzida por EFS, efeito observado apenas com a
combinacdo dessa solugdo com pepsina e TDCA. O presente modelo revela
alteracbes motoras de es6fago e JEG de ratos compativeis com fendmenos ja vistos
em modelos mais agressivos e permite outras investigagcdes importantes para a
doenca.

Palavras-chave: refluxo gastresofagico; contratilidade; mucosa esofagica; rato.



DEVELOPMENT OF AN EXPERIMENTAL MODEL OF NON EROSIVE
GASTROESOFAGIC REFLUX IN RATS AND THEIR REPERCUSSIONS IN
ESOFAGIAN CONTRACTILITY

ABSTRACT

Esophageal motor abnormalities, as well defects in the lower esophageal sphincter,
are common aspects of gastroesophageal reflux disease. The objective of this work is
to develop a model of non-erosive gastroesophageal reflux in rats by acute exposure
of the esophagus to solutions that simulate gastric content and evaluate the
repercussions on contractility through isometric recordings obtained from esophagus
and gastroesophageal junction (GEJ) samples by a digital acquisition system.
Esophageal segments mounted in the circular direction that remained for 30 min in
contact with Tyrode pH 1 containig pepsin and taurodeoxycholate (TDCA) showed
lower contractile responses to increasing concentrations of KCI, CCh and EFS (Electric
Field Stimulation) when compared to segments exposed to the control solution (Tyrode
pH 7.4), while longitudinal segments showed hiporesponsiveness only for the
cholinergic stimulus. Initial minutes, of the evaluation of the esophageal mucosa
revealed a decrease in the transepithelial electrical resistance (TER) of segments
exposed to the same acid challenge in comparison to the control solution. The circular
esophagus in contact for 10 min with the acidic solution showed lower values of
contractions evoked by KCIl, CCh and EFS when compared to the control exposure,
whereas longitudinal esophageal strips did not present significant alterations. The
contractile evaluation performed on GEJ rings did not show significant differences in
responses to KCI, CCh or EFS stimuli when we varied both the pH and time between
the groups. Experimental protocols revealed similarities in the relaxant response in
tissues exposed to the control or acid solution caused by increasing concentrations of
sodium nitroprusside, isoproterenol or serotonin in the esophagus preparations,
whereas segments of GEJ relaxed more when previous exposed to acid contact. The
topical application of alginate suspension in esophageal mucosa samples was able to
improve TER damage caused by exposure to acidic challenge. The contractility of
esophageal muscle samples was also improved, but the responsiveness of GEJ
segments was lower with previous application of the formulation. Esophagus filled only
with acidic solution (pH 1) for 30 min had no significant change in the contractile
response induced by EFS, an effect observed only with the combination of this solution
with pepsin and TDCA. The present model reveals motor alterations of the esophagus
and GEJ of rats compatible with phenomena already seen in more aggressive models
and allows other important investigations for the disease.

Keywords: gastroesophageal reflux; contractility; esophageal mucosa; rat.
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1. INTRODUCAO

1.1 Doenca do Refluxo Gastresofagico (DRGE)

A doenca do refluxo gastresofagico (DRGE) pode ser definida como uma afecgao
cronica decorrente do fluxo retrégrado de parte do conteudo gastroduodenal para o
esbfago e/ou dérgaos adjacentes, acarretando variados sintomas que podem ser
esofagicos ou extra esofagicos, associados ou nao a lesdes teciduais (MORAES
FILHO et al., 2002)

Ao longo dos ultimos 40 anos, a doenga do refluxo evoluiu de relativa obscuridade
para um dos problemas clinicos dominantes na gastrenterologia, sendo considerado
um dos disturbios mais impactantes por comprometer a qualidade de vida em seres
humanos (SHIINA; SHIMIZU; 2012). No entanto, as evidéncias e explicacdes
envolvidas em sua fisiopatologia surgem apenas lentamente. Na verdade, o
entendimento da patogénese, espectro clinico e epidemiologia da doenca tem
evoluido continuamente (BOECKXSTAENS et al., 2014).

Sintomas tipicos da doenca, como azia e regurgitagdo, sao comuns na
comunidade. A prevaléncia baseada na percepgao dos sintomas em levantamentos
transversais individuais varia de 2,5% a mais de 25%, de acordo com o0s critérios
utilizados para definir sua presenca e frequéncia, e alocalizacao geografica do estudo,
sendo menor na Asia do que nos paises ocidentais. Além disso, as pessoas mais
jovens parecem estar cada vez mais acometidas, provavelmente em virtude de
mudancas nos padrdes alimentares e aumento mundial no nimero de individuos com
excesso de peso ou obesidade mérbida inclusive em adolescentes e populacao
pediatrica. E importante notar que a prevaléncia global de DRGE tem aumentado
desde 1995 e, consequentemente, a carga da doenca também é reforcada
(SAVARINO et al., 2017).

Varias alteracdes na funcao esofagica, gastrica e pilérica podem provocar aumento
do contato da mucosa esofagica com o acido gastrico ou com outras substancias
costumeiramente ausentes neste segmento do trato gastrintestinal, como acidos
biliares e tripsina. Diminuicdo da salivacdo, diminuicao do clearance esofagiano,
diminuicédo do tonus de repouso do esfincter esofagiano inferior (EEI), diminuicdo da

resisténcia tecidual, hérnia hiatal, aumento do numero de episdédios de relaxamento
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transitério do EEI (TLESR, do inglés transient lower esophageous sphincter
relaxation), aumento da secre¢ao de acido gastrico e pepsina, atraso no esvaziamento
gastrico e incompeténcia pilérica (refluxo biliar) tém sido fatores sugeridos para
desempenhar papel na fisiopatologia da DRGE. No entanto, a contribuicdo de alguns
deles ndo é sustentada pela literatura e ainda precisa ser discutida (FARRE, 2013).

As informacdes atuais sobre a apresentacao fenotipica da DRGE mostram haver
duas principais manifestacdes: a doenca do refluxo erosiva e a doenca do refluxo ndo-
erosiva (NERD, do inglés Nonerosive Reflux Disease), sendo esta a que inclui a
maioria dos pacientes - até 70% (SAVARINO et al., 2017).

A NERD tem sido comumente definida pela presenca de sintomas classicos da
DRGE na auséncia de lesdo da mucosa esofagica durante a endoscopia superior
(FASS et al., 2007). Ainda assim, € evidente que os pacientes com NERD podem
sofrer de sintomas de intensidade similar agueles com esofagite erosiva e o impacto
sobre a qualidade de vida pode ser tdo incapacitante na NERD como em outras
manifestagcdes da DRGE (GRANDERATH; KAMOLZ; POINTNER; 2005).

Na esofagite erosiva, o refor¢o da percepcéao de refluxo acido é pensado ser devido
a violagao da barreira mucosa e permeacao do contetdo luminal, seguido por ativacao
de nociceptores. Embora a fisiopatologia seja bem menos compreendida na NERD,
onde ha muito menos inflamacédo e auséncia de erosées mucosas endoscopicas
visiveis, a mucosa nao € completamente normal (WOODLAND et al., 2013). No
homem, mecanismos de defesa contra essas lesdes do refluxo incluem barreiras
anatémicas e fisiologicas como o EEI, diafragma e diafragma crural, ligamento
frenoesofagico, angulo de His, segmento intra-abdominal do esbéfago e roseta
gastrica. Apesar de todos serem importantes, as principais barreiras ao refluxo sao o
EEl e diafragma, que contribuem para a zona de alta pressdo na juncao
gastroesofagica; eles criam uma barreira fisica para o movimento do conteudo
gastrico para o esbéfago. Outra linha de defesa inclui a resisténcia do tecido esofagico,
que previne lesdes esofagicas durante a exposicdo da mucosa a componentes
nocivos no refluxo, pela presenca da interacao dindmica de numerosos componentes
estruturais e funcionais, incluindo as membranas das células apicais, complexo de

juncao intercelular, tampdes no citoplasma celular e espacos intercelulares,
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mecanismos de transporte de regulagéao de pH e fornecimento de sangue (ORLANDO
et al., 2005).

Em relacéo ao EEI, sempre foi assumido haver algum tipo de barreira na juncéao
gastroesofagica para impedir a volta do conteudo estomacal para o eséfago. No
passado a existéncia de um esfincter bem definido foi uma questao de debate. Embora
anatomistas ndo conseguissem encontrar um EEI bem definido, a presenga de um
esfincter fisioldgico foi proposta perante registros da alta pressao intraluminal na
juncao gastresofagica na maior parte do tempo, enquanto na degluticdo se verificou
diminuicdo eventual da pressao nessa regido, caracterizando potencial relaxamento
do EEI. Estas observacgdes estimularam investigacdes sobre a base neuromuscular
de fechamento tonico basal e relaxamento do esfincter, associado ou ndo com
degluticao (GOYAL; CHAUDHURY; 2008).

Esse esfincter € composto de pelo menos duas camadas musculares separadas,
uma circular, outra obliqua. O musculo liso circular do EEIl é caracterizado pela
existéncia espontanea de ténus basal e este estado cria uma barreira de pressao na
juncéo gastresofagica para prevenir o refluxo de conteudo gastrico e duodenal para o
es6fago. Esse tbnus basal é principalmente de origem miogénica, mas pode ser
modulado por fatores neurais e hormonais. No entanto, os mecanismos bésicos
envolvidos no controle da atividade motora no EEI ainda sao incertos. Sabe-se que
0s principais mecanismos fisiopatolégicos propostos para explicar a DRGE sao a
reducdo das pressdes tonicas no EEl e episodios de relaxamento transitorio do
esfincter esofagico inferior (TLESR, do inglés Transient Lower Esophageal Sphincter
Relaxation) (OZER et al. 2011).

1.2 Repercussoes motoras na DRGE

O esb6fago é um tubo muscular responsavel pela passagem do bolo alimentar
da boca para o estdbmago, formado em humanos por musculatura estriada no seu
terco superior, havendo zona de transicdo entre musculatura estriada e lisa logo
abaixo dessa regido, seguindo-se de musculatura exclusivamente lisa ao longo dos
dois tercos distais. Na por¢ao superior, o eséfago comunica-se com a orofaringe pelo
esfincter esofagico superior (EES), que é um espessamento da musculatura estriada



18

do musculo. Na porg¢éo inferior, ele se comunica com o estdmago através do EEI, cuja
musculatura é lisa. Apds a passagem do bolo alimentar para o eséfago, o EES se
contrai e comeca a fase esofagica da degluticdo, onde uma onda peristéltica primaria
percorre o tubo esofagico e relaxa o EEI mais a frente, permitindo a passagem do bolo
alimentar para o estdbmago. As pressdes de repouso desses dois esfincteres sédo
superiores a pressao no es6fago durante os periodos interdigestivos, o que atribui a
esses esfincteres uma fungéo de barreira, prevenindo, na porcao cefalica, a entrada
de ar para o interior do eséfago e, na porcgéao distal, o refluxo gastrico. Tal prevencao
evita desconforto intra-esofagico e esofagite, respectivamente, nas porgées proximais
e distais do es6fago. Assim, o esbéfago, além de servir de conduto para o bolo
alimentar na sua progressao da cavidade oral para o estbmago, durante o processo
de degluticdo, funciona como uma barreira nos periodos interdigestivos (AIRES,
2008).

