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RESUMO

PARTICIPACAO DA VIA NITRERGICA NA ELEVAC;AO DA TAXA DE
RELAXAMENTO TRANSITORIO DO ESFINCTER ESOFAGICO INFERIOR
DECORRENTE DA DISTENSAO RETAL EM CAES. MICHEL SANTOS PALHETA.
Dissertacdo (Mestrado). Programa de p6s-graduacdo stricto sensu em Cirurgia. Faculdade de
Medicina. Universidade Federal do Ceara.

Abril, 2011. Orientador: Prof. Dr. Miguel Angelo Nobre e Souza

A distensdo retal induz o relaxamento transitério do esfincter esofégico inferior
(RTEEI) em cées, tal relaxamento gera uma queda na pressao do esfincter esofagico inferior
(EEI) no nivel da pressdo intragastrica, evento inclusive considerado o principal fator para
ocorréncia do refluxo gastroesofagico. O objetivo deste estudo foi avaliar a participacdo da
via nitrérgica na elevacdo da taxa de RTEEI decorrente da distenséo retal em cées. Foram
utilizados cdes (n=21), sem raca definida, machos, pesando entre 10-15 Kg. Os animais
foram submetidos ao jejum de 12h com agua ad libitum. No dia seguinte, os cdes foram
anestesiados com (cetamina 10 mg.Kg™ + xilazina 20 mg.Kg™). Posteriormente, foi iniciado
0 protocolo de avaliagdo da motilidade esofagica. Em seguida, 0s animais foram
aleatoriamente pré-tratados com solugéo salina 0.15 M (1 ml.Kg™, i.v.), L-NAME (3 mg.Kg
1), L-NAME (3 mg.Kg?, i.v.) + L-Arginina (200 mg.Kg™, i.v.), glibenclamida (1 mg.Kg™,
i.v.) ou azul de metileno (3 mg.Kg™, i.v.). Decorridos 45 min, o reto foi distendido (5 ml.Kg"
1) com um baldo de latex e as variacdes da motilidade esofagica foram registradas ao longo
dos 45 min seguintes. Os dados foram analisados utilizando-se ANOVA seguida do teste
Student-Newman-Keuls. Em relacdo aos respectivos animais controles (5,8 + 0,34 RTEEI/h)
0 pré-tratamento com L-NAME (2,3+0,52 RTEEI/h) reduziu (p<0.05) a taxa de RTEEI
provenientes da distensdo retal, evento que foi revertido no grupo que recebeu a adigéo de L-
Arginina (6,5 + 0,6 RTEEI/h, p<0,05). Além disso, o pré-tratamento com azul de metileno
(1,56 = 0,5 RTEEI/h) também preveniu o aumento da taxa de RTEEI decorrente da distensdo
retal. Entretanto, nos animais pré-tratados com glibenclamida (5,3 + 0,3 RTEEI/h) a
distensdo retal ndo demonstrou alteragdo no nimero de RTEEI em relagé&o ao grupo controle.
O oxido nitrico participa da elevacao da taxa de RTEEI decorrente da distensdo retal em cées

através do segundo mensageiro GMPc.

DESCRITORES: Oxido nitrico. Motilidade esofagica. Refluxo gastroesofagico. Esfincter

esofagico inferior. Caes.



ABSTRACT

PARTICIPATION OF THE NITRERGIC PATHWAY IN THE INCREASED RATE
OF TRANSITORY RELAXATION OF LOWER ESOPHAGEAL SPHINCTER
INDUCED BY RECTAL DISTENSION IN DOGS. MICHEL SANTOS PALHETA.
Dissertation (master's degree). Post-Graduation Program (stricto sensu) in surgery. Federal
University of Ceard. Faculty of Medicine.

April, 2011. Prof. Dr. Miguel Angelo Nobre e Souza

The rectal distension (RD) induces transitory relaxation of lower esophageal sphincter
(TLERS) in dogs, this relaxation generates a drop in pressure of lower esophageal sphincter
(LES) similar a intragastric pressure values event even considered the main factor for the
occurrence of gastroesophageal reflux. The aim of this study was evaluate the participation of
the nitrergic pathway in the increased rate of TLERS induced by rectal distension in dogs.
Mongrel male dogs (n = 21) weighing 10-15 kg. The animals were fasted for 12 hours with
water ad libitum. The next day, the dogs were anesthetized (ketamine 10 mg.Kg™ + xylazine
20 mg.Kg™). The animals were subjected to the evaluation protocol of esophageal motility
during 120 min. Considering the first 30 minutes as basal period, the animals were randomly
intravenous treated whit: Saline 0.15M (1ml.Kg™, i.v.), L-NAME (3 mg.Kg™, i.v.), L-NAME
(3 mg.Kg?, iv.) + L-Arginine (200 mg.Kg™®, i.v.), glibenclamide (1 mg.Kg™, i.v.) or
methylene blue (3 mg.Kg™, i.v.). After 45 min, the rectum was distended (5 ml.Kg?, i.v.)
with a latex balloon and changes in esophageal motility were recorded last 45 min. Data were
analyzed using ANOVA followed by Student Newman-Keuls test. In comparison to their
control animals (5,8 = 0,34 TLESRs/h), pre-treatment with L-NAME (2,3+£0,52 TLESRs/h)
decreased (p <0.05) rate the TRLES induced by DR, this phenomena was reversed by L-
NAME plus L-Arginine (6,5 £ 0,6 TLESRs/h, p<0,05). Moreover, the pre-treatment with
methylene blue (1,56 £ 0,5 TLESRs/h) also prevent increase rate the TLESRs induced by
RD. However, in animals pretreated with glibenclamide (5,3 + 0,3 TLESRs/h) RD the
showed no change inthe number of TLESRs in comparison the control. Nitric oxide
participates in the rising rate of TLESRs resulting from rectal distension in dogs through the
cGMP second messenger

KEY WORDS: Nitric oxide. Esophageal motility. Gastroesophageal reflux. Lower

esophageal sphincter. Dogs.
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1 - INTRODUCAO

No trato gastrintestinal, o esdfago € uma estrutura tubular muscular que,
funcionalmente, se estende desde a margem inferior do esfincter esofagico superior a
margem inferior do esfincter esofagico inferior (EEI) e ao unir a faringe ao estémago,
permite a passagem do alimento, bem como a eliminagdo do excesso de materiais gasosos do
estdmago, mediante eructacdo. O movimento do contetdo alimentar ao longo do eséfago é
resultante de contracbes musculares coordenadas a quem denominamos de motilidade
esofagica. (SILVERTHORN, 2003).

Com a ingestdo de alimento sélido damos inicio a mastigacdo, evento que
permite a umidificacdo e modelamento de volume adequado do material a ser deglutido. Ao
término da mastigacdo dar-se inicio ao processamento da degluticdo. Neste momento entra
em acdo o esbfago. Para isso, conta com o auxilio do EES e do EEI situados em suas
extremidades para controlar o fluxo anterogrado e evitar o fluxo retrégrado (SANTOS,
2009). O reflexo da degluticdo segue uma sucessdo altamente coordenada de eventos
orquestrada pelo centro da degluticdo no tronco cerebral e requer impulsos dos nervos
cranianos trigémeo, facial, glossofaringeo, vago e hipoglosso (LANG, 2009; SOUZA e
FREIRE, 2010).

Tais impulsos desencadeiam a constricdo da faringe e o esfincter esofagico
superior relaxa, propulsionando a comida no eséfago e iniciando uma onda peristaltica. Isto é
conhecido como peristalse primaria e a contracdo prossegue distalmente ao longo do eséfago
a uma taxa de aproximadamente 5 a 10 cm por segundo. A peristalse secundaria clareia
qualquer alimento restante e é iniciada através da distensdo do es6fago ou através do refluxo
gastroesofdgico (RGE). Contracbes tercidrias ndo-peristalticas podem acontecer
espontaneamente ou depois da degluticdo (GURSKI, 2006).

