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RESUMO 
 

O etanol tem a capacidade de lesar diretamente a mucosa gástrica, e um dos 

mecanismos pelos quais ele causa este dano é através da ativação dos receptores 

de potencial transitório do tipo vanilóide 1 (TRPV1), liberação de Substância P (SP) 

e ativação do receptor de neuroquinina tipo 1 (NK1). Algumas bactérias ácido- 

lácticas e seus produtos possuem atividade gastroprotetora em lesões induzidas 

pelo etanol, com diminuição dos níveis de SP. Além disso, a estirpe DSM 17938 do 

Lactobacillus reuteri, exibe atividades terapêuticas por meio da inibição do TRPV1. 

Assim, este estudo avaliou o efeito do Lactobacillus reuteri nas lesões gástricas 

induzidas por etanol e seu possível mecanismo de ação. Camundongos swiss (25- 

30g) foram pré-tratados oralmente com solução salina (0,9%) ou 108 UFC de 

Lactobacillus reuteri por 3, 7 e 14 dias. No quarto, oitavo e décimo quinto dia, os 

animais suplementados com Lactobacillus reuteri e solução salina receberam 

etanol a 50% (0,5 mL / 25 g v.o.) ou solução salina. Para avaliar o papel da inibição 

da ativação do TRPV1 ou do NK1, os camundongos suplementados com 

Lactobacillus reuteri receberam  capsaicina ou resiniferatoxina (3 nmol/kg) via oral 

com etanol a 50%, e 1 μmol/L para 20 g, via i.p. de SP no quarto dia, 

respectivamente. As amostras de cada estômago foram removidas para avaliação 

macroscópica, histopatológica e análises bioquímicas (Malondialdeído-MDA, 

Nitrito- Nox, Glutationa-GSH e Superóxido dismutase-SOD). Foi realizada imuno-

histoquímica para TRPV1, e a concentração de substância P foi mensurada por 

ELISA. Também foi avaliado o muco aderido à parede gástrica e a secreção 

ácida. Lactobacillus reuteri reduziu o dano gástrico induzido pelo etanol (P 

<0,001). 3 dias de pré- tratamento com Lactobacillus reuteri apresentou taxa de 

inibição da lesão de 90,26%. Lactobacillus reuteri também reduziu os níveis de 

MDA e nitrito quando comparado ao grupo lesado (P<0,01) e manteve os 

parâmetros antioxidantes basais de GSH e SOD (P <0,001). Os efeitos da 

suplementação com L. reuteri foram significativamente revertidos com a 

administração de RTX, com aumento de MDA e Nox (P <0,001) e diminuição de 

GSH e SOD (P <0,0001). Lactobacillus reuteri não foi capaz de prevenir a lesão 

causada pela administração de SP e etanol. A expressão de TRPV1 foi 

significativamente menor no grupo tratado, quando comparado ao grupo 

lesionado. O conteúdo de substância P no tecido gástrico foi reduzido com 

Lactobacillus reuteri, em comparação ao grupo lesado (P<0,05). Além disso, o 

Lactobacillus reuteri elevou os níveis de muco na mucosa gástrica e manteve os 

níveis basais de secreção de ácido (p <0,05). Assim, o estudo demonstra os 

efeitos protetores de Lactobacillus reuteri no dano gástrico induzido pelo etanol, 

que em parte se dá pela inibição da ativação do receptor TRPV1, com redução de 

substância p e do estresse oxidativo. 

 

 
Palavras-chave: Etanol, gastroproteção, probiótico, úlcera gástrica, TRPV1 



 

A B S T R A C T 

 
Ethanol has the ability to directly injure the gastric mucosa, and one of the 

mechanisms by which it causes gastric damage is through the activation of 

Transient Receptor Potential Vanilloid 1 (TRPV1), release of Substance P (SP) and 

activation of the neurokinin 1 (NK1) receptor. Some lactic acid bacteria and their 

products have gastroprotective activity in ethanol-induced lesions, with a decrease 

in SP levels. In addition, the DSM 17938 of Lactobacillus reuteri, exhibits therapeutic 

activities by inhibiting TRPV1. Thus, this study evaluated the effect of Lactobacillus 

reuteri on gastric lesions induced by ethanol and its possible mechanism of action. 

Swiss mice (25-30g) were pre-treated orally with saline solution (0.9%) or 108 CFU 

of Lactobacillus reuteri for 14, 7 and 3 days. On the fourth, eighth and fifteenth day, 

animals supplemented with Lactobacillus reuteri and saline received 50% ethanol 

(0.5 mL / 25 g v.o.) or saline. To evaluate the role of inhibition of TRPV1 or NK1 

activation, Lactobacillus reuteri supplemented mice received capsaicin or 

resiniferatoxin (3 nmol / kg) orally with 50% ethanol, and 1 μmol / L for 20 g, i.p. of 

SP on the fourth day, respectively. Samples from each stomach were removed for 

histopathological evaluation and biochemical analyzes (Malondialdehyde-MDA, 

Nitrite, Glutathione- GSH and Superoxide dismutase-SOD). Immunohistochemistry 

was performed for TRPV1, and the concentration of substance P was measured 

by ELISA. Mucus adhered to the gastric wall and acid secretion were also 

evaluated. Lactobacillus reuteri has reduced gastric damage induced by ethanol (P 

<0.001). 3 days of pre- treatment with Lactobacillus reuteri group has shown a 

90.26% ulcer inhibition rate. L. reuteri has also reduced the levels of MDA and 

nitrite when compared to the injured group (P <0.01) and maintained the basal 

antioxidant parameters of GSH and SOD (P <0.001). The effects of L. reuteri 

supplementation were significantly reversed with RTX administration, with 

increased MDA and Nitrite (P <0.001) and decreased GSH and SOD (P <0.0001). 

Lactobacillus reuteri was not able to prevent injury caused by the administration of 

SP and ethanol. TRPV1 expression was significantly lower in the treated group 

when compared to the injured group. The substance P content in the gastric tissue 

has been reduced with Lactobacillus reuteri in comparison to the damaged group (P 

<0.05). In addition, Lactobacillus reuteri has increased mucus levels in the gastric 

mucosa and maintained basal levels of acid secretion (P <0.005). Thus, the study 

demonstrates the protective effects of Lactobacillus reuteri on gastric damage 

induced by ethanol, which is partially due to the inhibition of TRPV1 receptor 

activation, with reduction of substance p and of oxidative stress. 

 

Keywords: Ethanol, gastroprotection, probiotic, gastric ulcer, TRPV1 
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1 INTRODUÇÃO 

 
 

O consumo excessivo de álcool etílico é um importante problema de 

saúde pública, estando relacionado com o risco de desenvolvimento de várias 

doenças, resultando em 3,3 milhões de mortes por ano (WHO, 2014). Altas 

concentrações de etanol presentes nas bebidas alcoólicas têm a capacidade de 

lesar diretamente a mucosa do trato gastrointestinal (TGI), resultando em danos 

agudos e crônicos, como gastrite hemorrágica erosiva e úlceras pépticas 

(BUJANDA, 2000; STERMER, 2002). Como o etanol é uma das drogas 

psicoativas mais comumente aceitas e abusadas (NELSON; MCNALL, 2016), a 

lesão gástrica gerada por seu abuso é uma consequência preocupante. 

A administração aguda de etanol rompe a barreira de muco-bicarbonato, 

reduz as defesas antioxidantes, modula o sistema de óxido nítrico e reduz o fluxo 

sanguíneo na mucosa gástrica (ABDEL-SALAM et al., 2001; MIZUI et al., 1987; 

NANJI et al., 1995; ROSS; TURNBERG, 1983). Um mecanismo importante pelo 

qual o etanol medeia essas ações prejudiciais à mucosa gástrica é através da 

ativação do receptor de potencial transitório do tipo vanilóide 1 (TRPV1), que 

está presente nos nervos sensoriais do estômago (GAZZIERI et al., 2007). A 

ativação desse receptor causa a liberação de neuropeptídios, como a Substância 

P (SP), que é capaz de ativar o receptor de neuroquinina tipo 1 (NK1) em células 

epiteliais gástricas, e aumenta a geração de espécies reativas de oxigênio 

(EROs), que são os principais agentes citotóxicos da mucosa gástrica 

(GAZZIERI et al., 2007; HAYASHI et al., 1996; KARMELI et al., 1991). 