Em termos patolégicos, os disturbios da funcdo motora e da competéncia do EEI
afetam mais de um em cada dez adultos acima de 40 anos e um em cada quatro
adultos acima de 60 anos. O conhecimento dos mecanismos responsaveis pela
contracao esofagica e pelo esfincter pode ser Gtil para entender sua funcéo normal e
algumas das alteracoes associadas a doenca esofagica (HARNETT et al., 1999).

Estudos fisiologicos em pacientes com NERD revelaram, por exemplo,
anormalidades esofagicas minimas. Esses pacientes tém uma taxa ligeiramente maior
de faléncia do peristaltismo primario, definida por contragcdes nao transmitidas ou
contracbes peristalticas que nao percorrem todo o corpo esofagico. Contragdes de
amplitude distal, bem como pressdo de repouso esofagica inferior média, sao
ligeiramente reduzidas em comparacao com individuos normais (FASS; 2007). Sabe-
se que a integridade do peristaltismo do corpo esofagico tem implicacdes significativas

no clearance esofagiano.

Em outros estudos com animais, verificou-se haver relacao direta entre perda da
funcdo motora esofagica e intensidade da esofagite de refluxo (HENDERSON et al.,
1972; SHIRAZI et al., 1989). Experimentos envolvendo exposicdo do esbdfago a
conteudo nocivo semelhante a condicdo de refluxo também foram realizados e foi

demonstrado menor reatividade do tecido. Por exemplo, a exposicdo do esdfago ao
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acido e a bile determinou reacgao inflamatdria que se estendia até a muscular propria,

resultando em hipocontratilidade e encurtamento do esdéfago (FALCAQ; 2009).

Em trabalho recente, Gyawali et al. (2017) ressaltam a repercussao das alteracoes
motoras em pacientes com DRGE. Clinicamente, as repercussdes motoras podem ser
avaliadas através de exames como a manometria em alta resolucdo. Parametros
como a Integral Contratil Distal (DCI, do inglés Distal Contractile Integral) servem como
indice motor em individuos portadores de DRGE. Fisiologicamente, a eficacia da
barreira antirrefluxo depende de variaveis que definem a anatomia, a contribuicao de
papéis intrinsecos e extrinsecos no controle dos esfincteres e a contratilidade da zona
de alta pressao na jungao eso6fago-gastrica em repouso. A DCI relne essas variaveis
em um unico parametro que pode ser mensurado clinicamente. De acordo com a
Figura 1, por exemplo, € possivel observar os diferentes padrées de hipomotilidade,
0s quais podem estar associados com niveis elevados de exposi¢cao a conteudo
gastrico refluido. O padrdo mais grave é a auséncia de contratilidade (DCI = 0
mmHg.cm.s) em comparagédo ao padrdo normal (DCl = 2048 mmHg.cm.s). Graus

intermediarios de disfungao motora também tém sido observados.

Figura 1 — Padroes motores do corpo esofagico humano na doenca do refluxo gastresofagico.

Fonte: GYAWALI et al. (2017). O peristaltismo intacto é o padrdo mais comum. O padrdo anormal mais
frequente € um segundo segmento fraco ou ausente, que se manifesta como peristaltismo fragmentado,
que pode estar associado a um clearance de refluxo anormal (> 5 cm de ruptura com DCI > 450 mm
Hg/cm/s em = 50% sequéncias) ou motilidade esofagica ineficaz (DCl < 450 mm Hg /cm/s em = 50%
sequéncias), a qual esta relacionada a um transito e carga de refluxo anormais. A anormalidade mais
grave é auséncia de contratilidade (DCI <100 mm Hg /cm /s em todas as sequéncias), que pode estar
associada a uma carga elevada de refluxo esofagico.
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A manometria em alta resolucao € ferramenta importante no diagndstico, uma vez
que manifestacées clinicas isoladamente s&o insuficientes para estabelecer
conclusivamente o refluxo patolégico. Por causa disso, testes complementares sao
necessarios para confirmar ou refutar a ocorréncia de DRGE. Vale ressaltar que a
ocorréncia de sintomas precede, em geral, a evidéncia de dano tecidual. Em
abordagens clinicas preliminares, medicamentos supressores da secrecao acida séo
normalmente empregados como experimentacdo terapéutica que ajuda na
compreensao clinica do problema. De outra forma, a avaliagdo investigativa &
necessaria quando os sintomas nao respondem ao manejo empirico inicial, ou quando
ha suspeita de complicagdes ou diagndsticos alternativos imitando a DRGE. Portanto,
a compreensdao de mecanismos de refluxo gastresofagico tem implicagcbes mais
amplas (GYAWALI et al., 2017).

1.3 Hipoteses do desenvolvimento da injuria pela exposicao esofagiana ao

conteudo acido do estomago

Em pacientes com DRGE, o segmento distal do corpo esofagico, rico em
terminagdes neurais que encerram neurotransmissao colinérgica, pode desenvolver
respostas contrateis mais fracas ou podem iniciar tardiamente em relacdo ao tempo
de relaxamento do esfincter esofagico superior, fatores que potencialmente
contribuem para prejudicar a depuracao do refluxo e elevar os tempos de exposicao
ao &cido (SIMREN et al., 2003). Por outro lado, existe a hipétese de que os prétons
presentes no refluxo acido atravessam o epitélio esofagico devido a presenca de uma
integridade prejudicada. Entdo, eles podem atingir as terminagdes nervosas
sensoriais presentes na camada mais profunda do epitélio e / ou da lamina propria.
Outros compostos como acidos biliares, presentes no refluxado gastrico, também
parecem participar da injuria tecidual. Com base em experimentos in vitro e escassas
pesquisas animais e humanas in vivo avaliando o efeito de curto prazo de solugdes
perfundidas, sabemos que diferentes fatores luminais podem prejudicar a integridade
epitelial com ou sem provocar erosdes visiveis (PARDON et al., 2016).

Falcao (2009) sugeriu que alteracbes motoras do esbfago surgem como
consequéncia do comprometimento da mucosa esofagica causada por refluxo

gastresofagico. Nesse contexto, outros estudos recentes demonstraram
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anormalidades microscopicas no epitélio esofagico de pacientes com NERD, como os
espacos intercelulares dilatados. Tais dilatagdes tém sido sugeridas como sendo uma
caracteristica morfolégica da integridade da mucosa comprometida, facilitando a
permeacgao do acido na submucosa. Funcionalmente, a integridade da mucosa pode
ser avaliada pela montagem de uma sec¢ao de tecido esofagico ou bidpsia em camaras
de Ussing e medicdo da permeabilidade transepitelial de pequenas moléculas ou
resisténcia transepitelial elétrica. A exposicao curta da mucosa animal e humana aos
componentes de refluxo pode induzir um aumento na permeabilidade transepitelial e
uma diminuicao nessa resisténcia (WEIJENBORG et al., 2014).

Confirmando esses achados, Woodland et al. (2013) mostraram haver
vulnerabilidade da mucosa de es6fago a solugdes de material refluido em pacientes
com azia sem esofagite quando comparado com controles. Isso foi provado quando
biépsias humanas da mucosa de eséfago foram expostas a solugdes acidas (contendo
pepsina e acidos biliares) e provocaram um decréscimo na resisténcia transepitelial.
Em virtude disso, terapia tdpica tem sido proposta como alternativa para tentar
oferecer refor¢o na funcdo de barreira exercida pelo epitélio do es6fago. Suspensdes
de alginato de so6dio sozinho ou em combinagcdo com antiacidos tém sido propostas
para a terapia da doenca do refluxo gastresofagico. Apos ingestao oral, a mistura de
alginato com o suco gastrico parece ser capaz de proteger a superficie luminal do
es6fago contra os danos da solucao gastrica. Talvez seja esta propriedade devida ao
potencial bioadesivo do alginato em virtude da presencga de grupamentos ionizaveis
em sua cadeia polimérica. A aplicacao tépica de suspensao de alginato de sédio reduz
os efeitos da exposicao de bidpsias humanas em meio acido, a qual € capaz de reduzir
significativamente a resisténcia transepitelial nesses tecidos conforme avaliado em
camaras de Ussing (WOODLAND et al., 2015).

1.4 Desenvolvimento de modelo experimental capaz de revelar alteracoes
motoras relacionadas a exposicao simulada do es6fago a conteudo gastrico

Em virtude dos achados descritos acima, é possivel considerar que a exposicao
de tecidos animais a meio que simule o conteudo gastrico possa produzir alteracoes
motoras em segmentos isolados de eséfago de rato antes de causar lesdes teciduais

visiveis macroscopicamente. Postulamos que a exposicdo aguda a solucao
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simuladora do suco gastrico seja agente causador de alteragdes funcionais, ao
mesmo tempo em que tal modelo experimental seja capaz de revelar efeitos
protetores de agentes que possuam, por exemplo, atuacdo tépica na barreira de
protecdo epitelial. Isso posto, ressalta-se a hip6tese anteriormente apresentada de a
injuria tecidual se dever a difusdo de constituintes gastricos para as camadas mais

internas da parede esofagica.

O modelo experimental que propomos considera o emprego de tecidos isolados
de ratos. Quando nos referimos a roedores, no entanto, o eséfago consiste de musculo
estriado interno circular e externo longitudinal. A funcdo motora esofagica €
principalmente regida pelo musculo estriado, havendo ainda a presenca de musculo
liso no eséfago, sendo maior na porgao terminal e principalmente no esfincter (SOYER
et al., 2015). Tal fato muitas vezes pode parecer inusitado uma vez que 6rgaos

viscerais sdo geralmente tidos de constituicdo exclusiva de células musculares lisas.