Na por¢do mais distal do esdfago, o EEI forma junto com o diafragma crural uma
zona de alta pressdo (em torno de 25 mmHg). Embora do ponto de vista anatdmico a juncéo
esofagogastrica ndo tenha estrutura tipica de esfincter, exibe contracdo tbnica entre as
degluti¢des, inclusive suficiente para manter uma pressdo em torno de 05 mmHg superior a
intragastrica, evitando o RGE (SANTOS, 2009).

Tal fato, talvez, esteja relacionado as propriedades miogénicas ou maior
sensibilidade da juncdo a neurotransmissores colinérgicos. Portanto, fatores de natureza
muscular, neural e hormonal contribuem para o regulamento fisiolégico da pressao do EEI.

Neste sentido, vale salientar que nos dois tercos inferiores, a musculatura do esofago é



inervada a partir do plexo mioentérico, cuja atividade excitatdria ou inibitéria € comandada
por fibras vagais pds-ganglionares de natureza colinérgica ou através de mediadores nédo
adrenérgicos e ndo colinérgicos (NANC) (SANTOS e GRACA, 2010).

Além disso, quando ha o relaxamento do EEI ou do diafragma crural, ou mesmo
quando algumas destas estruturas encontram-se defeituosas pode haver ocorréncia de
episodios de RGE, ou seja, o transito retrogrado e involuntério do contetido géstrico para o
esdfago, podendo manifestar-se ou ndo com regurgitacdo ou vémito de saliva, alimentos e
secrecdo gastrica (MORAES-FILHO et al, 2002). J& o termo doenca do refluxo
gastroesofagico (DRGE) é utilizado para descrever o amplo espectro de disturbios causados
pelo RGE e, conceitua-se como afec¢do cronica decorrente do fluxo retrogrado de parte do
conteddo gastroduodenal para o esdfago ou 6rgdos adjacentes ao mesmo, acarretando
variavel espectro de sintomas ou sinais esofagianos ou extraesofagianos, associados ou ndo a
les@es teciduais (PEREIRA e FURTADO, 2010).

Atualmente, a DRGE é considerada uma das doengas mais comuns na pratica
médica e hd muito tempo desperta o interesse de clinicos e cirurgides da gastroenterologia. O
diagnostico adequado da DRGE necessita do conhecimento do conceito atual da afeccdo e
das suas varias formas de apresentacdo clinica. As manifestacdes clinicas consideradas
tipicas da DRGE sdo pirose e regurgitacdo. Tais sintomas sugerem a presenca da afeccdo,
entretanto outras doencas (como gastrites e, eventualmente, neoplasias) podem cursar com
um deles (PEREIRA e FURTADO, 2010).

A duracdo e frequéncia dos sintomas sao informacdes importantes que precisam
ser sempre avaliadas e quantificadas. Assim como, a identificacdo de pirose ou regurgitacao
acida séo sintomas considerados como marcadores clinicos da DRGE quando ocorrem 1 ou
mais vezes por semana nos ultimos 12 meses ou 2 vezes por semana has Ultimas 4 a 8
semanas segundo o Consenso Brasileiro para a Doenga do Refluxo (MORAES-FILHO et al,
2002). Apesar de gque para alguns a intensidade e a frequéncia dos sintomas da DRGE serem
fracos preditores da presenca ou da gravidade da esofagite (DODDS, 1982). Segundo Mincis
(2002) existe marcada correlacdo entre o tempo de duragdo dos sintomas e aumento do risco
para o desenvolvimento do es6fago de Barret e adenocarcinoma do esdfago.

Mais recentemente, surgiu a hipdtese de que outras manifesta¢des clinicas como
a dor toracica ndo-coronariana, sensacao de globus faringeo, manifestacdes extraesofagicas
respiratorias (fundamentalmente, tosse e asma brdnquica) e otorrinolaringolégicas
(basicamente, disfonia e pigarro) possam também ser decorrentes de RGE (VAEZI, 2003;
KAHRILAS, 2008).



Vale ressaltar que, tais teorias surgem gracas ao advento de técnicas de
investigacdo mais acuradas como os exames de endoscopia digestiva alta, cintilografia,
pHmetria de 24 horas e a manometria esofagica; com isto ha possibilidade de avaliacdo mais
adequada para o entendimento da fisiopatologia da DRGE (HIRANO, 2007; ANDREOLLO,
2010). De fato, a manometria, por exemplo, dispde de equipamento computadorizado e
muito sensivel, com sondas de oito canais, destaca-se ao quantificar a funcionalidade motora
esofagica, inclusive apontando possiveis anormalidades de motilidade, evento geralmente
associado a episodios de refluxo (ANDREOLLO, 2010).

Com o avango destas técnicas de avaliagdo de motilidade, constatou-se que
varios fatores podem predispor a DRGE, incluindo a hérnia de hiato, baixa pressdo do EEI,
perda da funcdo peristaltica do esdfago, a obesidade abdominal, estados de hipersecrecdo
gastrica, retardo no esvaziamento gastrico e outros. O mecanismo do RGE, no entanto, nao
se resume a uma fraqueza relativa do EEI, pois ha pacientes com DRGE que apresentam EEI
hipertonicos (NEBEL, 1976; KAHRILAS e SHI, 2000; KAHRILAS, 2008).

Neste contexto, nas ultimas duas décadas foi observado que no ambito da
motilidade esofdgica ha um relaxamento episddico designado de “relaxamento transitorio do
esfincter esofagico inferior” (RTEEI). Caracterizado por uma queda abrupta e espontanea da
pressao do EEI, no nivel da pressdo intragastrica, ndo induzida pela degluticdo, isto é, ndo
precedida por contracdo da faringe quatro segundos antes e dois segundos ap6s o inicio do
relaxamento do EEI, e podem durar de 5 a 35 segundos (CASTELL et al, 2004). Vale
ressaltar que o RTEEI ocorre tanto em pacientes saudaveis como naqueles com DRGE,
entretanto € considerado o principal mecanismo para explicar RGE (MITTAL et al, 1995).

Neste sentido, estudos demonstram que o RTEEI ocorre quando ha distensdo do
fundo gastrico por alimentos ou gases, principalmente no periodo pés-prandial. E que pelo
menos, duas areas localizadas no estdmago e outra na faringe sdo capazes, quando
devidamente estimuladas, de deflagrar o reflexo que ira desencadear o RTEEI (FRANZI et
al, 1990; SIFRIM, 2001). De fato, a presenca de alimento ou a distenséo gastrica com baléo
inflavel, na regido do fundo ou da cérdia deflagra o RTEEI, em virtude da presenca de
mecanorreceptores sensitivos nestas regioes (WASHINGTON, 1998; CASTELL et al, 2004).

Vaérias evidéncias indicam que a distensdo destes mecanorreceptores inicia um
arco reflexo, cujas fibras aferentes transitam pelo nervo vago até os ndcleos vagais superiores
(solitario, ambiguo e dorsal), onde ocorre a integracdo deste estimulo. Apos a integracdo do
reflexo, os estimulos efetores trafegam através de neurdnios vagais eferentes, bem como por

mensageiros quimicos de natureza inibitoria NANC responsaveis em desencadear o RTEEI



(FURNESS e COSTA, 1987). As evidéncias em favor do controle neurogénico do
relaxamento do EEI e de sua natureza NANC foram demonstradas por Boulant et al (1994),
que relataram que a estimulacdo vagal causa relaxamento do EEI, porém o bloqueio
colinérgico ou adrenérgico ndo altera a funcédo do EEI. Além disso, o relaxamento do EEI é
bloqueado pelo L-nitro arginina metil-ester (L-NAME), inibidor da enzima Oxido nitrico
sintase (NOS), responsavel pela sintese do dxido nitrico (NO) (Figura 1).
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Fig 01. Circuito neural que determina o RTEEI decorrente da distensdo gastrica.