EROs causam a peroxidação de componentes lipídicos na membrana 

celular e quantidades aumentadas desses radicais livres, juntamente com 

inibição de enzimas antioxidantes e depleção de glutationa, o etanol causa danos 

e morte celular (GETZOFF et al., 1983; KWIECIEN et al., 2014). Assim, os 

agentes que inibem a via de geração de radicais livres mediada pelo etanol, 

como os antagonistas dos receptores TRPV1 e NK1, possuem um grande 

potencial na proteção contra lesões gástricas induzidas pelo etanol (GAZZIERI 

et al., 2007). 
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No que diz respeito ao tratamento deste tipo de lesão, são utilizados 

principalmente inibidores da bomba de prótons, porém este agente pode reduzir 

a absorção de certos nutrientes, além de outros efeitos indesejáveis (FARRELL 

et al., 2011). Isso motiva a busca de novas abordagens terapêuticas para 

prevenção e tratamento de lesões induzidas pelo etanol e, neste contexto, os 

probióticos são potenciais candidatos, pois apresentam diversas atividades 

benéficas ao trato gastrointestinal, com poucos efeitos colaterais e resistência 

ao pH estomacal (HILL et al., 2014). Mesmo com número limitado de 

investigações sobre a ação dos probióticos no tratamento de úlceras gástricas, 

estudos experimentais demonstram resultados promissores desses 

microrganismos tanto no tratamento como na prevenção destas úlceras 

(KHODER et al., 2016). Em particular, as bactérias ácido-láticas e seus produtos 

são os probióticos mais validados na atividade gastroprotetora em lesões 

induzidas pelo etanol, uma vez que diminuem os níveis de SP e peroxidação 

lipídica (AZMI et al., 2016; LIU et al., 2009; SENOL et al., 2011; SUO et al., 2016). 

Uma bactéria ácido-láctica que vem se destacando como probiótico, 

sendo bastante investigada quanto a seus benefícios para a saúde humana é o 

Lactobacillus reuteri, um bacilo gram-positivo que habita o TGI de humanos e 

outros mamíferos (ROSANDER et al., 2008). Muitas pesquisas experimentais e 

clínicas mostram sua eficácia no tratamento de algumas enfermidades do trato 

digestivo (SHORNIKOVA et al., 1997; SAVINO et al., 2010; EMARA et al., 2014). 

Em especial, a estirpe Lactobacillus reuteri DSM 17938 apresenta atividade 

antinociceptiva visceral em roedores por um mecanismo dependente dos 

neurônios sensoriais, inibindo a ativação dos receptores TRPV1 (PEREZ‐  

BURGOS et al., 2015). 

Desta forma, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito de L. reuteri 

DSM 17938 em lesões gástricas induzidas pelo etanol, e avaliar se o seu 

possível mecanismo de ação está relacionado à inibição da ativação de TRPV1 

pelo etanol, e consequente redução de SP, minimizando o estresse oxidativo e 

a lesão gástrica. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 
 

2.1 ESTÔMAGO 
 

O estômago, presente no trato gastrointestinal superior, desempenha 

importante função na digestão dos alimentos e sua entrega ao intestino, para 

que haja a absorção dos nutrientes necessários ao organismo. Além disto, este 

órgão envia sinais que ajudam a coordenar a fome e saciedade (WILLET; MILLS, 

2016). 

 
 

2.1.1 Aspectos Morfológicos 

 
O estômago pode ser anatomicamente subdividido em três regiões 

topográficas: Fundo, corpo e antro, sendo limitado na porção superior pelo 

esfíncter esofagiano inferior (Cárdia), e pelo esfíncter pilórico, na porção inferior 

do estômago (HOGBEN et al., 1974), como demonstrado na figura 1. 

 
 

Figura 1- Representação ilustrativa das regiões anatômicas do estômago 

 

Autoria própria, 2017 
 

 

Em termos de funcionalidade, o estômago pode ser dividido em duas 

regiões glandulares: Área oxíntica, compreendendo 80% da superfície gástrica 
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proximal do estômago (Fundo e corpo), e mucosa antral ou pilórica, que 

compreende 20% da área total do órgão (CHOI et al., 2014). 

A figura 2 representa um corte transversal da parede gástrica, expondo 

os diferentes tecidos que a constituem. Histologicamente, a parede do estômago 

pode ser subdividida nas seguintes camadas teciduais: 

 Camada mucosa Camada mais interna, composta por tecido 

epitelial prismático simples, formando as glândulas gástricas, e 

pela lâmina própria (tecido conjuntivo); 

 Camada submucosa Constituída por tecido conjuntivo frouxo 

irrigado por vasos sanguíneos e plexo nervoso; 

 Camada muscular Composta pelas camadas musculares 

oblíqua, circular, longitudinal e pelo plexo mioentérico; 

 Camada serosa Camada mais externa, formada por tecido 

conectivo. (BOCK; RICHARDS; WITTS, 1963; OWEN, 1986) 

 

 
Figura 2- Representação ilustrativa da parede gástrica e das células da glândula gástrica 

Imagem: Modificada e adaptada de Encyclopædia Britannica, Inc, 2003. 

 
 

 

As glândulas oxínticas da camada mucosa, presentes na superfície 

interna corpo e fundo do estômago, possuem uma abertura denominada istmo, 
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tendo em seu interior células mucosas superficiais e células mucosas do colo, 

localizadas no colo glandular (PARADISO; TSIEN; MACHEN, 1987; FELDMAN 

et al., 2010). Elas também são constituídas principalmente por células parietais 

(secretoras de ácido clorídrico e fator intrínseco), células principais ou pépticas 

(secretoras de pepsinogênio), localizadas mais profundamente (PRINZ et al., 

1992; CHOI et al., 2014), como ilustrado na figura 2. A porção oxíntica ainda 

possui as células D, que secretam somatostatina, e células tipo- enterocromafim, 

que secretam histamina e estão associadas à secreção gástrica (ZAKI et al., 

2002; PRINZ et al., 1993; SCHUBERT; PEURA, 2008). A mucosa pilórica (antro 

gástrico) não apresenta células parietais, mas possui as células G ou 

enteroendócrinas, que estimulam a liberação do hormônio gastrina, também 

importante para o controle da secreção gástrica (SAFFOURI et al., 1979; 

SCHUBERT; PEURA, 2008; SCHUBERT, 2015). 

O estômago ainda possui o Sistema Nervoso Entérico (SNE), 

responsável pela liberação de mediadores envolvidos na regulação fisiológica da 

secreção gástrica, motilidade, proteção e resposta a excitações químicas e 

mecânicas (GREEN; DOCKRAY, 1988; CLARKE; DAVISON, 1978; 

BERTHOUD; POWLEY, 1992). 

 
 
 

2.1.2 Fisiologia da secreção gástrica 

 
Uma das principais funções secretórias do estômago é a secreção de 

ácido gástrico, que tem a capacidade de eliminar microrganismos e inibir o 

crescimento bacteriano, promover a digestão de proteínas e facilitar a absorção 

de ferro, cálcio e vitamina B12 (GIANNELLA; BROITMAN; ZAMCHECK, 1969; 

JACOBS; MILES, 1969; MARCUARD; ALBERNAZ; KHAZANIE, 1994; BO-LINN 

et al., 1984; WALDUM et al., 2015; SCHUBERT, 2016). 

A secreção gástrica é regulada pela via neuronal, através da acetilcolina, 

via parácrina, por meio da histamina, e endócrina, através da gastrina 

(MCINTOSH et al., 1981; WALDUM et al., 1991). Com a chegada do alimento ao 

estômago, ocorre uma distensão na região antral e no fundo deste órgão, que 

leva a ativação de receptores de estiramento, que intensificam as respostas 

secretoras, por meio da liberação de gastrina pelas células G, e liberação de 
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acetilcolina e histamina (GROSSMAN; ROBERTSON; IVY, 1948; SCHUBERT; 

MAKHLOUF, 1993; WEIGERT et al., 1997; RAMSAY; CARR, 2011). As células 

parietais possuem receptores específicos para acetilcolina (receptores 

muscarínicos do tipo 3- M3), para histamina (receptores histaminérgicos do tipo 

2- H2) e gastrina (receptor de colecistocinina do tipo do tipo 2- CCK2) (PFEIFFER 

et al., 1990; MAJOR; SCHOLES, 1978; KOPIN et al., 1992; SCHUBERT, 2016). 

A ativação de neurônios intrínsecos provoca a liberação de acetilcolina, 

que ativa receptores M3, e induz a liberação de Ca++ na porção apical das células 

secretoras, que culmina no aumento de secreção de H+ por troca ativa com K+, 

e facilita a inserção de mais bombas de prótons (H+/K+- ATPase), uma enzima 

que provoca o transporte ativo de prótons H+ na membrana apical das células 

parietais (AIHARA et al., 2005). Além disto, novos estudos mostram que a 

secreção ácida também pode ser regulada por meio de receptores M4, que 

inibem a liberação de somatostatina, minimizando os efeitos inibitórios da acidez 

gástrica (TAKEUCHI et al., 2016). 

A liberação de histamina pelas células tipo-enterocromafim leva à 

ativação de receptores H2 nas células parietais, que provoca a elevação de AMP 

cíclico, que causa, por meio da liberação de Ca++, exocitose de vesículas ricas 

em H+/K+- ATPase para a membrana apical das células parietais, trocando-o 

por K+ (SAHOO et al., 2017). Receptores histamínicos do tipo 3 também estão 

associados com o aumento da secreção ácida, por inibir somatostatina 

(VUYYURU; SCHUBERT, 1997). 

A gastrina é o principal hormônio estimulatório de secreção na digestão 

alimentar, que medeia suas ações pelo receptor CCK2, que além de estar 

presente e estimular secreção nas células parietais por liberação de Ca++, este 

receptor está presente em células do tipo- enterocromafim, e quando ativados 

estimulam a secreção de histamina por essas células, o que contribui 

indiretamente para o aumento da secreção (TRIPATHI et al., 2015; SCHUBERT, 

2016). 