Em trabalho recente, demonstramos que o es6fago possui propriedades contrateis
semelhantes a musculatura estriada esquelética (BATISTA-LIMA et al., 2017). Através
de registros da atividade contratii em segmentos isolados, demonstramos que o
es6fago de rato responde a estimulos elétricos com contracdes fasicas individuais,
cuja frequéncia acompanha a determinada em um trem de pulso elétrico
despolarizante (Fig. 2). Em frequéncias mais altas de estimulo elétrico, a frequéncia
de contracdes esofdgicas aumenta até revelar nivel suficiente capaz de produzir forga
sustentada, fendmenos tipicamente conhecidos como facilitagdo e somagéo temporal
mecanica (Figura 2, estimulo a 10 Hz). Se a frequéncia de estimulos elétricos aumenta
ainda mais (Figura 2, estimulo a 20 Hz), a resposta muscular desenvolve forca maxima
com pico de contracdo sustentado em praticamente todo o periodo do trem de pulso

estimulante, fenémeno denominado de contragdo tetanica.
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Figura 2 — Tracados experimentais registrados a partir de um segmento de esé6fago isolado
durante a estimulacao de campo elétrico (EFS) em frequéncias crescentes (1-20 Hz).
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Fonte: BATISTA-LIMA et al. (2017). O es6fago produziu pulsos de contracao individuais de magnitude
reprodutivel, como facilmente observado na menor frequéncia de estimulagéo (1 Hz). Em frequéncias
mais altas de estimulo elétrico (5 e 10 Hz), a frequéncia de contracées aumentou para um nivel que foi
suficiente para produzir forga sustentada como a principal consequéncia de um fenémeno tipicamente
conhecido como somacao temporal (10 Hz). Na maior frequéncia de estimulo (20 Hz), a resposta
muscular atingiu a forca maxima do pico que resultou em um patamar observado durante quase o

periodo completo do trem de pulso estimulatério, um fenémeno chamado contragao tetanica.

Do ponto de vista farmacoldgico, o tecido esoféagico € responsivo a agentes como
a tubocurarina, conhecido agente bloqueador da transmisséo colinérgica nicotinica,
enguanto é pouco responsivo ao bloqueador muscarinico atropina (Figura 3). Tal fato
revela que a transmissdo de estimulagdo motora no esbdfago de rato se da
principalmente por meio de ativagdo de receptores nicotinicos, caracterizando a

natureza estriada das fibras musculares nesse tecido (BATISTA-LIMA et al., 2017).
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Figura 3 — Tracados experimentais e grafico registrados a partir de um segmento de es6fago
isolado durante a estimulacao de campo elétrico (EFS) em freqiiéncias crescentes (1-20 Hz).
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Fonte: BATISTA-LIMA et al. (2017). A: tracados experimentais de esbéfago isolado sob EFS em uma
freqUiéncia de 10 Hz na auséncia (controle) ou presenca de tubocurarina (5 uM). B: médias £ EPM de
contragdes induzidas por EFS (1-20 Hz) na auséncia (controle) ou presenca de tubocurarina (55 uM)
ou atropina (1 uM). * P < 0,05, ANOVA, Holm-Sidak.
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2. JUSTIFICATIVA

A compreensao da fisiopatologia caracteristica da mucosa esofagica em NERD
pode identificar novos alvos terapéuticos num futuro préximo, especialmente para a
doenca refrataria ao tratamento convencional. Os resultados obtidos de protocolos
realizados com modelos experimentais nos ddo uma visdo mais ampla dos atributos
fisiopatolégicos da mucosa esofagica que contribuem para a doenca (WOODLAND et
al., 2013). Varios modelos que tentam simular as condigdes da DRGE sao agressivos
e de alta mortalidade. Propostas que consigam mostrar resultados significantes e

sejam menos invasivos, portanto, sdo de grande interesse.

Estudos clinicos recentes revelam que a motilidade esofagiana pode estar
comprometida em pacientes com DRGE. Alteragbes motoras podem tornar a
motilidade do esbfago ineficaz, aumentando em casos mais graves a exposicao da
superficie mucosa do es6fago ao ambiente acido do estébmago. Postulamos nesse
trabalho uma sequéncia de experimentos que envolvem avaliagao in vitro da atividade
motora em segmentos de eséfago de ratos que podem ter relevancia na alteracao da
reatividade muscular por ocasiao de processo de refluxo. Além disso, pretendemos
correlacionar essas alteracées motoras com a diminuicao da resisténcia transepitelial
oriundas da exposicao do epitélio esofagiano ao acido. Acreditamos que as alteracdes
aqui apresentadas em um modelo pré-clinico podem corresponder as anormalidades
da fungdo motora do eséfago observada em pacientes com esofagite de refluxo, fato

de consideravel importancia.

O esb6fago possui localizagdo anatdmica e funcdo motora estratégica para
abordagens wusando terapias tdpicas. Entretanto, esse segmento do trato
gastrintestinal possui propriedades fisiolégicas que dificultam o emprego desse tipo
de aplicacdo na doenca esofagica, embora tais limitac6es tenham sido suplantadas
nos ultimos tempos. O transito luminal rapido que garante rapido fluxo gastresofagico
¢ fator a ser considerado para substancias que tenham a finalidade de protecéao tépica,
uma vez que necessitam aderir a superficie para exercer sua potencial agao protetora.
Com o modelo experimental aqui proposto, pretendemos viabilizar abordagem
experimental capaz de confirmar a hipétese da qual a difusdo de prétons esta

envolvida na injuria tecidual frente ao refluxo de conteudo gastrico.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver ex vivo um modelo de refluxo gastresofagico ndo erosivo em ratos

por meio de exposi¢do aguda do eséfago a simulacro de conteudo gastrico.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar in vitro as alteragcdes das contra¢des induzidas por estimulo elétrico ou por
agentes que recrutam acoplamento eletromecanico ou farmacomecéanico em
segmentos de es6fago e juncao esbfago-gastrica de ratos submetidos a modelo
experimental agudo de refluxo gastresofagico.

Avaliar a influéncia da alteracdo de pH nas respostas contrateis de segmentos
isolados de esdfago e juncao esdfago-gastrica submetidos a um modelo agudo de
refluxo gastresofagico.

Avaliar a influéncia do tempo de exposicao ao acido nas respostas contrateis de
segmentos de esbfago e juncédo esbdfago-gastrica submetidos a um modelo agudo
de refluxo gastresofagico.

Avaliar a integridade funcional da mucosa de eséfago de ratos pela medida de

resisténcia elétrica transepitelial.

Avaliar o comportamento relaxante de segmentos de eséfago e juncédo eséfago-
gastrica submetidos a um modelo agudo de refluxo gastresofagico.

Avaliar o efeito preventivo de suspensado de alginato nas alteragbes contrateis
induzidas pelo modelo agudo de refluxo gastresofagico.

Avaliar o efeito protetor da aplicagdo topica de suspensdao de alginato na
integridade funcional da mucosa de esb6fago de ratos mediante medida de

resisténcia elétrica transepitelial.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 200 e 250 g, oriundos do
Biotério Central da Universidade Federal do Ceara (UFC). Os animais foram mantidos
em gaiolas plasticas forradas com serragem em aclimatacdo ao ambiente
experimental em ciclos dia/noite de 12 h de duracdo cada. Foi estabelecido um
momento de jejum no periodo de 18 h antes da eutanasia, com privacao de racao,
mas com livre acesso a soro de reidratacao oral (NaCl 3,5 g/l, KCI 1,5 g/l, citrato de
sédio 2,9 g/l e glicose 20 g/l dissolvidos em agua). O trabalho seguiu as normas do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal (COBEA) e foi previamente
aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA — UFC), registrado sob
0 numero de protocolo 104/2015.

4.2 Solucoes e drogas

A solugéo utilizada para manutengéo dos tecidos vivos utilizados nos experimentos
foi a solugdo de Tyrode, composta por: NaCl 136 mM, KCI 5 mM, MgClz 0,98 mM,
NaH2PO4 0,36 mM, NaHCOs; 11,90, CaCl. 2 mM, glicose 5,50 mM. As drogas e
reagentes de alta pureza - tribromoetanol 2,5%, carbacol (CCh), nitroprussiato de
sédio (NPS), isoproterenol, serotonina (5-HT), pepsina e taurodeoxicolato de sddio
(TDCA) foram adquiridos da empresa Sigma® (St. Louis, MO, USA).

4.3 Modelo in vitro de inducao de refluxo gastresofagico nao-erosivo

A condicdo de refluxo gastresofagico nao-erosivo foi criada utilizando uma
adaptacado do modelo descrito por CHENG et al. (2005), onde o contato da mucosa
esofagica com componentes potencialmente nocivos (ions H*, pepsina e acidos
biliares) simulam a condi¢céo de refluxo gastresofagico, levando a prejuizos em termos
funcionais, como diferencas na integridade da barreira mucosa do eséfago ou
diminui¢cdo na atividade motora do tecido em questéo.

Os animais foram eutanasiados por exsanguinagao mediante ruptura de vasos

cervicais apds anestesia por injecdo intraperitoneal com tribromoetanol (250 mg/kg,
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i.p.). Apds toracotomia e laparotomia completa, estdbmago e eséfago foram removidos
juntos e transferidos para uma placa de Petri contendo solu¢cdo de Tyrode, sendo

removidos os tecidos adjacentes (Figura 4).

Com a finalidade de se obter um “sistema fechado”, a regi&o antro-pilérica foi
obstruida completamente por uma amarragdo com linha de sutura de seda 4-0.
Posteriormente, o “conjunto” eséfago + estbmago foi preenchido com 2,5 ml de
solucbes controle (Tyrode pH 7,4) ou desafio (Tyrode pH 1 ou pH 4 + pepsina 1
mg/ml e taurodeoxicolato 2 mM), a depender do protocolo experimental, pela
utilizagdo de uma seringa com agulha posicionada no sentido eséfago — estbmago. A
preparagado permaneceu em contato com uma dada solugao por 10 ou 30 minutos, a
depender dos grupos avaliados, sendo mantida nas camaras do sistema de banho
para 6rgaos isolados, superfundidos externamente por solugéo de Tyrode pH 7,4, sob
aeragao constante (O2 95%; CO2 5%) e em temperatura ideal (37 °C). No caso dos
protocolos envolvendo agente protetor, a preparacao foi inicialmente preenchida com
suspenséo de alginato (Gaviscon Advance, Reckitt Benckiser, composto por alginato
de sdédio 100 mg/ml, bicarbonato de potassio 20 mg/ml, carbonato de calcio 20 mg/ml.)
por 5 min ou 10 minutos, a depender dos grupos, e, posteriormente, foi lavada e

desafiada com uma das solugdes acidas ja citadas.
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Figura 4 — Imagem da preparacao submetida ao modelo in vitro de refluxo gastresofagico nao

erosivo.