E bem verdade que o NO, originalmente identificado por Furchgott (1984) como
um fator vasodilatador dependente de endotélio, foi logo evidenciado por suas propriedades
relaxantes também da musculatura lisa do trato gastrintestinal. No caso do estiramento do
estdmago, o aumento em sua complacéncia decorre principalmente da inibicao reflexa por
via vagovagal da musculatura lisa do fundo e do corpo gastrico. Tal fendmeno envolve
neurotransmissao NANC, possivelmente do tipo VIPérgica ou nitrérgica (ERGUN et al,
2001), pois a inibigdo da enzima NOS aumenta a pressdo intragastrica. Do mesmo modo, a
administracdo endovenosa de L-NAME aumenta a presséo basal do EEI e diminui a taxa de
RTEEI induzido pela distensdo gastrica em caes, efeitos estes revertidos pela administracéo
da L-Arginina, substancia que inativa 0 L-NAME ao competir pela NOS. Estes resultados
confirmam estudos anteriores que demonstraram o papel do NO sobre o ténus basal do EEI,
utilizando tanto inibidores da NOS como doadores de NO (BOULANT et al, 1994).



Além disso, estudos recentes demonstram que o relaxamento e a hiperpolarizacdo
da musculatura lisa do trato gastrintestinal, causado pelo mediador inibitério NANC, liberado
no plexo mientérico, envolve varios mecanismos intracelulares como o aumento de
monofosfato de guanosina ciclico (GMPc) formado a partir de trifosfato de guanosina (GTP)
ou aumento de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), segundos mensageiros que podem
inclusive atuar em diferentes canais para potassio (K*) desencadeando a hiperpolarizagio
(MARTINS et al, 1995; MURRAY et al, 1995; SANDERS, 2000; VANNESTE et al, 2007).
(Figura 2)
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Fig. 2 — Relaxamento da musculatura lisa do trato gastrintestinal, causado pelo mediador inibitdrio

NANC, liberado no plexo mientérico, envolvendo varios mecanismos intracelulares.

Muito interessante foi a observacdo feita por Ahmed Shafik (2003), que relatou
uma alta incidéncia de constipacdo intestinal em pacientes com acalésia esofagica, chamando
a atencdo para possivel existéncia de uma relagdo entre as duas condi¢6es, denominando de
“sindrome esofago-retal”. Este relacionamento incitou necessarias investigacOes para
responder as questdes por ele mencionadas.

Corroborando com este fato, notou-se que alguns pacientes com sindrome do
colon irritavel e com constipagdo intestinal, queixavam-se, frequentemente, de sintomas no
trato gastrointestinal superior (NEUMANN, 2008; ZARATE, 2009). De fato, cerca de 25 a
51% dos pacientes com tais enfermidades apresentam o0 RGE (NEUMANN, 2008).

Fazendo parte deste contexto, recentemente, foi demonstrado que o reto é outra
regido de origem do arco reflexo responsavel em desencadear o RTEEI, além das
reconhecidas regides do estdbmago e da faringe. De fato, em avaliacdo da atividade do EEI

em cdes anestesiados, Neves et al (2010) observaram, através dos registros de manometria,



que houve um aumento da taxa de RTEEI apos a distensdo mecanica do reto. Deste modo,
indicando que o relaxamento do EEI sem degluticdo pode ser deflagrado por um reflexo
retoesofagico.

Nesta direcdo Graca et al (2010) demonstraram que a ocorréncia do RTEEI
induzida pela distensdo retal foi sensivel ao pré-tratamento com atropina e baclofeno, porém
ndo o foi ao pré-tratamento com hexametonio, indicando haver participacdo GABAérgica

central e sem o envolvimento de receptores ganglionares nicotinicos neste fendbmeno (Figura
3).
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Fig. 3 — Modulagéo central do RTEEI decorrente da distenséo retal em cdes (GRACA et al, 2010).

A notavel observacdo de Graca et al, levantou questionamentos sobre a modulacéo
deste fendmeno ainda sem descri¢cdo na literatura. O NO estaria envolvido neste RTEEI na
vigéncia da distenséo retal em cées, como ja descrito na distensdo gastrica? Com isso, a
necessaria investigacdo da participacdo da via nitrérgica na elevagdo da taxa de RTEEI em

cdes anestesiados secundario a distensao retal (DR) foi o objetivo deste estudo.



2-0OBJETIVO

2.1- OBJETIVO GERAL

Avaliar a participacdo da via nitrérgica no aumento da taxa de RTEEI decorrente

da DR em cédes anestesiados.

2.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1- Estudar a participacdo do 6xido nitrico no aumento da taxa de RTEEI decorrente da
DR em cédes anestesiados mediante o pré-tratamento com L-NAME (inibidor da NOS nédo

seletivo), seguido ou ndo de L- Arginina (substrato da NOS);

2.2.2- Estudar a possivel participacdo da via de transducdo do sinal mediada pela guanilato
ciclase no aumento da taxa de RTEEI decorrente da DR em cées anestesiados, mediante o

pré-tratamento com azul de metileno (um inibidor da guanilato ciclase);

2.2.3- Estudar a participagdo dos canais para K* dependentes de ATP no aumento da taxa de
RTEEI decorrente da DR em cdes anestesiados mediante o pré-tratamento com

glibenclamida (bloqueador seletivo dos canais para potassio sensiveis ao ATP).



3-METODO

3.1 - ANIMAIS

Foram utilizados 21 cées, sem raca definida, machos, pesando entre 10 a 15 Kg,
provenientes do Centro de Controle de Zoonoses da Secretaria de Saude e Acao Social da
Prefeitura Municipal de Sobral-CE, mantidos em canis individuais sob dieta para cées
(Pedigree Champ®) e agua ad libitum.

Todos 0s procedimentos anestésicos e terapéuticos foram conduzidos de acordo
com o guia da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animal de Laboratério - SBCAL (antigo
COBEA), sob supervisdo e orientacdo de um médico veterinario, apds aprovacdo pelo
Comité de Etica em pesquisa com animais da Faculdade de Medicina da UFC. (protocolo n°:
009.05.10, em 11 de agosto de 2010).

Antes dos experimentos 0s animais permaneceram em jejum por 12 horas,
porém, foi permitido livre acesso a agua até 2h antes dos procedimentos, sendo administrado,
na noite anterior 01 bisnaga de solucdo retal de enema (Minilax® Eurofarma, Sdo Paulo,
Brasil) com vistas ao esvaziamento colico dos animais.

Apb6s o0s experimentos os animais eram sacrificados, utilizando-se método
indolor, sendo praticado sempre distante de outros animais e fora da area de manutencdo. O
técnico responsavel pela eutandsia era especializado em animais de laboratorio para que

pudesse interceder na ocorréncia de qualquer problema

3.2- PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
3.2.1 -ANESTESIA

No inicio dos experimentos todos os animais foram anestesiados com
administracéo intravenosa de cetamina (10 mg.Kg™, UNIVET® S&o Paulo, Brasil) e xilazina
(20 mg.Kg™ BAYER®, Sdo Paulo, Brasil), sendo realizado uma dose de reforco na mesma
concentracdo quando necessaria em alguns animais em virtude do prolongado tempo de

experimento (120 mim).



3.2.2-POSIONAMENTO DA SONDA DE MANOMETRIA

Apds os animais atingirem o plano anestésico, foi introduzida, por via oral, uma
sonda de 08 canais para aquisicdo das pressdes gastrica, do corpo esofagico e do EEI. Sendo
que quatro canais espirais, dispostos a 0,5 cm entre si, prestar-se-iam a0 monitoramento das
variacoes de presséo do EEI. Outros trés canais situados a 03, 08 e 13 cm proximal ao EEI
serviriam para medir as pressdes no corpo esofagico e a peristalse esofagica, enquanto que
um canal situado a 05 cm distalmente do EEI serviria para monitorar a pressao intragastrica.
(Figura 4).

| J
5\ (
AR AN
3 ¢cm acima do EIE —
Esofago [ 5cm
8 cmacimado EIE —
5cm
\ ® ||3cmacimadoEIE —
N | | 5cm
|
EIE“\‘\ E (L= o
) [ \ 5cm
\\ 5% Piit \ \'mm
\ | ]\
| )]
|| Traseeaaeee>
Intr@stn’ca

Fig. 4 — Posicionamento da sonda de manometria para os registros da taxa de RTEEI em caes.