Além destes principais agentes estimulantes da secreção gástrica no 

organismo, a grelina e a motilina contribuem para o aumento da acidez gástrica, 

através da liberação de histamina (MASUDA et al., 2000; KONTUREK et al., 

1976; SCHUBERT, 2016). O sulfeto de hidrogênio, mediador gasoso envolvido 



23 
 

na proteção gástrica, também contribui para o aumento da secreção gástrica 

diretamente nas células parietais, por mecanismos intracelulares que envolvem 

a via dos canais de KATP e ativação de AMP cíclico, que culmina no aumento da 

acidez gástrica, devido ao aumento de prótons H+ (SUN et al., 2016). 

A inibição fisiológica da acidez gástrica ocorre por meio da liberação de 

somatostatina das células D, que atuam sobre as células G, reduzindo a 

liberação da gastrina. Além disto, agonistas do receptor GLP-1 inibem a 

secreção gástrica e diminuem a concentração de glicose pós-prandial (RAPTIS 

et al., 1975; SMITS et al., 2016; SCHUBERT, 2016). 

 
 

2.1.3 Fatores de defesa da mucosa gástrica 

 
A mucosa gástrica é continuamente exposta a fatores agressivos 

endógenos, como ácido clorídrico, pepsina e sais biliares presentes no ambiente 

estomacal, e é susceptível ao contato com fatores externos nocivos à mucosa, 

como bebidas alcóolicas, medicamentos (AINE’S e Bifosfonatos) e bactérias 

(WALLACE, 2008; BLANK et al., 1997). A mucosa do estômago apresenta 

elementos de defesa contra os agentes nocivos em condições fisiológicas que 

podem ser classificados como: Fatores de defesa da mucosa pré-epiteliais, 

epiteliais e sub-epiteliais (YANDRAPU; SAROSIEK, 2015), como ilustrado na 

figura 3. 

 

 
Figura 3- Representação ilustrativa dos fatores de proteção da mucosa gástrica 
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A figura ilustra os mecanismos de defesa da mucosa gástrica pré-epiteliais (PRÉ), representados 

na imagem pela barreira de muco e bicarbonato (HCO3
-), que garantem o pH neutro na mucosa; 

Epiteliais (EPI), representado pelas células epiteliais justapostas; Sub-epiteliais (SUB), 

representados pela microcirculação (vasos sanguíneos) e nervos sensoriais. Agentes 

moduladores importantes para a manutenção da mucosa gástrica, como os mediadores gasosos 

(Óxido nítrico-NO; Sulfeto de Hidrogênio- H2S; Monóxido de Carbono- CO), e as prostaglandinas 

(PG), também estão representados. Autoria própria, 2017. 

 

 
2.1.3.1 Fatores de defesa pré-epiteliais 

 

A camada de muco e bicarbonato é considerada um fator de proteção pré- 

epitelial mecânica da mucosa gástrica, atuando como primeira linha de defesa 

contra agentes agressores externos e contra o próprio suco gástrico (ROSS; 

TURNBERG,1983; LAINE et al., 2008). O muco, um gel viscoso e aderente, 

secretado no estômago, desempenha um papel de barreira protetora contra a 

pepsina, mantendo pH neutro (BAHARI; ROSS; TURNBERG, 1982; ROSS; 

TURNBERG, 1983; SCHADE et al, 1994; PHILLIPSON et al., 2002). 

O muco é formado por 95% de água e 5% de mucinas, que são 

glicoproteínas, que se polimerizam em um gel viscoso, e que possuem a 

capacidade de reter o bicarbonato secretado pelas células epiteliais (ATUMA et 

al., 2001). MUC5AC e MUC6 são produtos de genes da mucina gástrica, que se 

polimerizam, formando multímeros de mucina, e formam uma camada de muco 

interna e uma camada de muco livre na mucosa do estômago (OTA; 

KATSUYAMA, 1992; GENDLER; SPICER, 1995; ATUMA et al., 2001; ALLEN; 

FLEMSTROM, 2005). A secreção de muco pelas células epiteliais é estimulada 

pelos hormônios gastrina, secretina e pelas prostaglandinas E2 (PGE2) e por 

agentes colinérgicos (BOLTON; PALMER; COHEN, 1978; TAKAFUMI et al., 

1993; TANI et al., 2002; LAINE et al., 2008). 

Um outro importante agente para o gel de muco é o fator trefoil de baixa 

massa molecular da família de peptídeos (TFF), que é secretado juntamente com 

o muco, pelas células epiteliais da mucosa gástrica (SANDS; PODOLSKY, 1996) 

e estão envolvidos no empacotamento das mucinas e na defesa epitelial da 

mucosa  (PALILEO;  KAUNITZ,  2011;  YANDRAPU;  SAROSIEK,  2015). Além 

disto,  a  barreira  de  muco  é  revestida  por  uma  película  surfactante  de 
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fosfolipídios, criando uma natureza hidrofóbica, que retarda a difusão de H+ 

(SHUCHUN et al., 1996; TARNAWSKI et al., 2013; LAINE et al., 2008). 

As células epiteliais presentes nesta camada de muco secretam 

bicarbonato (HCO3 
-), liberando-o para o interstício das células parietais 

(secretoras de ácido clorídrico), onde tamponam o excesso de H+, ocasionando 

um pH neutro próximo ao epitélio, enquanto a faixa de pH do lúmen gástrico está 

entre 1 e 2 (FLEMSTROM; GARNER, 1982). 

Esta camada mucosa do estômago apresenta concentrações 

significantes de glutationa reduzida, um agente sulfídrico não-proteico, que 

protege a mucosa, prevenindo a ação tóxica de radicais livres (TAKEUSHI et al., 

1989; POSSENTI, et al., 2011). 

 

 
2.1.3.2 Fatores de defesa epiteliais 

 

Quando os componentes pré-epiteliais de defesa da mucosa gástrica não 

são capazes de protegê-la, o componente epitelial atua como uma segunda 

barreira de defesa. As células epiteliais formam uma barreira que impede a 

difusão do ácido gástrico, da pepsina e outros agentes agressores, por estarem 

intimamente interligadas por junções comunicantes e pela presença de 

fosfolipídios nestas células (VALNES et al., 1984; KWIECIEN et al., 2014). 

Além destas células serem capazes de secretar muco, bicarbonato e 

produzirem prostaglandinas, em condições estressantes, como a presença de 

espécies reativas de oxigênio, fatores de transcrição das proteínas do choque 

térmico (HSPs) são gerados, o que impede a desnaturação proteica, evitando a 

apoptose das células epiteliais (MORIMOTO, 1998; LEUNG et al., 2015). O 

epitélio também secreta fatores TFFs, que regulam a reepitelização e defesa 

epitelial (HERNANDEZ et al., 2009; YANDRAPU; SAROSIEK, 2015). 
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2.1.3.3 Fatores de defesa subepiteliais 

 
 

 Microcirculação 
 

O fluxo sanguíneo é requerido para a entrega de nutrientes, oxigênio, 

hormônios gastrointestinais e manutenção da integridade da mucosa gástrica, 

sendo importante para a produção de muco, bicarbonato, e proteção contra 

agentes agressores (STARLINGER et al., 1981; HUI et al., 1993; YANDRAPU; 

SAROSIEK, 2015; TARNAWSKI et al., 2012). A microcirculação responde a 

agentes agressores que penetram a camada sub-epitelial, com o aumento do 

fluxo sanguíneo, impedindo que esses agentes danosos alcancem camadas 

mais profundas da mucosa (HOLZER et al., 1991a; TARNAWSKI et al., 2012). 

O endotélio vascular da mucosa gástrica tem a capacidade de gerar 

vasodilatadores potentes como os mediadores gasosos endógenos óxido nítrico 

(NO), sulfeto de hidrogênio (H2S), monóxido de carbono (CO), prostaciclina 

(PGI2) e prostaglandina E2 (PGE2) para proteger a mucosa e a microvasculatura 

de agentes constritores e agressores, mantendo a perfusão tecidual 

(MACNAUGHTON et al., 1989; PAPAPETROPOULOS et al., 2009; SHIBUYA et 

al., 2009; THORUP et al., 1999; GERBER et al., 1982; YANDRAPU; SAROSIEK, 

2015). 

 

 
 Inervação sensorial 

 

O sistema nervoso entérico também desempenha funções importantes 

na mucosa gástrica, podendo ser influenciado por diferentes mediadores 

(HOLZER et al., 1991a; HOLZER et al., 1991b). A mucosa gástrica e os vasos 

submucosos são inervados por neurônios sensoriais aferentes, e suas fibras 

alcançam as células epiteliais (STROFF et al., 1995; LAINE et al., 2008). Estas 

terminações nervosas detectam a presença de ácido, e a ativação destes nervos 

afeta as arteríolas submucosas, e regulam o fluxo sanguíneo (GUTH, 1992). 