Fonte: autoria prépria. A: preparacao esbéfago + estdmago logo apéds retirada do animal e limpeza de
tecidos adjacentes. B: preparacao esbéfago + estbmago sendo preenchida pela solucdo de Tyrode
(controle ou desafio, a depender do protocolo).
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4.4 Avaliacao da contratilidade de tecidos isolados

Decorrido o tempo em contato com a solugdo desafio, o conjunto eséfago +
estbmago foi lavado pela substituicdo luminal da solucdo desafio pela solucao
controle. Entao o eséfago, em sua porcao medial, foi dividido em anéis para captacao
de respostas musculares circulares e em tiras para respostas da musculatura
longitudinal. O comportamento motor da juncao eséfago-gastrica (JEG) também foi
avaliado, através da individualizagdo de um segmento desta faixa, em forma de anel.

Os segmentos dos tecidos citados foram montados em sistema de banho para
orgaos isolados contendo 5 ml de solucao fisioldgica de Tyrode, pH 7,4, oxigenados
continuamente com mistura carbogénica (O2 95%; CO2 5%) e aquecidos a 37 °C
(Figura 5).

Figura 5 - Representacao esquematica da preparacao submetida ao modelo in vitro de refluxo
gastresofagico nao erosivo e de como os segmentos foram montados no sistema de
contratilidade.
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Fonte: cedido por Francisco José Batista de Lima Junior.
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A fixacao desses tecidos ao sistema, tanto no caso de tiras como de anéis, se deu
prendendo uma das extremidades do tecido a um ponto fixo na camara e a outra a um
transdutor de forca apropriado para registro isométrico das contragdes das camadas
musculares. Os sinais captados pelo transdutor de for¢a foram registrados com auxilio
de um sistema de aquisicdo de dados PowerLab® (AD Instruments, Australia) (Figura
6). Foi aplicada tenséo basal de 1 g aos tecidos e destinado periodo de 50 minutos de
estabilizacao para a adaptacao dos mesmos as novas condi¢oes, sendo a solugcédo de
Tyrode substituida por outra nova a cada 15 minutos. Somente apds o periodo de
estabilizacao os protocolos experimentais foram executados.

Figura 6 — Esquema representativo do sistema utilizado para desenvolvimento dos

experimentos de contratilidade in vitro.

Fonte: Laborat6rio de Farmacologia do Musculo Liso (LAFARMULI).
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A avaliacdo do comportamento contratil dos segmentos de esb6fago e JEG foi
realizada através da construgdo de curvas concentracao-efeito a um dado estimulo
representante de um acoplamento eletromecéanico, no caso o agente despolarizante
cloreto de potassio (KCl, 10 a 160 mM), ou de um acoplamento farmacomecanico, no
caso 0 agonista muscarinico carbamilcolina (CCh, 0,01 a 100 uM).

Para protocolos envolvendo resposta mediada eletricamente, foram utilizados
protocolos envolvendo estimulagéo por campo elétrico (EFS, do inglés Electric Field
Stimulation). Os estimulos foram aplicados por estimulador (modelo LE12406, Panlab,
Espanha) através de eletrodos de platina paralelos com o tecido interposto entre eles.
Para construcdo de uma curva frequéncia-resposta, a estimulacao tinha parametros
fixos como a voltagem (30 V), a duragéao do pulso (500 us) e a duracao do estimulo
(10 s), enquanto tinha frequéncia variavel (1, 5, 10 e 20 Hz).

Também foram realizados protocolos para avaliar a capacidade de relaxamento
dos segmentos de esb6fagos e JEG utilizando um doador de O6xido nitrico, o
nitroprussiato de sodio (NPS, 0, 01 — 300 uM); o isoproterenol, um agonista
adrenérgico, (0, 001 — 100 uM) e a serotonina (5-HT, 0, 001 — 100 uM), que estimula
a formacgéo de adenosina monofosfato ciclico (CAMP).

4.5 Medida de Resisténcia Elétrica Transepitelial

Apoés eutanasia dos animais, o esbéfago foi removido e transferido para placa de
Petri contendo solucao de Tyrode, para efetuar a dissec¢ao das camadas musculares
sob lupa estereoscoépica. A mucosa intacta como um tubo foi aberta longitudinalmente
e dividida em segmentos. Em seguida, os mesmos foram montados com lado luminal
voltado para cima em minicamaras de Ussing, cujo diametro de abertura € 1,5 mm e
area 0,3 cm? (Mussler Scientific Instruments, Aachen, Alemanha). Os tecidos foram
banhados em lados luminal e seroso com solucao de Tyrode a pH 7,4, 37 °C,
continuamente aerada com mistura carbogénica (5% de CO2 em 95% de O2) (Figura
7). A diferenca de potencial transmucosa foi continuamente monitorizada com os
eletrodos Ag / AgCl. A resisténcia elétrica transepitelial (RET) basal foi calculada de
acordo com a lei de Ohm a partir das deflexdes induzidas por pulsos de corrente
constante bipolar de 50 pA, com duracédo de 200 ms a cada 6 s, aplicada através de
fios de platina. Todos os experimentos foram realizados em condi¢des de circuito
aberto. Apos equilibrio do sistema e estabelecimento da RET basal (aproximadamente
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20 min), os desafios eram feitos, substituindo-se a solucdo do lado luminal pelas
solucdes teste, a depender do protocolo experimental, sendo essa nova exposicao
medida por 30 min. Nos experimentos utilizando suspensao de alginato, as camaras
foram abertas e o tecido foi revestido com 200 pL da solugéo protetora, por 5 ou 10
minutos, dependendo do protocolo. Decorrido o tempo, as camaras foram reunidas e
preenchidas com solucdo de Tyrode de pH 7,4 e deixadas equilibrar novamente
durante 15 minutos. Posteriormente, a solugao do lado luminal foi substituida por uma
solucéo desafio de pH 1 + pepsina 1mg/ml + TDCA 2 mM e a RET foi medida durante

30 minutos.

Figura 7 — Imagem da preparacao para os experimentos de medida elétrica transepitelial.

eee e

Fonte: autoria propria. A: mini camara de Ussing de capacidade para 7 ml (3,5 ml em cada lado da
camara) de solucéo de Tyrode, constantemente aerada por mistura carbogénica e aquecida a 37 °C.
B: segmento de mucosa esofagica devidamente presa aos pinos do lado interno da camara.
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4.6 Analise estatistica

Os resultados sé&o expressos como média * erro padrdo da média (E.P.M.) com a
representacdo do numero de observacdes experimentais (n). Para comparagao entre
os grupos foram utilizados andlise de variancia (ANOVA) seguida de teste de multipla
comparacao apropriadamente indicado adiante. A probabilidade de ocorréncia de
nulidade menor que 5% foi aceita como indicativa de significAncia estatistica.
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5. RESULTADOS
5.1 Avaliacao da resposta contratil de es6fago isolado exposto a solucao de
pH 1 ou pH 4 durante 30 minutos

Ap6s remocao dos animais, o conjunto es6fago e estbmago foi inicialmente
exposto durante 30 min a uma solucéo controle (Tyrode com pH ajustado a 7,4) ou
solucdo desafio (Tyrode enriquecido com pepsina 1 mg/ml e taurodeoxicolato 2 mM)
com pH 1 ou pH 4. ApGs esse periodo, as preparacdes de es6fago e JEG foram
isoladas e transferidas as camaras de banho preenchidas com Tyrode com pH 7,4

para avaliagdo da contratilidade.

As respostas contrateis de segmentos de esbéfago frente a solugao despolarizante
de KCI (10 a 160 mM), ao agonista muscarinico carbacol (CCh; 0,01 a 100 uM) e a
EFS (1 a 20 Hz) sdo mostradas na Figura 8. Os tecidos foram montados no sistema

de registro respeitando a orientacao da camada circular das preparacoes esofagicas.

Para as preparagdes previamente tratadas com a solugédo controle, a resposta
contratil em funcado do estimulo despolarizante (KCl) seguiu padrao bifasico com
primeiro pico contratil na concentracdo de 40 mM, seguido por aumento gradual da
forca em concentragbes mais altas (60 a 160 mM) de KCI. Por outro lado, as
preparacdes submetidas ao estimulo colinérgico apresentaram padrao sigmoidal da
curva concentragao-efeito, com saturacao da resposta na faixa de concentracédo de
10-100 uM de CCh. As preparacbes estimuladas via EFS apresentaram aumento
gradual da forga contréatil com efeito maximo na frequéncia de 20 Hz.

Na exposicado de preparacdes de esdfago circular as solugdes desafio, revela-se
que a solucao de pH 1,0 diminuiu de forma mais evidente a magnitude das respostas
em todos os estimulos contrateis aplicados do que a de pH 4,0. Fica evidente que nas
concentragdes mais altas de CCh e KClI, assim como a maior frequéncia utilizada de
estimulo elétrico, as respostas contrateis foram significativamente menores na
solugcdo com pH 1 quando comparados as curvas de solugdo com pH 7,4 (p < 0,05,
ANOVA Holm-Sidak, Figura 8). Na solugdo com pH 4,0, apesar da aparente reducao
na magnitude da contragdo induzida por CCh ou EFS, nem todos os valores se
revelaram estatisticamente significativos (p > 0,05), exceto para o estimulo com KCI
(p < 0,05).
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Ao considerarmos a avaliacao contratil de preparacdes de eséfago montadas
seguindo a orientacdo das camadas musculares em sentido longitudinal, vimos que
uma solucao de pH 4 nao foi capaz de alterar significativamente o perfil contratil das
preparagbes estimuladas com KCI, CCh, ou EFS quando comparada a solugao
controle de pH 7,4 (p > 0,05, ANOVA Holm-Sidak). No grupo desafiado com solucao
de pH 1, além das respostas induzidas por estimulo elétrico, a resposta contratil ao
CCh também foi significativamente reduzida, exceto a responsividade ao estimulo
potassico, que foi inalterada pelo desafio acido (p < 0,05, two-way ANOVA seguida de
Holm-Sidak, Figura 9).
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Figura 8 — Efeito da exposicdao de segmentos circulares de es6fago de rato a solucoes que
simulam o conteudo gastrico com diferentes valores de pH em resposta aos estimulos por KCI,
CCh e EFS.
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Gréficos demonstrando curvas concentragao-efeito ao KCI (1 — 160 mM; A), CCh (0,01 — 100 uM; B)
e EFS (1 — 20 Hz; C). Segmentos de esbfago foram montados seguindo orientacdo da camada
muscular circular apds serem expostos por 30 min a solugao controle (Tyrode pH 7,4, e) ou solucao
de conteldo gastrico (Tyrode enriquecido com pepsina 1 mg/ml + TDCA 2mM) com pH ajustado para
1 (o) ou 4 (0).Os dados sao expressos em mg por mg de massa tecidual. *, p < 0,05, two way ANOVA
seguido de teste de Holm-Sidak, em comparagao ao grupo controle pH 7,4.
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Figura 9 - Efeito da exposicao de segmentos longitudinais de es6fago de rato a solucoes que

simulam o conteudo gastrico com diferentes valores de pH em resposta aos estimulos por KCI,

CCh e EFS.
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Gréficos demonstrando curvas concentragao-efeito ao KCI (1 — 160 mM; A), CCh (0,01 — 100 uM; B) e

EFS (1 — 20 Hz; C). Segmentos de es6fago foram montados seguindo orientagdo da camada muscular

longitudinal apds serem expostos por 30 min a solugdo controle (Tyrode pH 7,4, ®) ou solucdo de

conteudo gastrico (Tyrode enriquecido com pepsina 1 mg/ml + TDCA 2mM) com pH ajustado para 1

(o) ou 4 (0).Os dados sao expressos em mg por mg de massa tecidual. *, p < 0,05, two way ANOVA

seguido de teste de Holm-Sidak, em comparagao ao grupo controle pH 7.,4.