Para os registros manomeétricos, os animais foram colocados em posi¢do de decubito
lateral direito. Os quatro canais espirais, dispostos a 0,5 cm entre si da sonda foram
posicionados inicialmente no estbmago. A sonda entdo foi tracionada de forma gradual até
que estes registrassem a pressdo mais alta, que corresponderia anatomicamente ao EEI. O
canal mais distal permaneceu no interior da camera gastrica, registrando a pressao gastrica
durante todo o exame. O exame teve duracdo total de 120 minutos.

A sonda foi acoplada ao sistema de manometria esofagica de perfusao liquida
(0,5 mL.min™) com alta pressdo e baixa complacéncia (Viote System® - Brasil), para o
correto posicionamento da sonda de acordo com os registros das pressdes gerados pelo corpo

do es6fago, EEI e estbmago proximal, visualizados em microcomputador através do sistema



de captura e armazenamento digital (PowerLab System - ADInstruments ™) (Figura 5) de

acordo com Graga et al (2010).
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Fig. 5 — Representacdo esquematica dos registros da taxa de RTEEI advindo da DR em cées anestesiados.
3.2.3 - POSIONAMENTO DA SONDA RETAL

O posicionamento (a cerca de 6 cm da margem anal, ilustrado na figura 5, de
acordo com Yong Lei et al (2005) da sonda de polietileno por via retal provida na sua
extremidade distal de um baldo de latex com 10 cm de comprimento e 3 cm de didmetro

(desinsuflado).

Fig. 6- Sonda retal posicionada a cerca de 6 cm da margem anal de acordos com Yong Lei et al.



3.2.4-REGISTRO DO PERIODO BASAL

Apds o procedimento anestésico e 0 correto posicionamento das sondas,
procedeu-se 0 registro manomeétrico dos primeiros 30 minutos considerados o periodo basal
para avaliacdo da motilidade espontanea. Foram verificadas as medidas de pressdo do corpo
esofagico, do EEI e do estbmago. Todos os 21 cdes do experimento tiveram o0s registros do
periodo basal, ou seja, do periodo sem tratamento farmacoldgico e sem distensdo retal. E
somente apds este periodo, os animais foram distribuidos em diferentes grupos

farmacoldgicos e no grupo controle que recebeu solugdo salina intravenosamente.

3.25 — INVESTIGACAO DO EFEITO DE INIBIDORES DA VIA NITRERGICA E
DE CANAIS PARA POTASSIO.

Para o estudo da investigacdo da eventual participacdo da via nitrérgica, bem
como da possivel via de transducéo intracelular responsavel pela elevacdo da taxa de RTEEI
decorrente da DR, ap06s os 30 minutos do periodo basal, os animais foram distribuidos em 5
grupos de diferentes tratamentos farmacol6gicos por via intravenosa (Figura 7):

- 05 cdes foram tratados por via intravenosa com salina 0,15 M (1 mL.Kg™) sendo estes
considerados o0 grupo controle.

- 04 cées foram tratados como um inibidor ndo especifico da enzima NOS, L-NAME (3
mg.Kg*, SIGMA® St. Louis, USA),

- 04 caes foram tratados com L-NAME (3 mg.Kg™) + L-Arginina (200 mg.Kg™*, SIGMA® St.
Louis, USA).

- 04 cdes foram tratados com o inibidor da enzima Guanilato Ciclase, azul de metileno (3
mg.Kg?, SIGMA® St. Louis, USA).

- 04 cées receberam o bloqueador seletivo dos canais para potassio sensiveis ao ATP,
glibenclamida (1 mg.Kg™, SIGMA® St. Louis, USA).
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Fig. 7 — Representacdo esquematica dos grupos experimentais utilizados no estudo.
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Em virtude dos diferentes tempos de meia-vida dos farmacos, aguardou-se um
periodo de 45 minutos ap6s a administracdo intravenosa nos caes, para que se desce inicio ao

protocolo de distenséo retal.

3.2.6 - PROTOCOLO DE DISTENSAO RETAL E REGISTROS DESTE PERIODO.

A distensdo retal foi realizada com auxilio de uma seringa de 60 ml. Injetou-se ar
a uma taxa de 10 ml/s, perfazendo um volume de 5 mL.Kg™. O bal&o permaneceu insuflado
durante 45 min. Vale salientar que, ovolume de distensdo maxima foi limitado a
60 ml, acima do qual os sinais de desconforto foram observados na maioria dos cdes em
estudo anterior de Graga et al (2010)

Ao longo dos 45 minutos finais a DR foi mantida e os parametros de pressao do
corpo esofagico, do EEI e gastrica foram adquiridos, sendo considerado este o periodo de
DR. Sendo que, as taxas de RTEEI foram calculadas conforme descrito por Graca et al
(2010).



Os registros dos RTEEIs foram considerados quando a caracteristicas do

relaxamento do EEI, respeitavam as descri¢cdes de Mittal et al (1995).
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Fig. 8 - Exemplo de um registro individual experimental de RTEEI. Ver RTEEI (4 ). WS — deglutig&o.

Embora a laténcia do inicio do primeiro RTEEI, ap6s a DR ndo ter qualquer
relevancia clinica, foi determinado como um parametro adicional refletindo mudangas no
desencadeamento de RTEEI.

A pressdo basal do EEI foi definida como a média da pressao entre os 04 canais
do EEI.



O delineamento experimental é ilustrado abaixo na figura 8.
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Fig. 9 - Delineamento experimental para a investigagdo farmacoldgica da participacdo da via nitrérgica
no aumento da taxa de RTEEI advindo da DR em cées anestesiados.

3.3- ANALISES ESTATISTICAS

Os valores das taxas de RTEEI, pressao do EEI, laténcia e duracdo do RTEEI
foram agrupados em periodo basal, tratamentos farmacoldgicos e controles (salina) e foram
expressos como média e desvio padrdo, apds utilizacdo de ANOVA para medidas repetidas
dos animais intragrupos e intergrupos, a fim de podermos comparar as diferencas observadas
em cada parametro estudado seguido do teste Student-Newman-Keuls. Diferengas com

p <0,05 foram consideradas significativas.



4- RESULTADOS

4.1- EFEITOS DA DISTENSAO RETAL SOBRE A TAXA DE RTEEI EM CAES.

A figura 10 resume os resultados dos efeitos da distensdo retal sobre a taxa de
RTEEI em cées anestesiados. Quando se compara a taxa de RTEEI obtida durante os 30
primeiros minutos em todos os animais (periodo basal) a taxa de RTEEI observada nos
animais que receberam solucdo salina iv. e distensdo retal (grupo controle), observa-se
elevacdo na taxa de RTEEI neste grupo de animais (2,56+0,38 RTEEI/h vs. 5,8 £ 0,34
RTEEI/h, *p<0,05).
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Fig. 10 - Efeitos da distenséo retal sobre a taxa de RTEEI em cées anestesiados. Taxa de RTEEI em todos
os ces nos 30 primeiros minutos (Basal , n=21, []) e grupo controle que recebeu solugdo salina e distensdo
retal (n=5, M). As barras verticais representam a média dos valores de RTEEI de cada grupo estudado e as

linhas verticais indicam o erro padrdo da média. * p<0,05 vs. basal. Os dados foram analisados utilizando-se
ANOVA seguido do teste Student-Newman-Keuls.



4.2- EFEITOS DO PRE-TRATAMENTO FARMACOLOGICO COM L-NAME
SOBRE A TAXA DE RTEEI DECORRENTE DA DR EM CAES ANESTESIADOS.

A figura 11 resume os resultados dos efeitos do pré-tratamento (i.v. bolus) com
L-NAME (3 mg.Kg™), sobre a taxa de RTEEI advindo da DR em cées anestesiados. Quando
se compara a taxa de RTEEI obtida durante a DR nos animais pré-tratados com L-NAME a
taxa de RTEEI observada nos animais controle (salina), observa-se diminuicdo na taxa de
RTEEI neste grupo de animais (2,3+0,52 RTEEI/h vs. 5,8 + 0,34 RTEEI/h, *p<0,05).