Os receptores TRPV1, presentes nesses neurônios aferentes primários, 

quando ativados por pequenas doses de seus agonistas, desempenham 

atividade gastroprotetora, aumentando o fluxo sanguíneo e secreção de muco e 

bicarbonato, e seus terminais periféricos podem liberar neuropeptídios como a 
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substância P e o peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), um 

poderoso vasodilatador. (WARZECHA et al., 2011; SZOLCSANYI; BARTHO, 

2001). Porém, uma ativação exacerbada deste receptor prejudica a hiperemia, e 

causa danos a mucosa gástrica (LAINE et al., 2008; GAZZIERE et al., 2007). Os 

efeitos do vasodilatador CGRP são mediados pelo óxido nítrico, tendo assim um 

importante papel para a regulação da proteção da mucosa gástrica (ABDEL- 

SALAM et al., 1999). A literatura também mostra que em parte os efeitos 

citoprotetores da ativação dos neurônios sensoriais é dependente de 

prostaglandinas endógenas (TAKEUCHI et al., 2003). 

 
 

2.1.4 Moduladores da mucosa gástrica 

 
Hoje sabe-se que moléculas gasosas como o óxido nítrico, sulfeto de 

hidrogênio e monóxido de carbono desempenham papéis fisiológicos na 

manutenção gástrica e proteção contra agentes agressores (MAGIEROWSKI et 

al., 2015). 

O óxido nítrico pode ser produzido pelo endotélio vascular, células 

epiteliais e nervos sensoriais, através da atividade da enzima sintase de Óxido 

Nítrico neuronal (nNOS), endotelial (eNOS) e induzida (iNOS), responsável pela 

grande produção de NO, presente em macrófagos, neutrófilos e células 

endoteliais (MA; WALLACE, 2000). O óxido nítrico é um regulador da secreção 

de muco no estômago de grande importância, e age através da estimulação da 

adenilato ciclase nas células epiteliais (BROWN et al., 1993; KWIECIEN et al., 

2014). Este mediador gasoso ativa a enzima guanilato ciclase, levando a 

formação de GMP cíclico, que ativa proteínas quinase G, e dispara uma cascata 

de fosforilação para promover vasodilatação (DENNINGER; MARLETTA, 1999; 

MONCADA et al., 1991; BRZOZOWSKI et al., 2008). Este mediador gasoso 

também estimula a síntese de prostaglandinas, levando ao aumento de muco e 

bicarbonato, e participa do processo de cicatrização de úlceras gástricas 

(BRZOZOWSKI et al., 1997a; BRZOZOWSKI et al., 1997b; MA; WALLACE, 

2000). Porém, em altas concentrações, o NO está associado com uma resposta 

inflamatória na mucosa gástrica, bem como alterações na barreira de muco 

protetora (SHAH et al., 2004). 
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Estudos mostram que outros mediadores gasosos endógenos como o 

sulfeto de hidrogênio e monóxido de carbono estão igualmente envolvidos na 

manutenção e proteção gástrica, como a modulação do endotélio vascular 

gástrico (MEDEIROS et al., 2009; BECKER et al., 2006; GOMES et al., 2010; 

(MACNAUGHTON et al., 1989; PAPAPETROPOULOS et al., 2009; SHIBUYA et 

al., 2009; THORUP et al., 1999; GERBER et al., 1982; YANDRAPU; SAROSIEK, 

2015). Além disso, recentes estudos mostram que o NO, CO e H2S interagem 

entre si para desempenhar esses efeitos fisiológicos na mucosa gástrica 

(MILLER et al., 2001; LI et al., 2009; LUCETTI et al., 2017). 

As prostaglandinas, especialmente a prostaglandina E2 (PGE2) e 

prostaciclina I2 (PGI2), também são importantes na regulação da integridade da 

mucosa, secreção de muco e bicarbonato, regulação do fluxo sanguíneo e da 

secreção ácida (HALL; VAN DEN HOVEN, 1987; TAKEUCHI, 2014). Estas são 

produzidas a partir do ácido araquidônico dos fosfolipídios das membranas 

celulares pela isoenzima ciclooxigenase-1 (COX-1), e a inibição de sua produção 

provoca o surgimento de úlceras gástricas (CRYER; FELDMAN, 1999; SINHA et 

al, 2015) 

 
 

2.1.5 Defesas antioxidantes da mucosa 

 
Outro mecanismo de defesa que organismo possui para a manutenção da 

mucosa gástrica contra agentes lesivos endógenos ou exógenos, são sistemas 

antioxidantes endógenos como superóxido dismutase, catalase glutationa 

peroxidase, glutationa-redutase e glutationa (L-γ-glutamil-L-cistenilglicina) 

(BHATTACHARYYA et al., 2014), como esquematizado na Figura 4. 

 

 
Figura 4: Sistema antioxidante endógeno 
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Defesas antioxidantes no organismo. Efeito das enzimas antioxidantes superóxido dismutase 

(SOD) presente no citosol e nas mitocôndrias, da catalase (CAT) nos peroxissomos, da glutationa 

peroxidase(GPx) presenta nas mitocôndrias, glutationa-redutase (GR) na eliminação de espécies 

reativas de oxigênio. Autoria própria, 2017. 

 
 

Espécies reativas de oxigênio são radicais livres produtos do 

metabolismo normal celular, ou podem ser geradas devido a componentes 

externos tóxicos (INDO et al., 2007; WEINBERG et al., 2010; GONZÁLEZ; 

PARIENTE; SALIDO, 2007; BELHADJ et al., 2014). Os radicais superóxido (O2 
-
 

) e peróxido de hidrogênio (H2O2) são os mais comuns, sendo os primeiros 

altamente reativos e com período de vida curto, enquanto o H2O2 apresenta 

menos reatividade, o que lhe dá mais tempo para se locomover ao núcleo celular, 

sendo mais prejudicial ao DNA (ASADA; KANEMATSU, 1976; WINTERBOURN.; 

METODIEWA, 1999; TSANG et al., 2014). 

Um aumento descontrolado de EROs gera o estresse oxidativo, que 

afeta indiscriminadamente proteínas, lipídeos, polissacarídeos, DNA, e 

desencadeiam a via intrínseca da apoptose (STADTMAN; LEVINE, 2000; 

RUBBO et al., 1994; RICHTER et al., 1988; LEDOUX et al., 1999). Além disto, 

agentes lesivos que desencadeiam estresse oxidativo, junto com o aumento da 

produção de radicais NO• se tornam deletérios ao organismo, pois a reação do 

NO• com o O2 
-• gera o peroxinitrito (ONOO-), que é altamente reativo, podendo 

reagir com grupamentos de proteínas celulares, lipídios ou DNA (RUBBO et al., 

1994; SZABÓ; OHSHIMA, 1997; BURNEY et al., 1999; PACHER et al., 2007). 

Devido a esses efeitos deletérios, as células desenvolveram um sistema 

antioxidante para eliminação desses radicais livres, composto pela superóxido 

dismutase (SOD), Catalase (CAT) e glutationa (GSH) (SALIN; MCCORD, 1975; 

MICHIELS et al., 1994; APEL, 2004). 

A Superóxido Dismutase são metaloenzimas que catalisam a reação de 

dismutação que transformam ânions superóxido em peróxido de hidrogênio, 

desempenhando um importante papel na eliminação de espécies reativas de 

oxigênio (GETZOFF et al., 1983). Os mamíferos possuem 3 isoformas de SOD, 

de acordo com o metal em seu sítio ativo: a CuZn-SOD (Cobre e zinco; SOD1), 

a Mn-SOD (Manganês; SOD2) e a SOD extracelular ou EC-SOD (Ferro) (MELOV 

et al., 1998; SCANDALIOS, 1993). A redução da atividade de SOD está 
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relacionada com a úlcera gástrica, confirmando os efeitos prejudiciais de 

espécies reativas de oxigênio e a importância do sistema antioxidante (NAITO et 

al., 1992; GÖTZ et al., 1996; BHATTACHARYYA et al., 2014). 

A enzima tetramérica Catalase, encontrada nos peroxissomos, presente 

em todos os organismos vivos, converte H2O2 em H2O e O2, sem para isso 

desgastar agentes redutores celulares (AEBI, 1984). Ela metaboliza o H2O2 de 

forma rápida e eficiente, tendo um papel importante contra os efeitos tóxicos do 

peróxido de hidrogênio (CHANCE, 1947; SIRAKI et al, 2002). 

Outro processo antioxidante importante é feita pela Glutationa 

peroxidase (GPx), que converte a glutationa em glutationa oxidada (GSSG), e 

nesse processo reduz H2O2 a H2O e lipídios hidroperóxidos (ROOH•) em álcoois 

estáveis, apresentando importante papel na proteção das células contra os 

efeitos do peróxido de hidrogênio. Já a Glutationa redutase reduz a glutationa 

oxidada para GSH (MCCAY et al., 1976; BOMPART et al., 1990; 

BHATTACHARYYA et al., 2014). 