39

5.2 Efeito do pH na Resisténcia Elétrica Transepitelial esofagica

A resisténcia elétrica transepitelial (RET) de segmentos de mucosa esofagica de
rato expostos a solugao acida de pH 1,0 contendo pepsina 1 mg/ml e TDCA 2 mM foi
reduzida significativamente quando comparada aos valores de RET obtidos de
preparacoes expostas a solucao controle de pH 7,4. Por outro lado, essa diminuicao
da RET nao foi observada com a solucao desafio de pH 4,0. Ao longo de 30 minutos
de exposicao, a mucosa esoféagica exposta a solugdo controle (Tyrode pH 7,4) ndo
apresentou alteracdo na RET (104,37% da RET basal, n = 8), enquanto aquelas
expostas a solucédo de pH 1 mostrou decréscimo significativo na RET ja a partir de 5
min de exposicao (88,34 + 3,04% em relacdo a RET basal), com efeito maximo
equivalente a reducao de 20,34 * 4,04% em relacado a RET basal (n = 7, p < 0,05,
ANOVA Holm-Sidak). A medida de RET ap6s uma exposicdo a um pH fracamente
acido (pH = 4) durante 30 minutos ndo mostrou efeitos significativos uma vez que, aos
30 min, a RET correspondeu a 99,91% da RET basal (n = 6; p > 0,05, ANOVA Holm-
Sidak) (Figura 10).
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Figura 10 — Efeito do pH na resisténcia elétrica transepitelial da mucosa de es6fago de rato.
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Grafico mostrando os valores de resisténcia elétrica transepitelial (RET) em porcentagem da RET basal
em segmentos de mucosa esofagica expostos durante 30 minutos a solugédo de Tyrode pH 7,4 (e) ou
solugcao de Tyrode enriquecida com pepsina 1 mg/ml + TDCA 2mM com pH ajustado para 1,0 (o) ou
4,0 (o).*, p < 0,05, two way ANOVA seguido de teste de Holm-Sidak, em comparacao ao grupo Controle
pH 7.,4.
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5.3 Avaliacao da resposta contratil de es6fago isolado exposto a solucao de

pH 1 durante 10 ou 30 minutos

A partir dos resultados com as medidas de RET, ficou claro que as alteragdes nos
efeitos motores poderiam ser reveladas em tempo de desafio menor que 30 min.
Assim, um grupo separado de animais teve o conjunto eséfago-estémago desafiado
durante 10 min com solucdo de pH 1,0 (contendo pepsina 1 mg/ml e deoxitaurocolato
2 mM). A Figura 11 mostra que quando anéis de esbdfago circular foram expostos a
desafio com 10 min, os valores de contracdo evocados por KCIl, CCh e EFS foram
significativamente menores quando comparados a exposi¢ao controle (pH 7,4 durante
30 minutos) com os desafios de menor pH (p < 0,05, ANOVA Holm-Sidak). E
importante observar que ndo houve diferenga nos valores das respostas contrateis
quando comparamos entre si os tecidos com a solugéo desafio por 10 ou 30 minutos

(p > 0,05; Figura 11).

Em relacdo aos experimentos realizados com as tiras de eséfago montadas
respeitando a orientacao longitudinal de suas camadas musculares, o desafio com 10
min ndo induziu alteragdes significativas em nenhuma das preparacgdes, sejam elas
contraidas com KCI, CCh ou EFS (p > 0,05). Apesar de os valores das respostas
contrateis ao estimulo com CCh e EFS terem sido reduzidos em relagao ao controle,
a reducdo nao alcangou valores significativamente diferentes nessas preparacdes (p
> 0,05, ANOVA; Figura 12).
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Figura 11 - Efeito do tempo de exposicao a solucao acida na contratilidade de tiras circulares de
esofago de rato em resposta aos estimulos por KCI, CCh e EFS.
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Gréficos demonstrando curvas concentragao-efeito ao KCI (1 — 160 mM; A), CCh (0,01 — 100 uM; B) e
EFS (1 — 20 Hz; C). Segmentos de es6fago foram montados seguindo orientagdo da camada muscular
circular apés serem expostos por 10 (¢) ou 30 (o) min a solugdo de conteudo gastrico (Tyrode
enriquecido com pepsina 1 mg/ml + TDCA 2mM com pH ajustado para 1). As preparagdes controle
foram sujeitas a solugéo controle (Tyrode pH 7,4, ) por 30 min. Os dados s&o expressos em mg por
mg de massa tecidual. *, p < 0,05, two way ANOVA seguido de teste de Holm-Sidak, em comparacao
ao grupo controle pH 7,4.
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Figura 12 - Efeito do tempo de exposicao a solucao acida na contratilidade de tiras longitudinais
de esofago de rato resposta aos estimulos por KCI, CCh e EFS.
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Gréficos demonstrando curvas concentragao-efeito ao KCI (1 — 160 mM; A), CCh (0,01 — 100 uM; B) e
EFS (1 — 20 Hz; C). Segmentos de es6fago foram montados seguindo orientagdo da camada muscular

longitudinal apés serem expostos por 10 (¢) ou 30 (©) min & solugdo de conteudo gastrico (Tyrode

enriquecido com pepsina 1 mg/ml + TDCA 2mM com pH ajustado para 1). As preparagdes controle
foram sujeitas a solugéo controle (Tyrode pH 7,4, ) por 30 min. Os dados s&o expressos em mg por
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mg de massa tecidual. *, p < 0,05, two way ANOVA seguido de teste de Holm-Sidak, em comparacao
ao grupo controle pH 7,4.

5.4 Avaliacao da resposta contratil de segmentos de JGE apods exposicao a
desafio com solucao acida

Montadas em forma de anéis, preparacdes da juncado esbdfago-géastrica (JEG)
isoladas de conjuntos eséfago + estbmago previamente expostos a solucéo controle
ou solucéao acida, conforme descricao anterior, foram sujeitas aos mesmos estimulos
contrateis induzidos por KCI, CCh ou EFS. Como pode ser observado na Figura 13, a
exposicao as solucdes desafio de pH 1 e 4, ambas acrescidas de pepsina 1 mg/ml e
TDCA 2 mM, nao produziu efeitos significativos nas respostas contrateis quando
comparadas aos valores das preparacées sujeitas a solugdo de Tyrode controle pH
7,4. Diferentemente do eséfago, contracbes em resposta a solugdo despolarizante de
KCI (10 a 160 mM, A), ao agonista muscarinico carbacol (CCh; 0,01 a 100 uM, B) e a
EFS (1 a20 Hz, C) em preparacdes de JEG ndo apresentaram diferengas significativas
considerando os grupos avaliados (p > 0,05, ANOVA Holm-Sidak, Figura 13).

Na avaliacdo do efeito causado pelo tempo de exposicdo de anéis de JEG a
solugbes acidas na sua contratilidade, também nao foram registradas diferencas
significativas nas respostas aos estimulos evocados por KCI, CCh ou EFS (p > 0,05).
Anéis de JEG pré-desafiados com solucao de Tyrode durante 10 ou 30 minutos
mostraram-se igualmente responsivos aos estimulos de acordo com os graficos da

figura 14.
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Figura 13 - Efeito da exposicao de segmentos de JEG de ratos a solucées que simulam o
conteudo gastrico com diferentes valores de pH em resposta aos estimulos por KCI, CCh e EFS.
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Gréficos demonstrando curvas concentragao-efeito ao KCI (1 — 160 mM; A), CCh (0,01 — 100 uM; B) e
EFS (1 — 20 Hz; C). Anéis de JEG foram previamente expostos por 30 min a solugao controle (Tyrode
pH 7,4, @) ou solugao de conteudo gastrico (Tyrode enriquecido com pepsina 1 mg/ml + TDCA 2mM)
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com pH ajustado para 1 (o) ou 4 (o). Os dados sao expressos em mg por mg de massa tecidual. *, p <

0,05, two way ANOVA seguido de teste de Holm-Sidak, em comparg¢ao ao grupo controle pH 7,4.

Figura 14 - Efeito do tempo de exposicao a solucao acida na contratilidade de segmentos de

JEG de ratos em resposta aos estimulos por KCI, CCh e EFS.
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Gréficos demonstrando curvas concentragao-efeito ao KCI (1 — 160 mM; A), CCh (0,01 — 100 uM; B) e
EFS (1 — 20 Hz; C). Anéis de JEG foram previamente expostos por 10 (¢) ou 30 (o) min & solugéo de
conteudo gastrico (Tyrode enriquecido com pepsina 1 mg/ml + TDCA 2mM com pH ajustado para 1).
As preparacoes controle foram sujeitas a solugao controle (Tyrode pH 7,4, @) por 30 min. Os dados sao
expressos em mg por mg de massa tecidual. *, p < 0,05, two way ANOVA seguido de teste de Holm-
Sidak, em compargao ao grupo controle pH 7,4.