Episodios de RTEEI (Eventos/h)

Controle L-NAME

Distensao Retal

Fig. 11 - Efeitos do pré-tratamento com L-NAME (3 mg.Kg™) sobre a taxa de RTEEI advindo da DR em
cdes anestesiados. Taxa de RTEEI em cées pré-tratados com L-NAME (3 mg.Kg™, n=4, [1) e grupo controle
(n=5, M). As barras verticais representam a média dos valores de RTEEI de cada grupo estudado e as linhas
verticais indicam o erro padrdo da média. * p<0,05 vs. controle (salina). Os dados foram analisados utilizando-
se ANOVA seguido do teste Student-Newman-Keuls.



4.3- EFEITOS DO PRE-TRATAMENTO FARMACOLOGICO COM L-NAME + L-
ARGININA SOBRE A TAXA DE RTEEI DECORRENTE DA DR EM CAES
ANESTESIADOS.

A figura 12 demonstra os resultados dos efeitos do pré-tratamento (i.v. bolus)
com L-NAME (3 mg.Kg™) + L-Arginina (200 mg.Kg™), sobre a taxa de RTEEI advindo da
DR em cées anestesiados. Quando se compara a taxa de RTEEI obtida durante a DR nos
animais pré-tratados com L-NAME+L-Arginina & taxa de RTEEI observada nos animais
controle, observa-se que ndo houve diferenca na taxa de RTEEI entre estes grupos de animais
(6,5+0,6 RTEEI/h vs. 5,8+0,6 RTEEI/h, #, p<0,05).
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Fig. 12 - Efeitos do pré-tratamento com L-NAME (3 mg.Kg™) + L-Arginina (200 mg.Kg™) sobre a taxa de
RTEEI advindo da DR em cées anestesiados. Taxa de RTEEI em caes pré-tratados com L-NAME (3 mg.Kg
! n=4, M), grupo controle (n=5, M) e L-NAME (3 mg.Kg™) + L-Arginina (200 mg.Kg™, n=4, ). As barras
verticais representam a média dos valores de RTEEI de cada grupo estudado e as linhas verticais indicam o erro
padrdo da média. # p<0,05 vs. controle. Os dados foram analisados utilizando-se ANOVA seguido do teste

Student-Newman-Keuls.



Ja a tabela 01 resume os resultados dos efeitos do pré-tratamento com L-NAME e
L-NAME + L-Arginina sobre a laténcia e a duracdo dos RTEEI bem como as pressdes do
EEI e gastrica em cées submetidos a DR.

Quando se compara a média, em minutos, da laténcia para o surgimento do
primeiro evento de RTEEI obtido durante a distenséo retal nos animais pré-tratados com L-
NAME a laténcia obtida no grupo controle, observa-se que houve um aumento destes tempos
nos animais pré-tratados com L-NAME, ja nos animais pré-tratados com L-NAME + L-
Arginina a laténcia foi discretamente menor que o grupo gue recebeu apenas L-NAME.

Do mesmo modo, ao se comparar a duragdo em segundos dos RTEEI encontrada
nos grupos pré-tratados com L-NAME aos animais controles, observa-se que houve uma
reducdo desta duragcdo no grupo de animais pré-tratados com L-NAME, porém a adi¢éo de L-
Arginina ndo modificou este parametro em relacdo ao grupo L-NAME .

Ainda na Tabela 01, pode-se observar um aumento da pressdo no EEI dos
animais pré-tratados com L-NAME e sem alteracdo significativa das pressées no EEI dos

animais pré-tratados com L-NAME+L- Arginina.

Tabela 1 — Efeito do pré-tratamento com L-NAME (3 mg.Kg™") + L-Arginina (200 mg.Kg™' i.v.) na

laténcia do 12 RTEEI, duracdo do RTEEI e press6es do EEI e géstrica de cdes submetidos a DR.

Protocolos Laténcia 1°.  Duracéo (s) Pressdao (mmHgQ)
RTEEI
(min)
EEI Géstrica
Controle (5) 6,8+2,5 42,5154 20,3+2,5 2,7£1,7
L-NAME (4) 32,8+£2,5* 22,515,4* 35+3,2* 7,51, 7*
L-NAME+L- 15842 5#¥  22,5+5,4# 25+3,6¥ 3,5+1,9¥
ARG (4)

*, p<0,05 vs. controle ( teste Student-Newman-Keuls)

#, p<0,05 vs. controle ( teste Student-Newman-Keuls)

¥, P<0,05 vs. L-NAME ( teste Student-Newman-Keuls)

(n) — nimero de animais

L-NAME (3 mg.Kg?, i.v.)+ L-Arginina (200 mg.Kg™, i.v.)
RTEEI - relaxamento transitorio do esfincter esofagico inferior

EEI - esfincter esofagico inferior



4.4- EFEITOS DO PRE-TRATAMENTO FARMACOLOGICO COM AZUL DE
METILENO (AM) SOBRE A TAXA DE RTEEI DECORRENTE DA DR EM CAES
ANESTESIADOS.

A figura 13 ilustra os resultados dos efeitos dos pré-tratamentos (i.v. bolus) com
AM (3 mg.Kg™), sobre a taxa de RTEEI advindo da DR em cées anestesiados. Quando se
compara a taxa de RTEEI obtida durante a DR nos animais pré-tratados com AM a taxa de
RTEEI observada nos animais controles, observa-se que houve diminuic¢do na taxa de RTEEI
no grupo de animais pré-tratados com AM (1,56+£0,5 RTEEI/h vs. 5,8+0,34 RTEEI/h,
*p<0,05).
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Fig. 13 - Efeitos do pré-tratamento com AM (3 mg.Kg™) sobre a taxa de RTEEI advindo da DR em caes
anestesiados. Taxa de RTEEI em cées pré-tratados com AM (3 mg.Kg™*, n=4, 1) e controle (n=5, ). As
barras verticais representam a média dos valores de RTEEI de cada grupo estudado e as linhas verticais indicam
0 erro padrdo da média. *p<0,05 vs. controles. Os dados foram analisados utilizando-se ANOVA seguido do

teste Student-Newman-Keuls.



A tabela 02 mostra a laténcia e a duragdo dos RTEEI bem como as pressdes do
EEI nestes animais. Quando se compara a média, em minutos, da laténcia para o surgimento
do primeiro evento de RTEEI obtido durante a DR nos animais controle, o tratamento com
AM aumentou (*p<0,05) a laténcia para ocorréncia do RTEEI durante DR. Além disto,
também em relacdo ao grupo controle, o AM preveniu o aumento do periodo de RTEEI
induzido pela DR. Porém, o tratamento com AM aumentou a pressdo do EEI e do estdbmago
durante a DR.

Tabela 2 — Efeito do pré-tratamento com AM (3mg.Kg™, i.v.) na laténcia do 1* RTEEI, duragdo do

RTEEI e pressdes do EEI e gastrica de caes submetidos a DR.

Grupos Laténcia 1°.  Duracéo (s) Pressdao (mmHQ)
RTEEI
(min)
EEI Géstrica
Controle (5) 6,8+2,5 42,5154 20,3+2,5 2,7£1,7
AM (4) 22,7£3,5* 21,5+7,4* 35+3,8* 7,51, 7*

*, p<0,05 vs. controle (teste Student-Newman-Keuls)

(n) — namero de animais

AM - Azul de metileno (3 mg.Kg™?, i.v.)

RTEEI - relaxamento transitério do esfincter esofagico inferior

EEI - esfincter esofagico inferior



45 - EFEITOS DO PRE-TRATAMENTO FARMACOLOGICO COM
GLIBENCLAMIDA SOBRE A TAXA DE RTEEI ADVINDO DA DR EM CAES
ANESTESIADOS.

A figura 14 resume os resultados dos efeitos do pré-tratamento (i.v. bolus) com
glibenclamida (1 mg.Kg™), sobre a taxa de RTEEI advindo da DR em cées anestesiados. Ao
considerar a taxa de RTEEI no grupo controle, observa-se que o tratamento com
glibenclamida nédo induziu variagdes significativas nos valores de RTEEI (5,3+0,3 RTEEI/h
vs. 5,8+0,34 RTEEI/h, *p<0,05).