O GSH atua como um cofator da GPx, otimizando a redução de H2O2 a 

H2O. Além disto, este tripeptídeo reage de modo não enzimático com o radical 

hidroxila, N2O3, e com o peroxinitrito, tendo assim uma atividade antioxidante 

própria (GRIFFITH, 1999). O seu núcleo do resíduo cistenilglicina tem a 

capacidade de reagir com um elétron não pareado de um radical livre, formando 

um radical GS• que é dimerizado em GSSG, que é então reduzido pela glutationa 

redutase novamente em GSH (KRETZSCHMAR, 1996; JÚNIOR et al., 1998). A 

glutationa detoxifica hidroperóxidos a partir da seguinte reação: 

 

 
2 GSH + ROOH• → GSSG + ROH + H2O (SHAN et al, 1990). 

 
 

Desta forma, vê-se a importância deste sistema antioxidante endógeno, e 

que uma redução dos níveis destes componentes antioxidantes leva ao aumento 

do estresse oxidativo e lesão celular, causando injúrias como gastrite e úlcera 

gástrica. 
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2.2 ÚLCERA GÁSTRICA 
 

As úlceras gástricas são definidas como lesões na mucosa que se 

estendem até 5 mm de diâmetro, podendo afetar camadas mais internas (HUNT 

et al., 2015). Os principais sinais e sintomas das úlceras são dor epigástrica, 

queimação e desconforto, porém muitas vezes ela não apresenta sintomatologia 

clínica, e em alguns casos complicações como hemorragia e perfuração podem 

aparecer, sendo responsável pelos casos de internação hospitalar (SIPPONEN 

et al., 1990; BARKUN; LEONTIADIS, 2010). 

A úlcera péptica está relacionada com a perda da qualidade de vida e 

produtividade no trabalho, gerando grandes gastos para os sistemas de saúde 

(BARKUN; LEONTIADIS, 2010). No Brasil, segundo o Sistema de Informações 

Hospitalares do Sistema Único de Saúde (SIH-SUS), só nos anos de 2014 a 

2016 as úlceras gástricas e duodenais geraram um gasto de 37.523.154,77 

reais, sendo registrado um número de 34.443 internações hospitalares devido a 

úlceras neste período. O número de óbitos registrados no sistema foi de 3.065, 

sendo a região sudeste do país a com maior número de casos e óbitos pela 

doença ulcerosa. 

Visto isto, percebe-se que esta desordem gastrointestinal é um grande 

problema de saúde pública, que afeta a qualidade de vida de muitos brasileiros, 

e estudos que visem diminuir os efeitos desta injúria ou preveni-la, podem 

contribuir para a diminuição dos casos e gastos gerados pela doença e suas 

complicações. 

 
 

2.2.1 Etiologia da úlcera gástrica 

 
As úlceras gástricas são desordens comuns do trato gastrointestinal, que 

ocorrem devido a um desequilíbrio entre fatores agressores a mucosa gástrica 

(ácido gástrico, secreção de pepsina, radicais livres, leucotrienos, endotelinas, e 

fatores exógenos) e fatores defensivos (Muco gástrico, bicarbonato, fluxo 

sanguíneo normal, prostaglandina E2, o óxido nítrico, e enzimas antioxidantes) 

(TYTGAT, 2000; SHEEBA et al., 2016). Com a diminuição da proteção da 

mucosa gástrica, a secreção normal de ácido clorídrico e pepsina podem lesionar 

esta região (HARBISON; DEMPSEY, 2005). 
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O aumento na incidência das úlceras gástricas dar-se principalmente 

devido a exposição a fatores agressivos exógenos para a mucosa gástrica como 

o etanol, estresse, tabagismo e consumo frequente de AINES (LEVENSTEIN et 

al., 2015; KANNO et al., 2015; SOSTRES et al., 2015; CHOUHAN et al., 2016; 

BELAICHE et al., 2001). 

Uma das principais causas para o desenvolvimento desta doença é a 

infecção por Helicobacter pylori, que diminuiu nos últimos anos devido a 

diminuição da infecção pela bactéria. No entanto, o consumo abusivo de álcool 

e AINES, além do envelhecimento populacional, têm contribuído para o aumento 

da sua incidência e o surgimento de complicações (LEVENSTEIN et al., 2015; 

KANNO et al., 2015; SOSTRES et al., 2015YUAN et al., 2006; LAU et al., 2011; 

AHSBERG et al., 2011). 

 

 
2.3 ÚLCERA GÁSTRICA INDUZIDA PELO ETANOL 

 

 
2.3.1 Consumo excessivo de álcool 

 
O consumo excessivo de álcool vem se mostrando como um grande 

problema de saúde pública, visto que só ano de 2012, mais de 3 milhões de 

mortes foram atribuídas a seu consumo elevado, de acordo com a Organização 

Mundial da saúde (WHO, 2014). Ainda segundo dados da mesma organização, 

em 2010, 16% da população apresentaram um comportamento abusivo de 

álcool. De acordo com o Center for Behavioral Health Statistics and Quality 

(2016), em 2015, 138,3 milhões de pessoas acima de 12 anos eram usuários 

frequentes do álcool nos Estados Unidos. Além disso, 17,3 milhões americanos 

alegam abuso no consumo de álcool em 2015. No Brasil, do ano de 2006 a 2012, 

segundo o II Levantamento Nacional de Álcool e Drogas (LENAD), houve um 

aumento no número de pessoas que consomem de forma nociva esta droga, 

com ingestão de quatro unidades de álcool para mulheres e cinco unidades para 

homens, em um período de até duas horas (LARANJEIRA et al., 2014). 

 
Muitos distúrbios agudos e crônicos são advindos do consumo abusivo 

desta substância, como distúrbios do trato gastrointestinal (WHO, 2014), 

especialmente as úlceras gástricas, que podem gerar complicações, se não 
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tratadas. Como o álcool é uma das drogas psicoativas mais abusadas e aceitas 

pela população, a injúria gástrica devido a este agente é uma questão 

preocupante (NELSON; MCNALL, 2016). 

 
 

2.3.2 Efeitos do etanol na mucosa gástrica 

 
A ingestão de grande quantidade de etanol, presente nas bebidas 

alcóolicas, tem a capacidade de lesar diretamente a mucosa do estômago, 

resultando em uma gastrite do tipo hemorrágica, causando edema, hemorragias 

subepiteliais e esfoliação celular (GUSLANDI, 1987), como mostra a figura 5. 

 

 
Figura 5- Corte histológico da mucosa gástrica de camundongo após ingestão de etanol 50% 

 

 
 

Fotomicrografia dos efeitos do tratamento agudo com etanol a 50% em na mucosa gástrica. O 

etanol causou na mucosa uma lesão do tipo hemorrágica, com perca celular e edema. Aumento 

de 200x. Autoria própria, 2017. 

 
 

. O etanol também estimula a produção de mediadores inflamatórios 

como leucotrienos, prostanoides e produtos de mastócitos, que cooperam para 

a gravidade da injúria (WALLACE et al., 1985; PESKAR et al., 1988). Além disso, 



34 
 

outros fatores contribuem para a lesão gástrica causada pelo etanol. Uma 

importante via ligada a sua patogênese na lesão gástrica é através da geração 

de espécies reativas de oxigênio (MIZUI et al., 1987; CHOI et al., 2016). 

Este agente causa este tipo de injúria por mecanismos que envolvem 

diferentes mediadores, alterando fatores de proteção gástrica, como a produção 

de muco e a circulação sanguínea, geração de radicais livres, aumento da 

peroxidação lipídica, diminuição da proliferação celular e resposta inflamatória 

aumentada, e aumenta a liberação de histamina (CHOI et al., 2009; AMARAL et 

al., 2013). 

De acordo com a literatura, o etanol afeta a barreira de muco protetora 

da mucosa gástrica, abolindo a hidrofobicidade e o efeito tampão do bicarbonato, 

deixando as células da mucosa expostas ao ácido (MORRIS, 1981). Além disso, 

o etanol aumenta a permeabilidade vascular, causa estase do fluxo sanguíneo, 

e consequente hiperemia no local, o que contribui para a lesão hemorrágica 

(GUTH et al., 1984). 

Ainda, o etanol está relacionado com a diminuição dos grupos sulfidrilas, 

que são importantes para eliminação de EROs e manutenção das membranas 

celulares (MILLER et al., 1985). As EROs geradas pelo etanol também causam 

ainda uma diminuição das enzimas antioxidantes SOD, CAT e da glutationa 

(BAST et al., 1991; HALLIWELL et al., 1995). 

Além disso, sabe-se que a mucosa gástrica é inervada por neurônios 

sensoriais aferentes, e sua ativação afeta as arteríolas submucosas, que 

regulam o fluxo sanguíneo, por meio da liberação de neuromoduladores como a 

substância P e o CGRP (LAINE et al., 2008). Os receptores TRPV1, presentes 

nesses neurônios são ativados pelo etanol, o que pode ser determinante para as 

ações centrais e periféricas causadas pelo etanol (BLEDNOV; HARRIS, 2009). 
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2.3.3- Receptores transientes vanilóides 1 e receptores de neuroquinina 1 no 

estresse oxidativo da lesão gástrica induzida por etanol 

 
Os Receptores de Potencial Transitório (TRP) fazem parte da família de 

canais iônicos, e podem ser ativados por diversos mecanismos, variando na 

seletividade aos cátions (SCHAEFER, 2005). Esses canais iônicos são formados 

por 6 domínios transmembranares, que tem a permeabilidade para cátions, 

principalmente cálcio, onde a abertura destes TRP provoca o influxo dos íons. 

Os íons Ca++ possuem uma importante função em muitos processos celulares, 

como a contração muscular, liberação de transmissores, proliferação celular, 

transcrição genética e morte celular (BERRIDGE et al., 2000; LATORRE et al., 

2009). 