5.5 Avaliacao da resposta relaxante em segmentos de es6fago expostos a

solucao que simula conteudo gastrico

Segmentos de esdfago montados em orientacdo circular foram inicialmente
contraidos com CCh (10 uM). No platé da contragdo sustentada, concentracdes
crescentes de nitroprussiato de sodio (NPS, 0,01 — 300 uM; A), isoproterenol (0,001 —
100 uM; B) ou serotonina (5-HT; 0, 001 — 100 uM; C) foram adicionadas e as respostas
relaxantes foram registradas. De acordo com a Figura 15, o relaxamento n&o diferiu
quando comparamos as preparagdes sujeitas a solugcédo controle (pH 7,4 por 30 min)
com aquelas desafiadas com solugao &cida (Tyrode pH 1 + pepsina 1 mg/ml +TDCA
2 mM; p > 0,05, ANOVA Holm-Sidak). Da mesma forma, em segmentos de eséfago
montadas seguindo a orientacao longitudinal e pré-contraidas com CCh, nao foram
detectadas diferencas significativas no relaxamento muscular induzido por NPS,
isoproterenol e serotonina quando os grupos controle e desafio foram analisados (p >
0,05, ANOVA Holm-Sidak, Figura 16).
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Figura 15 — Efeito da exposicao de segmentos circulares de es6fago a solucao acida na resposta
relaxante induzida por nitroprussiato de sodio, isoproterenol ou serotonina.
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Gréficos demonstrando curvas concentracao-efeito em resposta a nitroprussiato de sédio (NPS; 0,01 —
300 uM; A), isoproterenol (0,001 — 100 uM; B) ou serotonina (5-HT; 0, 001 — 100 uM; C) em segmentos
de eséfago montados seguindo orientagcdo da camada muscular circular apds exposigcao prévia por 30
minutos a solugao control (Tyrode pH 7,4, ®) ou solucao acida (Tyrode pH 1 + pepsina 1 mg/ml + TDCA
2mM , o). As preparagdes foram pré-contraidas com CCh (10 uM).
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Figura 16 - Efeito da exposicao de segmentos longitudinais de es6fago a solucao acida na

resposta relaxante induzida por nitroprussiato de sddio, isoproterenol ou serotonina.
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Gréficos demonstrando curvas concentragcao-efeito em resposta a nitroprussiato de sédio (NPS; 0,01 —
300 uM; A), isoproterenol (0,001 — 100 uM; B) ou serotonina (5-HT; 0, 001 — 100 uM; C) em segmentos
de es6fago montados seguindo orientagdo da camada muscular longitudinal apds exposi¢ao prévia por
30 minutos a solucao controle (Tyrode pH 7,4, e) ou solucéo acida (Tyrode pH 1 + pepsina 1 mg/ml +
TDCA 2mM , o). As preparacoes foram pré-contraidas com CCh (10 uM).
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5.6 Avaliacao da resposta relaxante de segmentos de JEG expostos a solucao
que simula conteudo gastrico

Preparagdes de juncdo es6fago-gastrica (JEG) foram inicialmente contraidas com
CCh (10 uM) e, no estado estaciondrio da contragcdo, os efeitos relaxantes do
nitroprussiato de sodio (NPS; 0,01 — 300 uM; A) e isoproterenol (0,001 — 100 uM; B)
foram avaliados. De acordo com a Figura 17, podemos observar que as preparacoes
sujeitas ao desafio (com solucdo de pH 1,0 com pepsina e deoxitaurocolato)
produziram relaxamento cujos valores foram significativamente maiores do que os
alcancados nos respectivos grupos controle (solu¢do com pH 7,4). Enquanto nas
preparagdes controle o efeito relaxante maximo para o NPS e para o isoproterenol
reduziu a contracdo de CCh para valor correspondente a 62,82 + 6,80% (n = 5) e
72,51 £ 3,30 % (n = 5), respectivamente, nas preparacdes sujeitas ao estimulo acido
a contracao de CCh foi reduzida para valores correspondentes a 43,93 £ 3,26 % (n =
6) e 62,52 + 3,39 % (n = 6), 0os quais foram significativamente diferentes quando
comparados com os primeiros (p < 0,05, ANOVA Holm-Sidak, Figura 17).
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Figura 17 — Efeito da exposicao de segmentos de JEG a solucdo acida na resposta relaxante
induzida por nitroprussiato de sodio ou isoproterenol.
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Gréficos demonstrando curvas concentracao-efeito em resposta a nitroprussiato de sédio (NPS; 0,01 —
300 pM; A) ou isoproterenol (0,001 — 100 uM; B) em anéis de JEG apds exposi¢ao prévia por 30 minutos
a solucao controle (Tyrode pH 7,4, e) ou solucao acida (Tyrode pH 1 + pepsina 1 mg/ml + TDCA 2mM
,0). As preparacées foram pré-contraidas com CCh (10 uM).
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5.7 Efeito da suspensao de alginato na Resisténcia Elétrica Transepitelial em

pecas de mucosa esofagica

Na avaliacdo do efeito protetor da suspensao de alginato, mucosas esofagicas de
ratos foram sujeitas a suspensao de alginato (100 mg/ml) por 5 ou 10 minutos prévios
a exposicao das preparacdes ao desafio com solugédo acida (Tyrode com pH 1,0 e
enriquecida com pepsina 1 mg/ml e deoxitaurocolato 2 mM). Como podemos observar
na Figura 18, nas preparacées nao tratadas com alginato a RET foi reduzida
significativamente para 79,74 * 4,04% (n = 7) do seu valor basal ap6s 30 min de
exposicao a solugdo acida (p < 0,05). Nas preparacdes tratadas com alginato por 5
min, a RET foi reduzida para 87,61 + 2,6% (n=8) da RET basal, significativamente
maior quando comparado ao valor obtido apenas pela solu¢do acida de pH 1,0
contendo pepsina 1 mg/ml e TDCA 2 mM (p < 0,05, ANOVA Holm-Sidak). Quando o
procedimento de protecao por 5 minutos foi realizado duas vezes, compondo assim o
grupo protegido por 10 minutos, esse decréscimo foi ainda menor: 97,30 + 4,19% (n
= 10) da RET basal, sem diferenca significativa no minuto 30 quando comparado a
exposicao apenas a solucéo de pH 7,4.
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Figura 18 — Efeito da protecao com suspensao de alginato na resisténcia elétrica transepitelial

de segmentos de mucosa de esé6fago.
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Grafico com os valores de resisténcia elétrica transepitelial (RET) em porcentagem da RET basal em
segmentos de mucosa esofagica expostos durante 30 minutos a solug@o controle (Tyrode pH 7,4, o)
ou solucéo de Tyrode enriquecida com pepsina 1 mg/ml + TDCA 2mM com pH ajustado para 1,0 sem
tratamento (o) ou com tratamento prévio com suspenséo de alginato (100 mg/ml) por 5 (A) ou 10 (A)
minutos. ¥, p < 0,05, two/vay ANOVA seguido de teste de Holm-Sidak, em comparagao ao grupo
Controle pH 7,4. #, p < 0,05, two way ANOVA seguido de teste de Holm-Sidak, em comparacao ao
grupo solucao de Tyrode pH 1 + pepsina 1 mg/ml + TDCA 2mM.
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5.8 Avaliacao do tratamento tépico com alginato nas alteracoes da resposta

contratil de segmentos de es6fago causadas pela exposicao a solucao acida.

Preparacoes de segmentos de esbéfago montadas seguindo a orientacdo da
camada muscular circular previamente tratadas com suspensao de alginato (100
mg/ml) por 5 min e expostas por 30 min a solucao acida (Tyrode com pH 1,0, pepsina
1 mg/ml e deoxitaurocolato 2 mM) apresentaram valores de contracao
significativamente maiores que aqueles registrados para as preparacdes desafiadas
com solugdo acida nao sujeitas ao tratamento prévio com alginato. Os efeitos
protetores foram mais evidentes para as preparacgdes tratadas previamente com 10
min visto que o pico contratil na concentracdo de 160 mM KCI (2,43 = 0,51) foi
significativamente maior que aquele registrado nas preparacdes nao tratadas com
alginato e sujeitas ao desafio acido (1,01 +£0,39) (p < 0,05, two way ANOVA seguido
de teste de Holm-Sidak; Figura 19A). Perfil similar foi observado para as preparacoes

cujo estimulo contratil foi CCh (Figura 19B).

As respostas ao estimulo despolarizante em tiras de eséfago orientadas em
sentido longitudinal mostraram hiperresponsividade dos tecidos sujeitos tanto com 5
como com 10 min de tratamento tépico com alginato quando comparados aos grupos
controle e desafiado (p < 0,05, ANOVA, Holm-Sidak; Figura 20A). Quando analisamos
o efeito contratil relativo ao estimulo por CCh, o grupo protegido por 5 min alcangou
valores contrateis significativamente maiores do que aqueles correspondentes
observados nos tecidos sujeitos ao desafio acido sem tratamento com alginato. Por
outro lado, os tecidos sujeitos ao tratamento prévio com alginato por 10 min
apresentaram valores de contracdo em resposta ao CCh que nao foram diferentes em
relacdo ao grupo desafiado com solucao acida. (p > 0,05; Figura 20B).
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Figura 19 - Efeito da suspensao de alginato nas alterac6es de contratilidade de segmentos de
esofago circular apos desafio a solucao acida em resposta aos estimulos por KCl e CCh.
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Gréficos demonstrando curvas concentragdo-efeito ao KCI (1 — 160 mM; A) e CCh (0,01 — 100 pM; B).
Segmentos de eséfago foram previamente expostos por 30 min a solugao controle (Tyrode pH 7,4, o)
ou solugao de contetdo gastrico (Tyrode pH 1,0 enriquecido com pepsina 1 mg/ml + TDCA 2mM, o)
sem tratamento ou com tratamento prévio com suspensao de alginato (100 mg/ml) por 5 (A) ou 10 (A)
min. Os dados £%0 expressos em mg por mg de massa tecidual. *, p < 0,05, two way ANOVA seguido
de teste de Holm-Sidak, em comparcao ao grupo controle pH 7,4. #, p < 0,05, two way ANOVA seguido
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de teste de Holm-Sidak, em comparacao ao grupo solucéo de Tyrode pH 1 + pepsina 1 mg/ml + TDCA
2mM.

Figura 20 - Efeito da suspensao de alginato nas alteracoes de contratilidade de segmentos de
esofago longitudinal apds desafio a solucao acida em resposta aos estimulos por KCl e CCh.
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Gréficos demonstrando curvas concentracao-efeito a KCI (1 — 160 mM; A) e CCh (0,01 — 100 uM; B).
Segmentos de eséfago foram previamente expostos por 30 min a solugao controle (Tyrode pH 7,4, o)
ou solugao de contetdo gastrico (Tyrode pH 1,0 enriquecido com pepsina 1 mg/ml + TDCA 2mM, o)
sem tratamento ou com tratamento prévio com suspensao de alginato (100 mg/ml) por 5 (A) ou 10 (4)
min. Os dados séo expressos em mg por mg de massa tecidual. *, p < 0,05, two way ANOVA seguido
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de teste de Holm-Sidak, em comparcao ao grupo controle pH 7,4. #, p < 0,05, two way ANOVA seguido
de teste de Holm-Sidak, em comparacao ao grupo solucéo de Tyrode pH 1 + pepsina 1 mg/ml + TDCA
2mM.