Episodios de RTEEI (Eventos/h)

Controle Glibenclamida

Distensdo Retal

Fig. 14 - Efeitos do pré-tratamento com Glibenclamida (1 mg.Kg™) sobre a taxa de RTEEI advindo da
DR em cées anestesiados. Taxa de RTEEI de cdes pré-tratados com Glibenclamida (1 mg.Kg™, n=4, ) e
controle (n=5, ). As barras verticais representam a média dos valores de RTEEI de cada grupo estudado e as
linhas verticais indicam o erro padrdo da média. *p<0,05 vs. controle. Os dados foram analisados utilizando-se
ANOVA seguido do teste Student-Newman-Keuls.



A tabela 03 mostra a laténcia e a duragédo dos RTEEI bem como as pressdes do
EEI nestes animais. Quando se compara a média em minutos da laténcia para o surgimento
do primeiro evento de RTEEI obtido durante a distensdo retal nos animais pré-tratados com
salina, houve um aumento da laténcia para o0 RTEEI no grupo de animais tratados com
glibenclamida. Além disto, o tratamento com este inibidor de canais para K preveniu o
longo periodo de dura¢do dos RTEEI induzido pela DR.

Ainda na Tabela 03, pode-se observar que ndo houve diferenca da pressdo no EEI

dos animais pré-tratados com glibenclamida.

Tabela 3 — Efeito do pré-tratamento com glibenclamida (1mg.Kg™, i.v.) na laténcia do 12 RTEEI, duracéo

do RTEEI e pressGes do EEI e gastrica de caes submetidos a DR.

Grupos Laténcia 1°.  Duracéo (s) Pressdo (mmHQ)
RTEEI
(min)
EEI Géstrica
Controle 6,8+2,5 42,5454 20,3+2,5 2,7£1,7
Glibenclamida 21,8+2,7* 22,5+5,9* 25+3,2 4,5+1,7

*, p<0,05 vs. controle (teste Student-Newman-Keuls)

(n) — nimero de animais

Glibenclamida (1 mg.Kg™, i.v.)

RTEEI - relaxamento transitério do esfincter esofagico inferior

EEI - esfincter esofagico inferior



5- DISCUSSAO

O controle da motilidade esofagica depende dos mediadores classicos,
acetilcolina e também de varios outros neurotransmissores conhecidos como mediadores
NANC (Furness e Costa 1987). Varias substancias identificadas no sistema nervoso
mioentérico de mamiferos podem ser liberadas e participar do controle da motilidade
esofagica por agir diretamente sobre o masculo liso do EEI, causando contragdo ou
relaxamento, ou indiretamente, modulando a liberacdo do mediador inibitério ou excitatorio
(Furness e Costa 1987).

Estudou-se a participacdo da via nitrérgica na elevagdo da taxa de RTEEI apos
distensdo retal em cdes anestesiados. Foi demonstrado que o pré-tratamento farmacoldgico
com L-NAME determinou uma inibicdo do aumento da taxa de RTEEI proveniente da DR.
Contudo, o pré-tratamento com L-Arginina reverteu este evento. Além disso, o pré-
tratamento com azul de metileno também preveniu a elevacdo da taxa de RTEEI advindos da
DR. Foi demonstrado ainda, que nos animais pré-tratados com glibenclamida a DR néo
apresentou alteracdes significativas na taxa de RTEEI em relacdo ao respectivo controle.
Portanto, postula-se que o 6xido nitrico participe do aumento da taxa de RTEEI advindo da
DR em cées anestesiados através do segundo mensageiro GMPc.

Para que se pudesse estudar a participacdo do 6xido nitrico no aumento da taxa
de RTEEI decorrente da DR fazia-se necessario o pré-tratamento dos cdes com L-NAME, um
inibidor da NOS ndo seletivo, isoladamente ou seguido do tratamento com L- Arginina, um
substrato da NOS. Assim como, para o0 estudo da via de transdugdo do sinal mediada pela
guanilato ciclase, fez-se necessario o pré-tratamento com um farmaco inibidor da guanilato
ciclase, 0 azul de metileno. J4, ao estudar a participagdo dos canais para K* dependentes de
ATP, o pré-tratamento com glibenclamida, um bloqueador seletivo dos canais para potassio
sensiveis ao ATP, foi necessario.

Mais do que isso, levando em consideracdo a administracdo intravenosa, a meia-
vida sérica, picos de concentracdo plasmatica, metabolizacdo e excrecdo dos farmacos
utilizados no experimento, a fidelidade ao delineamento experimental foi para que o efeito da
distenséo retal acontecesse na vigéncia da acdo dos farmacos administrados.

Inicialmente, acreditava-se que o fator patogénico primario da DRGE era a
deslocacdo proximal da juncdo esofagogastrica, representada pela hérnia hiatal. Em 1971,
Cohen e Harris sugeriram que a pressdo basal baixa de EEI era mais importante para o
desenvolvimento crénico da DRGE (COHEN, 2006).



Com o advento da manometria, considerado o método de eleicdo para a avaliacdo
qualitativa e quantitativa da atividade motora esofagica e do EEI pdde-se detectar uma onda
peristaltica no eséfago trafegando em direcdo ao estbmago seguido de um relaxamento do
EEI (JONES et al, 2002). Sem que houvesse nenhuma degluticdo, o EEI relaxava
espontaneamente por um periodo prolongado e, neste momento, ocorria uma queda no pH
esofagiano, caracterizando um episédio de RGE, a esse processo denominou-se de RTEEI
(JONES et al, 2002). Assim, o fator principal da DRGE foi atribuido ao RTEEI
(GONZALEZ et al, 2000).

Em 1964, foram observados pela primeira vez o RTEEI por McNally et al, mas
s6 em 1980 sua relagio com DRGE foi descrita com detalhes (CASTELL, 2004).
Considerado o fator responsavel pela maioria dos episédios de refluxo em pessoas saudaveis
e em pacientes com DRGE (RICHTER, 2004). O RTEEI consiste em uma gueda abrupta na
pressao do EEI até o nivel da pressdo intragastrica que ndo é desencadeado pela degluticéo.
A duracdo €, tipicamente, maior do que a de um relaxamento induzido pela degluticdo,
durando de 10 a 45 segundos. Neste sentido, o presente estudo ao utilizar um sistema de
manometria perfusional de baixa complacéncia, com sonda de 08 canais, sendo 04 canais
destinados ao EEI, ratificou o estudo de Neves et al (2010) ao observar também que a DR
desencadeou relaxamentos que perduraram por cerca de 42 segundos, tempo de relaxamento
bem superior ao encontrado em animais ndo distendidos (periodo basal), caracterizando um
RTEEI induzido pela DR.

Estudos mais recentes tém enfatizado essa importancia do aumento da taxa de
RTEEI como o principal mecanismo do RGE; no entanto, ndo se resume a uma fraqueza
relativa do EEI, pois hA DRGE em pacientes que apresentam EEI hiperténicos (NEBEL e
FORNES, 1976; KAHRILAS, 2008). De fato, levando-se em consideracdo os valores da
pressdo do EEI durante a DR no presente estudo, apesar de encontrar-se em niveis
fisiologicos (HERBELLA et al, 2007), inclusive valores que chegam a ser 20 vezes
superiores a pressdo intragastrica, apesar disto caracteriza-se um RTEEI, atraves do tempo
de relaxamento do EEI dos animais submetidos a DR ser bem superior ao encontrado nos
animais ndo submetidos a DR(NEVES et al, 2010).

E bem verdade que o tonus do EEI é, primariamente, miogénico. Contudo, 0
relaxamento do EEIl em resposta a degluticdo parece ser mediada por estimulo neuronal
(GONZALEZ, 2000). Este € um mecanismo absolutamente fisiolégico e pode ocorrer em

pacientes com RGE ou ndo, permitindo a eliminacdo de gas proveniente de aerofagia. Mas



em alguns individuos, além do ar também reflui liquido de natureza &cida ou ndo. Naqueles
individuos em que reflui muito liquido ocorre uma enfermidade por RGE.