O TRPV1 é um transdutor polimodal da família TRP, que tem alta 

permeabilidade a íons de cálcio. Ele pode ser ativado pela capsaicina, lipídios, 

endocanabinóides e calor nocivo, que provocam a liberação de substância P 

(SP), neuroquinina A e peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (CRGP) 

(CATERINA et al., 1997; ZYGMUNT et al., 1999). O TRPV1 parece participar 

também na fisiopatologia de doenças ulcerosas do trato gastrointestinal, como o 

refluxo gastroesofágico, a colite ulcerativa e úlcera gástrica (GUARINO et al., 

2010; HOLZER, 2008; GAZZIERI et al., 2007). 

Estudos comprovaram que o etanol é capaz de ativar os receptores 

TRPV1, provavelmente presentes nos neurônios aferentes da mucosa gástrica, 

e que a ativação deste receptor leva a liberação de taquicininas, como a 

Substância P, através do influxo de cálcio, e essas substâncias levam ao 

extravasamento plasmático e infiltração de granulócitos, sendo os principais 

causadores da inflamação neurogênica e nocicepção causada pelo etanol 

(TREVISANI et al., 2002; GAZZIERI et al., 2007; TANG et al., 2008). Além disto, 

MINOWA e colaboradores (2005) mostram em seu estudo que o receptor TRPV1 

quando ativado estimula a secreção ácida gástrica em ratos. 

A administração da substância P, um neuropeptídio da família das 

taquicininas, exacerba a lesão causada pelo etanol, e antagonistas do receptor 

acoplado a proteína G deste neuropeptídio, o receptor de neuroquinina 1 (NK1), 

reduzem as lesões causadas por etanol (KARMELI et al., 1991). Este receptor é 

encontrado no sistema nervoso entérico, plexo mioentérico, músculo liso e 
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fibroblastos do trato gastrointestinal, onde medeia as ações da SP (STERNINI et 

al., 1995; SMITH et al., 2000). Além disso, esse receptor é expresso nas células 

epiteliais gástricas, próximo às fibras nervosas sensoriais de onde são liberadas 

as taquicininas que irão ativá-lo e promover geração de EROs no epitélio gástrico 

(VIGNA et al., 1989; GAZZIERI et al., 2007). A substância P atua diretamente na 

vasculatura gástrica, diminuindo o fluxo sanguíneo da mucosa e liberando 

leucotrienos, como o Leucotrieno C4 por meio da degranulação de mastócitos 

da mucosa, e assim os danos gástricos são exacerbados (HAYASHI et al., 1996; 

YOKOTANI; FUJIWARA, 1985). 

O trabalho de GAZZIERI e colaboradores (2007), mostra que a ativação 

do receptor TRPV1 pelo etanol nas terminações nervosas da mucosa, provocam 

a liberação da substância P, e que a geração das lesões hemorrágicas acontece 

por um mecanismo dependente do receptor TRPV1. Sabe-se que a geração de 

radicais livres está relacionada com a ativação do receptor de NK1 pela 

substância P em lesões inflamatórias de outros órgãos (SPRINGER; FISCHER, 

2003), e sabendo-se que a geração de espécies reativas de oxigênio está 

intimamente ligada às lesões hemorrágicas gástricas do etanol, GAZZIERI e 

colaboradores (2007) sugerem que o etanol aumenta a geração de EROs por 

mecanismo dependente do TRPV1, liberação de SP e ativação do receptor de 

NK1 nas células epiteliais gástricas, já que antagonistas destes receptores 

aboliram a formação de EROs. 

Dessa forma, substâncias que atuam inibindo a ativação destes 

receptores tem um grande potencial na prevenção e tratamento de lesões 

gástricas geradas pelo etanol. A figura 6 abaixo ilustra os principais mecanismos 

envolvidos na lesão gástrica causada pelo etanol, desde a ativação do receptor 

TRPV1, até as alterações encontradas na mucosa. 
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Figura 6- Representação dos mecanismos do etanol na lesão gástrica. 

 
O etanol ativa e estimula o receptor TRPV1 presente nos neurônios sensoriais a liberar 

substância P, que ativa os receptores NK1R ou NK1 nas células epiteliais. A ativação deste 

receptor leva a geração de espécies reativas de oxigênio (EROs), que provocam danos celulares. 

Os radicais de oxigênio reagem com o óxido nítrico (NO) e formam o peroxinitrito (ONOO-), que 

levam a peroxidação lipídica, formação de MDA e 4-HNE que reagem com componentes 

celulares. Concomitante a isto, há uma diminuição das defesas antioxidantes. Autoria própria, 

2017. 

 
 

 
2.3.4- Estresse oxidativo na lesão gástrica induzida por etanol 

 
Estes danos na mucosa gástrica são causados por efeito tóxico direto do 

etanol e seus metabólitos, e ou devido a geração de EROs como o superóxido, 

peróxido de hidrogênio e radicais de óxido nítrico, que danificam biomoléculas 

importantes, como ácido nucléico, lipídios, proteínas, ácidos graxos poli- 

insaturados e DNA (CERUTTI, 1991; RUBBO et al., 1994; GIESEG; DUGGAN; 

GEBICKI, 2000; TAMBOLI; MORE, 2016). Além disso, simultaneamente a 

produção destes radicais, há a diminuição da atividade antioxidante, contribuindo 

ainda mais para a lesão tecidual. 

Estes radicais causam peroxidação dos componentes lipídicos da 

membrana celular, e formação de radicais de ácido graxo, que se prende à carga 

de molécula de oxigênio na geração do radical peroxil, que tem a capacidade de 

separar átomos de hidrogênio para gerar peróxidos lipídicos (RUBBO et al., 
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1994; FARMER; MUELLER, 2013; KWIECIEN et al.,2002; KWIECIEN et al., 

2014). Devido a alta reatividade dos radicais peroxil com moléculas de lipídios, 

e a instabilidade química dos peróxidos lipídicos, rapidamente estes radicais 

reagem com a maioria dos lipídios na membrana celular (GIESEG; DUGGAN; 

GEBICKI, 2000; KWIECIEN et al., 2014). Os peróxidos lipídicos são 

metabolizados, via caminho de oxidação β para malondialdeído e 4- 

hidroxinonenal, que reagem com grupos de proteínas celulares de tiol e amina, 

resultando em distúrbios metabólitos das células (GUTTERIDGE; QUINLAN, 

1983; ESTERBAUER; CHEESEMAN, 1991; KWIECIEN et al., 2010; AWASTHI 

et al., 2003). 
 

O aumento destes radicais livres, juntamente com a inibição das enzimas 

antioxidantes como a CAT e SOD, e depleção da glutationa, provoca danos e 

morte celular, sendo um dos principais mecanismos agressivos do etanol 

(MUTOH et al., 1990; KONO; FRIDOVICH, 1982; TERANO et al., 1989; 

BOLIGON et al., 2014). 

Como visto na figura 6 acima, o etanol medeia seus efeitos lesivos na 

mucosa gástrica principalmente através da geração de radicas livres, e 

substâncias que eliminam espécies reativas de oxigênio como N-acetilcisteína, 

ácido lipóico e ácido ascórbico, diminuem drasticamente os danos na mucosa 

gástrica causados por este agente (GAZZIERI et al., 2007). 

GAZZIERI et al., 2007 ainda mostram em seu trabalho que apesar do 

pequeno aumento de neutrófilos causados pela administração de etanol ou 

substância P, estes não são os responsáveis pelo aumento de EROs nesse tipo 

de lesão. Além disso, etanol estimulou a formação de radicais livres na parte 

superficial da mucosa gástrica, onde não havia infiltração neutrofílica. 

 

 
2.4. ABORDAGEM TERAPÊUTICA DAS ÚLCERAS GÁSTRICAS 

 

Uma das principais abordagens terapêuticas para o tratamento das 

úlceras pépticas é o controle farmacológico da secreção do ácido gástrico, 

através de antagonistas dos receptores da histamina tipo 2 (H2) (Cimetidina, 

ranitidina, nizatidina e famotidina) (DYCK et al., 1978; LANCASTER-SMITH; 

JADERBERG; JACKSON , 1991; LEVINE; CLOUD; ENAS, 1993; WALT et al., 

1992), que com o tempo foram substituídas por uma classe que inibe a secreção 
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de forma mais potente, como inibidores da bomba de prótons H+/K+ ATPase das 

células parietais (Omeprazol, lansoprazol, pantoprazol e esomeprazol) 

(ERIKSSON et al., 1995; ARAKAWA et al., 2012; YEOMANS et al., 1998; NG et 

al., 2010; QIN; LOU; RYDHOLM, 2017). Porém essa última classe de fármacos, 

se utilizada a longo prazo pode gerar efeitos adversos como hipersensibilidade, 

arritmia, doenças hematopoiéticas e impotência (ABRAHAM, 2012; SHEEN; 

TRIADAFILOPOULOS, 2011). 