5.9 Avaliacao do tratamento topico com alginato na resposta contratil de
segmentos de JEG causadas pela exposicao a solucao acida

A Figura 21 mostra curvas concentracéo-efeito em resposta a estimulos de KCl e
CCh nos anéis de JEG apéds exposicao a solucao controle (Tyrode pH 7,4) ou solucao
desafio (Tyrode pH 1,0 com pepsina 1 mg/ml e deoxitaurocolato 2 mM) sem
tratamento ou com tratamento prévio com suspensao de alginato (100 mg/ml) por 5
ou 10 min. Em ambos os tecidos sujeitos por 5 ou 10 min a protecao, a responsividade
foi significativamente menor quando comparados aos grupos controle e solu¢ao pH 1
(p < 0,05, two way ANOVA seguido de teste de Holm-Sidak). Interessante que o grupo
alginato 5 min mostrou menos prejuizo contréatil quando comparado ao grupo alginato
10 min (Figura 21).
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Figura 21 - Efeito da suspensao de alginato na contratilidade de segmentos de JEG apos desafio

a solucao acida em resposta aos estimulos por KCl e CCh.
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Gréficos demonstrando curvas concentragao-efeito a KCI (1 — 160 mM; A) e CCh (0,01 — 100 uM; B).

Anéis de JEG foram previamente expostos por 30 min a solugcéo controle (Tyrode pH 7,4, ®) ou solucao

de contetdo gastrico (Tyrode pH 1,0 enriquecido com pepsina 1 mg/ml + TDCA 2mM, o) sem

tratamento ou com tratamento prévio com suspensao de alginato (100 mg/ml) por 5 (A) ou 10 (A) min.
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Os dados sao expressos em mg por mg de massa tecidual. *, p < 0,05, two way ANOVA seguido de
teste de Holm-Sidak, em compargcéao ao grupo controle pH 7,4. #, p < 0, 05, two way ANOVA seguido
de teste de Holm-Sidak, em comparacao ao grupo solucéo de Tyrode pH 1 + pepsina 1 mg/ml + TDCA
2mM.

5.10 Avaliacao da resposta contratil de segmentos de es6fago a diferentes
solucoes que simulam conteudo gastrico

As alteracdes da responsividade contratil a EFS apds exposicao da superficie
luminal do eséfago a solugdes com diferentes composi¢des que simulam o conteddo
gastrico também foi analisada. No grupo controle, por exemplo, eséfago preenchido
por solucdo de Tyrode de pH 7,4 a estimulagdo por campo elétrico apresentou
contracbes de 211,1 £ 18,9 mg/mg de tecido (n = 8). Os tecidos expostos a solucao
de Tyrode pH 1, contrairam 184,4 £ 11,5 mg/mg de tecido (n = 9), e apesar de menor
que o controle ndo houve diferenca significativa (p > 0,05, ANOVA e Holm-Sidak,
Figura 22). Quando o eséfago entra em contato previamente por 30 minutos com uma
solucédo de Tyrode de pH 1, porém adicionada de pepsina na concentracédo de 1
mg/mL, a contracao induzida por eletroestimulacao é reduzida significativamente para
147,7+14,5 mg/mg de tecido quando comparada ao controle (n = 9; p < 0,05, ANOVA
e Holm-Sidak). A adicdo concomitante de pepsina 1 mg/mL e de taurodeoxicolato 2
mM a solug¢ao também diminuiu as contracdes obtidas em relacdo ao grupo controle,
135,4 + 17,7 mg/mg de tecido (n = 9; p < 0,05, ANOVA e Holm-Sidak, Figura 22).
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Figura 22 — Respostas a EFS de segmentos de es6fago expostos luminalmente a solucoes que
simulam o conteudo gastrico.
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Gréafico demonstrando médias de respostas contrateis a estimulagdes por campo elétrico (pulsos de
1ms a 20 V, com frequéncia de 5 Hz por 8 s) em anéis de es6fago expostos a diferentes solucdes
(controle pH 7,4; pH 1; pH 1 + pepsina 1 mg/mL; pH 1 + pepsina 1 mg/mL + taurodeoxicolato (TDC) 2
mM).
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, avaliamos a responsividade de segmentos de eséfago e de
juncao esbfago-gastrica a estimulos contrateis e relaxantes apds exposicdo da
superficie luminal desses segmentos a solucdo que simula o refluxo de contetudo
gastrico. Pudemos constatar que a exposicdo da superficie luminal do eséfago
mediante desafio com solucéo de pH 1,0 enriquecida com pepsina e deoxitaurocolato
€ capaz de revelar alteragdes na responsividade a estimulos contrateis como KCl,
CCh e EFS, e a estimulos relaxantes como NPS e isoproterenol. Além disso, 0 modelo
experimental aqui proposto é capaz de detectar que a protecédo tépica com alginato
impede as altera¢des causadas pela acidez presente no meio luminal. Tais achados
ajudam a compreender melhor o processo de instalacdo da injuria tecidual envolvida
na DRGE.

Com base em experimentos in vitro e escassas pesquisas animais e humanas in
vivo avaliando o efeito de curto prazo de solugcbes perfundidas, sabemos que
diferentes fatores luminais podem prejudicar a integridade epitelial com ou sem
provocar erosées visiveis (PARDON et al. 2016).

Em relacdo a acidez, Orlando et al. (2010) resumiu bem o mecanismo de lesao
acida no epitélio esofagico. O epitélio esofagico é impermeavel ao acido, mas apds o
contato continuo, ions H* podem difundir-se no citosol da célula epitelial, levando a
acidificagdo intracelular. Os transportadores de ions na membrana celular sdo
capazes de remover o excesso de H* do citosol e restaurar o pH. Quando a integridade
da mucosa é prejudicada, maiores concentracées de H* luminal pode difundir e
acidificar o espaco intercelular. Este evento é seguido por um aumento na difusdo
paracelular de ions ClI', 0 que resulta num gradiente osmético para o movimento da
agua para o espacgo intercelular. Finalmente, esse gradiente leva a geragédo de
espacos intercelulares dilatados. Os mecanismos naturais de protecao falham quando
ha excesso de acido; em seguida, a persisténcia de pH intracelular baixo ativa varios

eventos, levando a lesao celular e necrose.

Nossos resultados corroboram com essa difusao de ions H* quando avaliamos os
diferentes perfis contrateis das camadas musculares esofagicas frente aos desafios
acido e fracamente acido. A camada circular, mais interna e proxima do lumen, foi

sempre mais susceptivel as mudancas de pH, ao contrario da camada longitudinal,
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que chegou até mesmo a nao apresentar diferencas significativas quando

comparadas as respostas a trés pH diferentes.

Outros trabalhos também ja mostraram diferencas na contratilidade entre essas
duas camadas. WELLS et al. 2003, utilizando um modelo de esofagite induzida por
acido em gambas, mostraram diferengas significativas na contragdo promovida por
CCh de células musculares isoladas da camada circular, fato este ausente na camada
longitudinal.

Em contraste com as células da camada longitudinal, a inflamacao parece afetar
diretamente as células da camada circular, resultando em diminuicao da contracao
celular. A camada circular estd mais préxima da lesdo da mucosa, possivelmente
sendo influenciada diretamente pela esofagite. Em contraste, a inflamacao nao tem
um impacto direto detectavel na funcao de células longitudinais isoladas, sendo suas
eventuais alteragdes resultado de mediadores liberados no meio intercelular (WELLS
et al. 2003).

Além da acidez, a pepsina e os acidos biliares sdo componentes importantes do
refluxato. Embora atualmente seja discutivel o papel da pepsina na patogénese da
esofagite, ja foi sugerido que seu impacto sobre a integridade da mucosa é devido a
um efeito proteolitico sobre as proteinas de adesdo célula a célula (FARRE; 2013).
Resultados com &cidos biliares também apontam comprometimento funcional da
mucosa suficiente para provocar espacos intercelulares dilatados e permitir a

passagem de acido ou outra substancia luminal através da mucosa.

A influéncia desses componentes no comportamento motor, por exemplo, foi
visualizada através de nossos resultados prévios com um modelo de eséfago isolado
em forma de tubo, Ultimo grafico mostrado na secao dos resultados. Foi visto que a
exposicao da superficie luminal esofagica apenas ao baixo pH € incapaz de alterar a
contratilidade de forma aguda, enquanto a adi¢cao de pepsina e TDCA diminuiu as

tensdes de respostas ao estimulo elétrico.

Podemos supor, assim, que a pepsina e os acidos biliares sdo importantes para
facilitacdo da permeacéo do acido pelas camadas, agravando a condi¢édo patoldgica.
Apesar dessas evidéncias experimentais, ainda sdo necessarios estudos para

elucidar em detalhes o papel desses elementos como fatores agressivos no refluxo.
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A avaliacdo da funcao motora compreendia protocolos envolvendo o agente
muscarinico CCh, cuja indu¢do de contracdo acontece via canais operados por
receptor, 0s quais quando ativados por agonistas diversos — que atuam via proteinas
G heteroméricas — recrutam célcio extracelular, além de levar a liberagéao de célcio do
reticulo sarcoplasmatico através da sinalizagdo com segundo mensageiro, o IP3
(Katzung, 2010). A contracdo induzida por KCI, entretanto, ocorre através da
despolarizacdo do sarcolema e abertura de canais para calcio dependentes de
voltagem (RIBEIRO-FILHO et al., 2012).

Trabalhos com diferentes modelos de inducdo de esofagite mais severa ja
mostraram hiporresponsividade esofagica envolvendo esses dois estimulos. Tugay et
al. 2003, por exemplo, demonstraram deficiéncia da reatividade do musculo esofagico
de ratos quando a esofagite foi induzida cirurgicamente por refluxo acido ou misto. As
respostas contrateis a carbacol e KCl foram significativamente diminuidas na

presenca de esofagite quando comparadas a respostas de animais falso operados.

Respostas a EFS também ja foram documentadas. Harnett et al. 1999, utilizando
um modelo agudo de esofagite experimental obtido por perfusdo esofagica com HCI
0,1 N por 45 minutos em trés dias consecutivos, revelaram reducgédo significativa da
resposta in vitro a estimulagdo eléctrica, sugerindo que 0S mecanismos neurais
colinérgicos responsaveis pela liberacdo de neurotransmissores excitatérios podem
ser afetados. Os dados também sugerem que a reducgéo da liberacdo de ACh das tiras
esofagicas in vitro em resposta a estimulacao eléctrica pode ser causada por citocinas
inflamatérias tais como IL-1B e IL-6. Mais recentemente, Cao et al. (2004), em um
modelo de esofagite experimental em gato, também mostraram que a funcdo motora
esofagica € prejudicada quando a contragao in vitro de tiras esofagicas de musculos
circulares em resposta a EFS, que € neuronalmente mediada, foi significativamente

reduzida em animais com esofagite.