O estudo de Ahmed Shafik (2003) chamou a atencdo para possivel existéncia de
uma relacdo entre condi¢bes clinicas do es6fago e do trato gastrointestinal baixo,
denominando de “sindrome es6fago-retal”, pois, verificou-se uma alta incidéncia de
constipacdo intestinal em pacientes com acalasia esofagica. Além disso, outros estudos
notaram que os pacientes com sindrome do colon irritavel e com constipacdo intestinal,
gueixavam-se, frequentemente, de sintomas no TGI superior (NEUMANN, 2008; ZARATE,
2009). De fato, cerca de 25 a 51% dos pacientes com tais enfermidades apresentam o RGE
(NEUMANN, 2008).

A falta de informacdes disponiveis na literatura a cerca da correlacdo da
dismotilidade esofagica e retardo no transito colénico ou mesmo a co-existéncia de distarbios
evacuatérios que, mediante retencdo de material fecal e distensdo retal, poderia
potencialmente influenciar a motilidade esofagica via reflexo reto-esoféagico inibitorio,
estimulou necessarias investigacdes cientificas a respeito desse tema.

Baseando-se nisto e na tentativa de dirimir tais questdes sobre a interacdo reto-
esofagica, Neves et al (2010) verificaram que a distensdo mecanica do reto em cées
anestesiados elevou a taxa de RTEEI, além disso, quando comparados aos respectivos
valores basais, a distensdo retal determinou reducdo no periodo para o inicio do primeiro
RTEEI (laténcia), bem como um aumento do tempo de duracdo do RTEEI durante a DR.
Tais resultados reforcaram a hipétese do reflexo retoesofagico.

Dando continuidade neste estudo foi demonstrado também, mediante o
tratamento com baflofeno, que ha participagdo GABAEérgica central para tal aumento da taxa
de RTEEI decorrente da distensdo retal, porém tal evento ndo foi sensivel ao hexametonio,
excluindo, presumidamente, o envolvimento de receptores nicotinicos neste fenémeno
(GRACA et al, 2010). Desse modo, as evidéncias sugerem que o reflexo retoesofagico é
mediado inicialmente por reflexo neurologico, vindo depois o mecanismo hormonal e
finalmente a acdo dos quimiorreceptores.

No entanto, até onde se pode pesquisar ndo foi encontrado relatos da via NANC e
a possivel transducéo intracelular responsavel pelo RTEEI induzido pela DR. Portanto, como
0S possiveis mecanismos ainda estdo por ser elucidados, decidiu-se avaliar a possivel
participacdo da via NANC, nitrérgica, na regulacdo da motilidade esofégica frente a DR em
cées anestesiados.



Entretanto, sabemos que tais estudos séo dificeis de ser conduzidos, uma vez que
nem sempre temos 0 nimero de pacientes necessarios, devido a discordancia ou desisténcia
do paciente. Desse modo, varios modelos experimentais para pesquisa da motilidade
esofagica tém sido relatados. Tendo em vista que a utilizacdo de modelos experimentais é
amplamente aceita, pois os mecanismos desencadeantes e reguladores do RGE néo parecem
diferir daqueles encontrados em humanos (SCHANAIDER, 2004).

Schanaider (2004) ressaltou outro importante fator nesses experimentos, a
utilizacdo do cloridrato de cetamina cuja dose varia entre 10 a 100 mg.kg™, dependendo da
via de administracdo e da associacdo deste com outros anestésicos, produz um tipo de
anestesia dissociativa entre o cortex e o tdlamo. Causa analgesia, sem perda total dos reflexos
protetores. J4 a xilasina, na dose de 5 a 20 mg.kg™, também deve ser administrada junto com
outro anestésico (ex: cetamina), pois atua, principalmente, na imobilizacdo do animal. A
combinacdo cetamina/xilasina, ¢ uma das mais utilizadas em animais de pequeno porte e
mantém o animal em plano anestésico de 60 a 120 minutos, com possibilidade de reforco da
dose, caso prolongue o tempo do experimento.

Como varios trabalhos descrevem o RTEEI como sendo um reflexo que se inicia
no estdbmago, que quando distendido, por meio da ativacdo de mecanorreceptores no do
fundo e corpo géstrico, enviam um sinal aferente ao centro da degluticdo no tronco
encefalico. Desta regido parte um sinal eferente por via vagal que fara sinapse com neurdnios
do plexo mioentérico, tais estruturas sdo responsaveis, por exemplo, em modular a atividade
do EEI através da liberacdo inibitorios do tipo NANC (FURNESS e COSTA, 1987;
KATSCHINSKI et al, 1996).

Inclusive, vérias doengas com alteragdes da motilidade gastrointestinal, como
acalasia idiopética do es6fago, estenose hipertrofica do piloro, doenca de Chagas e diabetes
mellitus, podem apresentar alteragdes da inervacdo inibitoria NANC (MEREARIN et al.
1993, VANDERWINDEN et al, 1993, GOCKEL et al, 2008).

Em verdade tais mediadores NANC, envolvidos na inibi¢do do musculo liso do
EEI, sdo descritos desde os trabalhos realizados em meados do século passado, que
demonstraram que a estimulacdo dos nervos mioentéricos causava inibigdo da musculatura
lisa do jejuno de cobaia, ndo inibidos nem por blogueadores adrenérgicos, nem por
bloqueadores colinérgicos (BURNSTOCK et al, 1963).

Levando em consideragcdo o sistema nervoso entérico de mamiferos, ja foram
identificados varios mediadores ou candidatos a mediador inibitério NANC. Os que sdo

liberados por ativacdo dos neurénios do sistema nervoso entérico responsavel pela resposta



elétrica de hiperpolarizagdo associada ao relaxamento da musculatura lisa do trato
gastrointestinal, sdo descritos na literatura principalmente o trifosfato de adenosina (ATP),
peptideo intestinal vasoativo (VIP) e 0 NO (COCKSS et al, 1999; LOWICKA et al, 2007).

Neste sentido, 0 NO é um dos mediadores ou neurotransmissores inibitorios
principais do TGIl. O EEI é um musculo liso que reconhecidamente apresenta-se sob o
controle inibitério do NO. Estudos demonstram a liberacdo de NO em resposta a estimulacéo
de neurdnios NANC do EEI. Experimentos realizados em ratos com estimulacdo dos
neurdnios NANC e bloqueio adrenérgico e colinérgico demonstraram um relaxamento da
musculatura esfincteriana, associado a uma maior liberagdo de NO (WANG, 2002).

Uma demonstracdo eloquente da participacao nitrérgica como mediador inibitério
dos neurdnios do EEI foi descrita por Matsuda et al, em 2009, ao evidenciar a presenca da
enzima NOS no plexo mioentérico do EEI, além disso a administracdo de um inibidor
estereoespecifico da NOS, o L-NAME, preveniu o relaxamento do EEI em gambé. J& no
presente trabalho, observou-se que em relagdo aos respectivos animais controles, o pré-
tratamento com L-NAME (3 mg.Kg™) reduziu (p<0.05) a taxa de RTEEI advinda da DR,
evento que foi revertido pela adicdo de L-Arginina (substrato da NOS), sugerindo que um
mediador NANC liberado dos neurbnios nitrérgicos estaria envolvido nessa resposta do
retoesofagica oriunda da distensdo retal.

Além disso, observamos que no grupo de cdes que recebeu pré-tratamento com
L-NAME houve um aumento no tempo de laténcia para o primeiro episédio de RTEEI, bem
como, reducdo do tempo de duracdo desses RTEEI em relacdo ao grupo de cées controle,
ratificando que o bloqueio da NOS, e consequente inibicdo da formacdo de NO modificou
estes parametros apés a DR. Entretanto como ja era esperado, nestes animais 0 pré-
tratamento com L-NAME aumentou as pressdes do EEI e gastrica, indicando que houve uma
reducdo da complacéncia de tais porcdes do TGI, evento relacionado com a auséncia de
niveis fisiologicos de NO.

No entanto Lefebvre , em 1996, argumentou que drogas blogueadoras de NO
como hidroquinona, embora inibam o relaxamento induzido por NO, néo interferem no
relaxamento neurogénico NANC nessas preparagdes. Uma possivel explicacdo para esta
aparente contradicdo seria de que os blogueadores de NO, embora capazes de inibir o NO
exogeno, nao conseguiriam inibir o NO enddgeno que estaria protegido pela enzima
superoxido dismutase. Outra especulacdo seria a da substancia responsavel pelo relaxamento
da musculatura lisa intestinal, liberada pela enzima NOS em neur6nios entéricos, ndo ser o

NO livre ou, ainda, que haja a liberacdo de um mediador ou mediadores que, por sua vez,



seriam responséveis pela inibicdo da musculatura lisa do trato gastrointestinal, tal como
ocorre, por exemplo, com o VIP (GRIDER et al, 1992).