Devido a esses efeitos adversos relacionados ao tratamento convencional 

da úlcera gástrica, é de grande importância a pesquisa de novas substâncias 

que atuem de forma eficaz, e por mecanismos que causem menos efeitos 

colaterais aos pacientes. Além disso, sabendo-se que a geração de espécies 

reativas de oxigênio é uma das principais vias de lesão gástrica advindas do 

consumo de álcool, um importante fator ocasionador de úlceras pépticas 

atualmente, produtos que tenham a capacidade de diminuir o estresse oxidativo, 

seja por mecanismos antioxidantes, ou inibindo a via de geração desses radicais 

livres, através do bloqueio do receptor da substância P ou do receptor TRPV1, 

são potenciais candidatos no tratamento e prevenção desse tipo de lesão 

hemorrágica. 

Atualmente, probióticos vêm sendo muito estudados, devido a seus 

comprovados efeitos benéficos à saúde humana e animal, principalmente no 

trato gastrointestinal. Pesquisas apontam que estes microrganismos apresentam 

atividade antiulcerogênica contra diversos agentes, como o etanol (KHODER et 

al., 2016). 

 

 
2.5. PROBIÓTICOS NA SAÚDE DO TRATO GASTROINTESTINAL 

 

Probióticos são microrganismos que quando administrados em 

quantidades adequadas conferem benefícios à saúde do hospedeiro, e muitos 

são propostos como terapia opcional para diversas doenças do trato 

gastrointestinal (HILL et al., 2014). De acordo com RIJKERS e colaboradores 

(2011), nas duas últimas décadas houve um aumento no interesse das 

pesquisas clínicas e experimentais com probióticos, com artigos publicados em 

revistas médicas e científicas de alto impacto. É importante salientar que já foi 

demonstrado que microrganismos mortos também conferem efeitos benéficos, e 
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certos mecanismos de ação, como a entrega de enzimas ao intestino, podem 

não necessitar destas células vivas (SANDERS, 2008; HARZALLAH; BELHADJ, 

2013). 

Vários estudos demonstram que bactérias medeiam seus efeitos por meio 

de diferentes mecanismos, como a modulação da microbiota intestinal, 

sintetizando e potenciando a biodisponibilidade de nutrientes, podendo ser 

aplicados principalmente no tratamento e prevenção de infecções e doenças do 

TGI (WANG et al., 2015; DOLPADY et al., 2016; URDACI et al., 2016; 

HAILESELASSIE et al., 2016; NAGPAL et al., 2016). 

Um grupo de microrganismos dominantes no TGI, especialmente no 

intestino delgado são os do gênero Lactobacillus, que compreende um grupo de 

bactérias gram-positivas, anaeróbias facultativas, com morfologia bacilar, e que 

produzem ácido láctico como produto final do metabolismo da lactose, e de 

outros carboidratos (FU; MATHEWS, 1999; PATTEN; LAWS, 2015). Além disso, 

estas bactérias podem estabelecer relações simbióticas com o hospedeiro, 

estimulando o sistema imune, e tem a capacidade de produzir antimicrobianos 

ou peróxido de hidrogênio, que podem eliminar patógenos gástricos e intestinais 

(LJUNGH; WADSTRÖM, 2006; HAILESELASSIE et al., 2016; COMAN et al., 

2014; LANGA et al., 2018; DORE et al., 2016). Este grupo de bactérias são as 

mais estudadas quanto aos efeitos na saúde humana e animal, principalmente 

do trato gastrointestinal, apresentando grande potencial farmacológico e 

imunomodulatório. Os probióticos do gênero Lactobacillus mais comumente 

utilizados são o Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus reuteri, podendo estar 

contidos como aditivos concentrados em comidas ou bebidas, inoculado dentro 

destes, ou como concentrado de células dessecadas em suplementos 

alimentares (ISOLAURI, 2001). 

O estômago humano é um órgão do TGI pouco colonizado por 

microrganismos, devido a sua alta acidez, porém, estudos mostram que algumas 

espécies bacterianas ingeridas tem a capacidade de residir no estômago, 

especialmente as do gênero Lactobacillus (BIK et al., 2006; ROOS et al., 2005), 

e dessa forma, podem exercer efeitos benéficos na mucosa gástrica. Muitos 

estudos indicam que probióticos podem ser utilizados no tratamento de úlceras 

pépticas, e erradicação do H. pylori (UCHIDA; KURAKAZU, 2004; LAM et al, 

2007; LAZO et al., 2007; LIU et al., 2009; SENOL et al., 2011a; SENOL et al., 
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2011b; SUO et al., 2016; DORE et al., 2016; KHODER et al., 2016). Por exemplo, 

estudos pré-clínicos com estes microrganismos demonstram que: A 

administração de 109 unidades formadoras de colônias (UFC) de Lactobacillus 

rhamnosus GG protege a mucosa gástrica dos danos induzidos por etanol (LAM 

et al, 2007); A suplementação com Lactobacillus fermentum atenua a lesão 

induzida por HCl/Ethanol (SUO et al., 2016); O Lactobacillus acidophilus 

apresenta atividade gastroprotetora na lesão gástrica induzida por indometacina 

(LAZO et al., 2007); Uma mistura diversas cepas probióticas na lesão induzida 

por aspirina (SENOL et al., 2011a) e por etanol (SENOL et al., 2011b). 

Além disso, foi evidenciada a proteção gástrica de bactérias ácido-lácticas 

e seus produtos fermentados, como o iogurte contendo Lactobacillus gasseri 

OLL2716, que protege o estômago da injúria por Hcl (UCHIDA; KURAKAZU, 

2004), e o leite de soja fermentado contendo 109 UFC de Lactobacillus paracasei 

e Lactobacillus plantarum. (LIU et al., 2009). A maioria destes estudos mostram 

que o uso destes probióticos diminui os níveis de substância P e peroxidação 

lipídica causada por agentes agressores ao estômago, como o etanol, e 

aumentam os níveis de enzimas antioxidantes, como o GSH, CAT e SOD, 

quando comparados com o grupo lesado (LAM et al, 2007; LIU et al., 2009; 

SENOL et al., 2011b; SUO et al., 2016). 

Apesar de seu grande potencial na prevenção de danos gástricos 

causados por etanol, ainda existem poucos estudos com estes microrganismos 

na proteção gástrica. Visto que estes possuem baixos efeitos tóxicos, grande 

segurança e efeitos benéficos comprovados ao TGI, eles são potenciais 

candidatos na proteção do estômago contra úlceras 

 

 
2.6. Lactobacillus reuteri DSM 17 938 

 

O Lactobacillus reuteri é uma bactéria gram-positiva, heterofermentativa, 

e apresenta formato bacilar, como mostrado na Figura 7, sendo encontrada no 

TGI de humanos, bem como no leite de mama e no trato urogenital de humanos 

(THOMAS et al., 2016). Este apresenta resistência a enzimas proteolíticas e 

viáveis em uma ampla faixa de pH, com capacidade de produzir compostos 

hidrossolúveis como a reuterina e reutereciclina, que apresentam atividade 

antimicrobiana de amplo espectro, além de produzir compostos orgânicos que 
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regulam as respostas imunológicas do hospedeiro (TALARICO et al., 1988; 

GÄNZLE et al., 2000; THOMAS et al., 2016), e muitas de suas cepas são 

consideradas probióticas, sendo amplamente utilizadas clinicamente. É 

importante destacar que cepas probióticas exercem seus efeitos no hospedeiro 

através de uma variedade de mecanismos que são únicos para cada estirpe de 

cada espécie (PENNER et al., 2005). 

 

 
Figura 7- Células de Lactobacillus reuteri DSM 17938. 

 

 
Microscopia eletrônica de varredura evidenciando o formato bacilar das células de L. reuteri DSM 

17938. GRANDE et al., 2017. 

 

 
Para sua colonização e ação no TGI, os lactobacilos utilizam proteínas de 

ligação ao muco como mecanismo de aderência no hospedeiro, e as cepas de 

L. reuteri apresentam em seu genoma os genes destas proteínas, importantes 

para sua fixação na mucosa, porém que apresentam heterogeneidade entre as 

estirpes (MACKENZIE et al., 2010). Quanto aos mecanismos pelos quais esta 

espécie produz atividade biológica, estudos mostram que ambas as estirpes 

desta bactéria produzem reuterina, através da desidrogenação do glicerol, que 

é capaz de induzir o estresse oxidativo em muitos patógenos do trato 

gastrointestinal (TALARICO et al., 1988) 

Este lactobacilo que tem sido usado por muitos anos com segurança como 

suplementação probiótica, e muitos efeitos benéficos do TGI têm sido atribuídos 
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ao L. reuteri, através de estudos pré-clínicos e clínicos, como a redução das 

cólicas infantis (SAVINO et al., 2007), efeitos benéficos na constipação e na 

diarreia (OUWEHAND et al., 2002), proteção contra gastroenterites 

(SHORNIKOVA et al., 1997), e imunomodulação do trato gastrointestinal 

(VALEUR et al., 2004). Além disso, sua suplementação é bem tolerada por 

crianças, idosos e pessoas imunocomprometidas, sendo considerado um 

organismo probióticos ideal (ANG et al., 2016). 