Esse comprometimento motor que repercute na motilidade esofagica € um achado
comum em pacientes com DRGE. H4 discussdes na literatura se a hipocontratilidade
no segmento do corpo esofagico ou alteragbes no peristaltismo esofagico seriam
distarbios primarios ou ocorreriam secundariamente as alteragdes na mucosa
esofégica, decorrentes do refluxo (FALCAO, 2009). Pensando nisso, desenvolvemos
experimentos de medida de resisténcia elétrica transepitelial, onde foi visto,
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inicialmente, que um pH &cido acrescido de pepsina e TDCA € capaz de diminuir
significativamente a resisténcia, fato corroborado indiretamente por Woodland et al
(2014), ao estabelecer que acidos fortes de pH 1 ou 2 sdo capazes de causar maior
permeabilidade paracelular do epitélio esofagico em coelhos.

Farré et al. (2008), utilizando também mucosa esofagica de coelho, revelaram que
exposicao a solucdes acidas e fracamente acidas contendo concentragdes baixas (0,5
a 5 mM) de acidos biliares e pepsina (1 mg/ml) causou queda na RET e aumento na
permeabilidade a fluoresceina. O efeito mais marcante dele foi observado com
solucdes fortemente acidas (pH 2) contendo &cido biliar e pepsina, enquanto solucdes
acidas fracas contendo acido biliar e pepsina causaram uma queda menor, porém
significativa, na RET e aumento da permeabilidade a fluoresceina. No nosso caso,
solucdo fracamente acida (pH 4), entretanto, ndo alterou significativamente essa
medida. Os nossos dados contrateis de segmentos musculares longitudinais também
revelaram auséncia de diferencas entre os grupos controle e pH 4, correlacionando
os parametros funcional e motor. Ainda assim, é conveniente lembrar aqui a presenca
da camada de queratina sobre a mucosa esofagiana em roedores, inexistente em
coelhos e humanos, que pode justificar essa diferenca de resultados com a literatura

comentada.

A reducdo da resisténcia elétrica transepitelial no pH mais baixo teve uma
significancia expressiva ja nos primeiros minutos de exposicao a solucdo, o que nos
fez avaliarmos se esse tempo também seria suficiente para levar a alteracbes na
atividade contratil. Acabou sendo visto ser esse curto intervalo de tempo de contato
do tecido com o desafio satisfatério para que os segmentos de esb6fago j& mostrem
uma hiporresponsividade também motora. Apesar de alguns estimulos n&o se
mostrarem diferentes do controle, € importante perceber sempre haver uma tendéncia
a menores tensdes de resposta, revelando um prejuizo mesmo com pouco tempo de
contato. Interessante observar também que as curvas concentragéo-efeito ao KCl em
segmentos musculares longitudinal permaneceram sem diferencas, 0 que pode ser
uma forma de validar nosso modelo com os desafios propostos. Esse tempo também
representa uma forma de avaliacdo quando lembramos que o paciente com refluxo
ndo permanece em contato incessantemente com o conteudo refluido, estando

simulando, portanto, os momentos em que a prépria regurgitacao acida acontece.
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Quando partimos para avaliacdo dos segmentos de juncado esbéfago-gastrica, as
alteracbes contrateis entre os grupos desafiados avaliados nao apresentaram
diferencas significativas quando comparadas ao controle (pH 7,4). Biancani et al.
(1984) demonstraram, num modelo de esofagite experimental em gatos por exposi¢ao
repetida do lumen esofagico ao acido, que numa resposta in vitro de esfincter
esofagico inferior, a estimulagcdo maxima de potassio é preservada em alguns tecidos
com um menor grau de lesdo da mucosa; nestes animais, a resposta a KCl néo &
significativamente diferente da normal, enquanto que em outros, com lesdo mucosa
mais grave, a resposta a KCI é reduzida. A auséncia de diferengas na contratilidade
pode, entdo, estar associada ao modelo utilizado, o qual representa uma exposi¢ao
mais aguda e de lesbes macroscopicas nao aparentes. Além disso, sabe-se que é a
capacidade relaxante a principal prejudicada na fisiologia da DRGE.

Visto isso, passou a ser interessante também essa avaliacdo dos segmentos de
JEG, os quais tiveram seus efeitos relaxantes potencializados pelo acido nos
estimulos por NPS e isoproterenol. A diferenca a respeito da preservacdo da
contracdo e uma reducao na resposta relaxante dos segmentos de JEG frente aos
desafios é compativel com a prépria fisiologia da doenca que, como ja bem explanada,
€ marcada por defeitos no relaxamento do esfincter. Além disso, o estimulo contratil
inicial € 0 mesmo em ambos 0s grupos de tratamento, o que elimina a possibilidade

da existéncia de algum viés nas respostas relaxantes.

Estudos recentes indicam que o aumento da frequéncia de relaxamentos
transitérios de EEI pode ser o principal mecanismo que explica o esfincter defeituoso
com pressao ténica reduzida na DRGE (Duman et al. 2013). Além disso, a hipotensao
do EEI pode ser devida a uma série de disturbios potenciais, incluindo anormalidade
da propria fungdo muscular, falta de ativagdo colinérgica normal, diminuicdo da
excitacao reflexa, diminuicdo da responsividade a substancias circulantes, como
gastrina, e ativagdo do sistema inibitorio (SHIINA; SHIMIZU; 2012). Estes mesmos
autores sugerem ainda que o refluxo acido excessivo para o corpo esofagico pode

evocar relaxamento anormal do esfincter por NO, resultando em DRGE severa.

Quando avaliamos o relaxamento de segmentos de eséfago, nossos resultados
mostraram que as respostas ao NPS, isoproterenol e serotonina foram preservadas,
nao havendo diferencas da exposicao controle e exposicao a solucao acida. Tugay et
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al. (2003), comparando ratos sham a ratos submetidos a modelos de esofagite acido
e misto, mostraram prejuizo na resposta relaxante ao isoproterenol na musculatura
esofagica, enquanto a resposta relaxante a serotonina é preservada; o mecanismo
subjacente a este relaxamento prejudicado, porém, é desconhecido. Os autores ainda
reforcam que diferentes graus de esofagite, uma consequéncia irreversivel da
inflamacédo esofagica ou fatores preexistentes podem estar por trds de varios
resultados, fato que muitas vezes precisa ser lembrado quando trabalhamos com
modelos de forma aguda e pontual.

Foi percebendo a vulnerabilidade da mucosa dos pacientes aos efeitos nocivos do
refluxo gastroesofagico que se pensou na ideia de terapias que permitissem protecao
rapida no local de lesdo potencial. As suspensodes de alginato agem nesse sentido,
pois destinam-se a exibir adesdo as superficies epiteliais, e um filme adesivo
persistente dessa suspensao pode formar uma barreira protetora sobre o tecido de
bidépsia exposta. Além disso, as suspensdes de alginato demonstraram reduzir a
difusdo de acidos biliares no compartimento intracelular em um modelo in vitro, os
quais tem um efeito deletério na integridade da mucosa esofagica (WOODLAND et
al., 2013).

Com o desenvolvimento dos nossos experimentos com essa suspensado fomos
capazes de correlacionar nossos resultados utilizando segmentos de mucosa de ratos
com resultados da literatura que mostram maiores valores de resisténcia transepitelial
para bidépsias humanas protegidas topicamente com o produto (WOODLAND et al.,
2013). O contato prévio por 5 minutos de mucosa de ratos com a formulacao permitiu
valores significativamente maiores de RET quando comparados aos valores do grupo
desafiado com solucdo acida, enquanto essa protecao por tempo dobrado revelou

valores ainda maiores.

Os dados da contratilidade também revelaram melhorias para a musculatura
esofagica circular e longitudinal quando estiveram em contato com alginato no modelo
proposto neste trabalho. Somente as respostas ao CCh mostraram-se prejudicadas
nas ultimas concentragdes quando o tempo de protecao foi maior, mostrando que 5
minutos foram suficientes para reverter um prejuizo motor advindo do desafio acido.
Segmentos de juncado esbéfago-gastrica, entretanto, mostraram menores tensdes de
resposta quando entraram em contato com a formulacdo de alginato. As boas



67

repercussdes encontradas no eséfago que ndo puderam ser vistas nos protocolos
com JEG necessitam de outras metodologias para melhor explanagcédo desses dados
encontrados, visto também a precariedade de estudos com JEG nesse ambito.

Ainda assim, nosso modelo de exposicao aguda revelou que uma protecao tépica
de alginato é capaz de melhorar parametros ndo sé no ambito de integridade epitelial,

mas também parametros relacionados a fungdo motora.

O modelo experimental apresentado nos permitiu mostrar a vulnerabilidade motora
e funcional do es6fago frente a solugdes que simulam o refluxo. Além disso, a protecao
topica com suspensdo de alginato mostrou ser eficaz na reversdo ou pelo menos
melhora desse quadro. O presente trabalho ainda abre precedente para diversas
outras investigacbes dessa patologia que, sendo multifatorial, envolve diversas
alteracbes ainda por serem compreendidas.
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CONCLUSAO

O presente modelo de refluxo por exposi¢cdo aguda a conteudo gastrico
controlado leva a alteragdes motoras do eséfago e JEG de ratos compativeis

com fend6menos ja vistos em outros modelos mais agressivos.

As respostas contrateis a estimulos por carbacol, KCI e estimulagao elétrica,
além de protocolos de relaxamento envolvendo NPS e isoproterenol s&o
diferentes entre animais controle e animais submetidos a exposicao a solugdes

desafio.

A reducao de pH teminfluéncia nas respostas contrateis e relaxantes a agentes
conhecidos no modelo desenvolvido, assim como o tempo de exposicao do

desafio aos segmentos analisados.

O modelo experimental proposto revelou resultados compativeis com
comprometimento da mucosa esofagica quando mostrou uma diminui¢do da

resisténcia elétrica transepitelial frente ao desafio acido.

A exposicéo prévia de mucosa esofagica de ratos a suspenséo de alginato
previne a diminui¢do da resisténcia transepitelial causada pelo desafio 4cido.

A exposicao tépica de alginato no modelo experimental proposto pode induzir
efeitos na contratilidade dos tecidos isolados.
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ANEXO A - PROTOCOLO DE ACEITE DO PRESENTE TRABALHO PELA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DA UNIVERSIDADE FEDERALDO
CEARA (CEUA - UFC)