Os mecanismos intracelulares envolvidos no relaxamento e na hiperpolarizacdo
da musculatura lisa do trato gastrointestinal descritos envolvem desde a ativacdo da enzima
guanilato ciclase soltvel (GCs) e aumento de GMPc, a ativagio de um canal para K* de alta
condutancia dependente de calcio (Ca®"), que pode ser dependente ou independente do
aumento de GMPc, até a ativacdo de um canal para K dependentes de ATP (MARTINS et
al, 1995; MURRAY et al, 1995; SANDERS, 2000; VANNESTE et al, 2007; MATSUDA et
al, 2009).

O GMPc é um nucleotideo sintetizado no interior da célula pela acdo de uma
enzima conhecida como guanilato ciclase. Esta enzima pode ser ativada pelo NO, formando
GMPc a partir do ATP (BEAVO, 1995). A producdo do GMPc € o principal mecanismo pelo
qual o NO produz muitos dos seus efeitos biol6gicos. Ha evidéncias de que o NO e 0 GMPc
podem atuar sobre diversos alvos como as proteinas quinases GMPc-dependentes,
fosfodiesterases reguladas por GMPc e diferentes tipos de canais para K (BOLOTINA et al,
1994). Neste sentido, para estudar a possivel via de transducdo do sinal responsavel pelo
aumento da taxa de RTEEI advindo da DR em cées anestesiados, utilizou-se como farmaco o
azul de metileno (um inibidor da guanilato ciclase). Neste grupo de cées, o azul de metileno
preveniu 0 aumento da taxa de RTEEI advindos da DR em relagdo ao respectivo controle.
Além disso, tal farmaco aumentou a pressao basal do EEI e gastrica. Portanto, constatou-se
gue o GMPc participa como segundo mensageiro da sinalizacdo orquestrada pelo NO para o
relaxamento basal do EEI e estdmago, bem como para o aumento da taxa de RTTEI induzido
pela DR.

Tal fato foi também descrito por autores como Barnette (1989), que utilizou
estimulagdo elétrica em tiras isoladas do EEI de gambaés, produzindo um relaxamento que foi
acompanhado por uma elevacdo do contetdo intracelular de GMP ciclico.

Por outro lado, o pré-tratamento com um blogueador especifico da guanilato
ciclase, 0 ODQ, diminui parcialmente o relaxamento do EEI em gamb4, sugerindo que a
elevacdo do conteudo intracelular de GMPc ndo parecem ser o Unico mecanismo envolvido
nesse relaxamento (SHAHIN 2000, VANNESTE et al. 2007, MATSUDA et al. 2008).

Tem sido postulado que os canais para K* dependentes de ATP estdo envolvidos
em uma variedade de funcBes fisioldgicas no esdfago tais como a contratilidade da
musculatura lisa do EEI. Entretanto, o papel dos canais para K © ATP dependentes no

aumento da RTEEI apo6s a DR nédo esta completamente elucidado. Usando como ferramenta



farmacoldgica a glibenclamida (um blogueador dos canais para potassio ATP dependentes) o
nosso trabalho demonstrou que em relacdo ao respectivo controle, o bloqueio de canais para
K * ndo preveniu o aumento no nimero de RTEEI advindo da DR. Segundo Matsuda et al.
(2004) a glibenclamida também ndo causou nenhum efeito na resposta elétrica de
hiperpolarizacdo e no relaxamento da musculatura lisa de jejuno de suino, sugerindo que
tanto o canal para K* de alta condutancia dependente de Ca®**, quanto o canal para K*
dependente de ATP, ndo estariam envolvidos nesses relaxamentos no TGI.

Por outro lado, a hiperpolarizacdo causada por um doador de NO, nitroprussiato
de sodio, foi inibida tanto por caribdotoxina (inibidor de canal para K* de alta condutancia
dependente de Ca*") como por ODQ (MATSUDA et al, 2004). Esses resultados sugerem
que, embora um canal para K* de alta condutancia dependente de Ca** e dependente de
GMPc possa ser ativado por NO ou por doadores de NO, esse ndo parece ser 0 mecanismo
intracelular relacionado ao mediador NANC no potencial de juncéo inibitoria no jejuno de
suino.

Ja o relaxamento neurogénico NANC nos esfincteres de gamba, apesar de ser
inibido por bario, n3o foi inibido pela apamina (bloqueador de canais para K* ativados pelo
Ca®"), como ocorre no duodeno de rato, sugerindo que o mediador NANC inibitério nos
esfincteres seja diferente do duodeno de rato (MARTINS et al. 1995).

Mais de 20 anos ap6s a descoberta do NO como substancia bioldgica importante
produzida pelas células, muito se tem discutido sobre a modulacdo do NO nos relaxamentos
da musculatura lisa do TGI. Contudo, a hipdtese que o NO sintetizado a partir da L-Arginina
via NOS atua como neurotransmissor inibitério NANC nos nervos que inervam musculo liso
do EEI é hoje amplamente aceita. Os neurbnios responsaveis pela liberacdo de NO sdo
chamados de nitrérgicos. O NO desempenha um papel crucial no controle do tdnus da
musculatura lisa e motilidade, em particular, nos esfincteres e também da secrecéo de fluidos
no trato gastrointestinal. Além do relaxamento da musculatura lisa ao longo do TGI, o NO
provoca vasodilatacdo aumentando o fluxo sanguineo da mucosa, fator essencial para auxiliar
na prote¢cdo da mucosa contra os estimulos nocivos (MEDEIROS et al, 2006).

Na musculatura lisa do TGlI, o relaxamento induzido por NO é mediado ndo s6
pela GMPc, mas também mecanismos independentes de GMPc. Liberacdo de NO dos nervos
nitrérgica é facilitada ou inibida por neurotransmissores de nervos autdbnomos, como a
acetilcolina, o ATP, peptideos e noradrenalina, que atuam sobre os receptores pré
juncional. Varias condigdes patoldgicas ou substancias que inibem a sintese de NO, aumentar

a sua degradacéo, ou inibir o da guanilato ciclase sdo acompanhadas por um aumento no TGl



contratilidade muscular e um comprometimento da funcdo gastrointestinal. Os resultados
relacionados com a inervacdo nitrérgica pode nos fornecer concepcgdes que certamente
facilitardo o entendimento da fisiologia do trato gastrointestinal, com isto a fisiopatologia.
(CRIST et al. 1991, FARRUGIA et al. 1993, MARTINS et al. 1995, MURRAY et al. 1995,
SANDERS 2000, VANNESTE et al. 2007).

Baseado nisso, acredita-se que o aumento da taxa de RTEEI ap6s a distenséo
retal tem em sua modulacdo a participacdo da via NO/GMPc. Porém, este evento nao se
demonstrou dependente dos canais para K* dependentes de ATP, visto que o pré-tratamento
com glibenclamida nédo alterou o aumento das taxas de RTEEI apds DR. A compreensdo dos
mecanismos pelo qual ocorrem os chamados RTEEI podera ser um alvo interessante para o

desenvolvimento de novas terapéuticas para o controle da DRGE.



6- CONCLUSAO

De acordo com a metodologia aplicada o estudo conclui que a elevagdo da taxa
de RTEEI decorrente da distenséo retal em cées anestesiados tem a participa¢do conjunta da
via NO/GMPc.
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APENDICE

Apéndice 1: valores individuais das médias dos numeros de RTEEI/H nos cées

distribuidos por grupo.

GRUPOS EXPERIMENTAIS

CONTROLE L-NAME | L-NAME +L-ARG AM GLIBENCLAMIDA
5,40 0,80 7,27 0,30 5,30
7,00 2,40 5,60 1,40 6,10
6,00 2,90 5,63 2,50 4,90
5,00 3,10 7,40 2,00 5,00

5,60