A estirpe de L. reuteri DSM 17938 é derivada da cepa L. reuteri ATCC 

55730, estirpe com atividades promotoras da saúde bem documentadas, 

comercialmente disponível, porém que apresenta grande resistência a 

antibióticos, como a resistência a Beta-lactamases, com risco de transferência 

desta resistência a outras bactérias patógenas (ROSANDER et al., 2008; 

EGERVÄRN et al., 2007). A partir da remoção de plasmídeos contendo genes 

de resistência a antibióticos, Rosander e colaboradores (2008) observaram em 

seus estudos que o DSM 17938, possui o mesmo padrão de fermentação, 

produção de reuterina, morfologia, taxa de crescimento, tolerância a ácido, 

aderência ao muco que a cepa mãe, ATCC 55730. 

O L. reuteri DSM 17938, é comercialmente disponibilizado como L. reuteri 

Protectis, com já demonstrada eficácia na terapêutica de muitas doenças, como 

no tratamento e prevenção da diarreia em crianças (WANKE; SZAJEWSKA, 

2012; KOŁODZIEJ; SZAJEWSKA, 2017), na diminuição da cólica infantil (CHAU 

et al., 2015; SAVINO et al., 2010), na redução da constipação crônica 

(COCCORULLO et al., 2010), na prevenção da enterocolite necrozante 

(HUNTER et al., 2012), e no tratamento de gastroenterites (SZAJEWSKA et al., 

2014). Além disso, o uso de 108 Unidades Formadoras de Colônia (UFC) de 

Lactobacillus reuteri DSM 17938 por 8 semanas apresentou alta taxa de 

erradicação de Helicobacter pylori na mucosa gástrica, principal fator de risco 

para desenvolvimento de gastrite crônica (DORE et al., 2016). Uma outra 

atividade benéfica gástrica que o probiótico apresenta é a diminuição da 

frequência de regurgitação e aumento do esvaziamento gástrico, em crianças 

com regurgitação funcional (INDRIO et al., 2017). 

Os efeitos de DSM 17938 no trato gastrointestinal, além da produção de 

antimicrobianos como a reuterina, são ocasionados principalmente devido a 

estimulação do sistema imune, como mostrado em estudos experimentais, 
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através da modulação das respostas de células dendríticas (HAILESELASSIE et 

al., 2016). No modelo de enterocolite necrosante experimental, esta estirpe de 

L. reuteri reduziu significativamente a inflamação intestinal, inibindo a expressão 

do receptor TLR4 e NF-KB, além de modular as células T efetoras e T 

reguladoras, mostrando que pelo menos em parte o sistema imune mucoso 

desempenha um importante papel nos efeitos benéficos provocados pelo 

probiótico (LIU et al., 2012; LIU et al., 2014). 

Recentemente, Perez-Burgos e colaboradores (2015), relataram em seu 

trabalho que a bactéria em questão, DSM 17938, inibe a expressão do receptor 

TRPV1, mecanismo envolvido em sua atividade antinociceptiva em roedores 

tratados com 1 × 109 UFC por 9 nove dias. A literatura também relata que o 

Lactobacillus casei e Lactobacillus fermentum inibem a expressão de TRPV1 em 

seu efeito terapêutico intestinal (ZHAO et al., 2015; SUO, et al., 2014). 

Desta forma, vê-se que o L. reuteri DSM 17938 apresenta grande 

potencial terapêutico devido a suas características adaptativas ao trato 

gastrointestinal e segurança clínica, sua modulação do sistema imune, e 

antagonismo dos efeitos deletérios causados pela ativação do receptor TRPV1, 

sendo potencial candidato para o estudo de gastropatias, como a lesão gástrica 

induzida por etanol. 
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3 OBJETIVOS 

 
 

3.1. OBJETIVO GERAL 
 

Avaliar o efeito do Lactobacillus reuteri DSM 17 938 na lesão gástrica induzida 

por etanol, e estudar se os possíveis mecanismos gastroprotetores estão 

relacionados com a inibição da ativação do receptor TRPV1 e/ou NK1, com 

consequente diminuição do estresse oxidativo. 

 
 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

 Verificar a atividade gastroprotetora de Lactobacillus reuteri DSM 17938, 

no modelo de lesão gástrica aguda induzida por etanol em camundongos; 

 
 Investigar a possível inibição da ativação do receptor TRPV1 por 

Lactobacillus reuteri, no modelo de lesão gástrica aguda induzida por 

etanol em camundongos; 

 
 Investigar a possível inibição da ativação do receptor NK1 por 

Lactobacillus reuteri, no modelo de lesão gástrica aguda induzida pela 

coadministração de Substância P e etanol em camundongos; 

 
 Determinar os níveis de substância P na mucosa após o tratamento com 

Lactobacillus reuteri DSM 17 938, na lesão gástrica induzida por etanol; 

 
 

 Verificar um possível efeito protetor da suplementação por Lactobacillus 

reuteri DSM 17 938 na mucosa gástrica, através da dosagem de 

marcadores do estresse oxidativo, como a concentração de 

Malondialdeído (MDA), e de enzimas antioxidantes, como a glutationa 

reduzida (GSH), e Superóxido dismutase (SOD) e metabólitos do oxido 

nítrico (nitrito/nitrato); 

 
 Avaliar a influência da suplementação com Lactobacillus reuteri na 

secreção de muco e ácido gástrico. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 
 

4.1 DROGAS E REAGENTES 
 

No presente estudo foi utilizado como teste o Lactobacillus reuteri DSM 

17 938 (COLIKIDS) da BioGaia®. O agonista do receptor TRPV1 

(Resiniferatoxina- RTX), acetato de substância P hidratado, Capsaicina, o 

antagonista do receptor NK1 (WIN 62,577) e o etanol, foram obtidos da Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Os outros compostos químicos utilizados foram 

de grau analítico, e comprados de fornecedores comerciais padrão. 1 miligrama 

de RTX foi dissolvido em 1 mL de etanol 95% e armazenado a -20° C. Quando 

necessário, essa solução foi diluída em salina (0,9%), para obter a 

concentração requerida. WIN 62,577 foi dissolvida em DMSO, e os outros 

compostos em salina, quando necessário. 

 

 
4.2 ANIMAIS 

 

Foram utilizados neste estudo camundongos da espécie Mus musculus, 

linhagem swiss (fêmeas e machos), com peso entre 20-25 gramas em todos os 

experimentos. Os animais foram mantidos em gaiolas plásticas, em ambiente 

com fotoperíodo de 12 horas, temperatura de aproximadamente 22 °C, com água 

e ração comercial ofertadas ad libitum. Além disso, os animais foram privados 

de alimentação 18 a 20 horas antes da realização dos experimentos, por 

recomendação dos protocolos experimentais utilizados. 

Os procedimentos foram executados como especificado pelo Guia de 

Cuidado e Uso com Animais de Laboratório (National Institute of Health, 

Bethesda, MD, USA). O projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética 

em Experimentação Animal da UFPI (CEEA-UFPI), sob o número de protocolo 

292/17, e os experimentos foram conduzidos em concordância com este. 
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4.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 
     Abaixo está ilustrado o delineamento experimental realizado no presente 

trabalho (Figura 8), ilustrando as administrações realizadas nos animais, bem 

como as metodologias realizadas. No plano experimental serão utilizados como 

controles animais que serão pré-tratados apenas com solução salina 0,9% por via 

oral sem indução de lesão gástrica, e com indução de lesão com etanol a 50%. 

Esses grupos serão analisados comparativamente com os grupos testados. 

 
Figura 8. Representação esquemática do delineamento experimental realizado 

no presente trabalho 

 

A imagem acima esquematiza os tratamentos que foram administrados nos camundongos, e 

testes que foram realizados para as avaliações deste trabalho. 
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4.4. ATIVIDADE DA SUPLEMENTAÇÃO POR LACTOBACILLUS REUTERI 

DSM 17 938 NA LESÃO GÁSTRICA INDUZIDA POR ETANOL 
 

Para a investigação de um possível efeito protetor do L. reuteri na mucosa 

gástrica, foi utilizado o protocolo de lesão gástrica induzida por etanol de Robert 

e colaboradores (1979), com modificações. Inicialmente, os camundongos (n=5- 

7) foram pré-tratados, através da suplementação com 108 UFC por grama de 

peso por dia de Lactobacillus reuteri DSM 17 938 liofilizadas (correspondendo a 

160 µl do probiótico comercial) por via oral (v.o.) durante 3, 7 ou 14 dias. Neste 

mesmo período de tempo, outros animais foram tratados com solução salina por 

v.o., sendo utilizados como grupo controle saudável (n=5-7) e controle lesado 

(n=5-7). 

 

4.4.1. Indução da lesão gástrica por etanol e análise macroscópica das lesões 

Os animais pré-tratados com L. reuteri, foram submetidos a administração 

com etanol a 50% ou salina na dose de 0,5 ml/25 g do peso corporal via oral, no 

quarto, oitavo e décimo quinto dia, 24 horas após o último dia da suplementação 

com o L. reuteri ou salina. Eles foram eutanasiados uma hora após a indução da 

lesão por etanol. 

Foi realizada uma incisão abdominal para a remoção do estômago, que 

foi cuidadosamente lavado e aberto ao longo da curvatura maior, estirado em um 

suporte para ser fotografado com câmera digital (Canon Profissional Eos Rebel 

EF-S 18-135, 18MP) para a análise macroscópica (MEDEIROS, 2009). A área 

das lesões hemorrágicas foi analisada por meio do software Image J versão 2.1. 

Também foram retiradas amostras do corpo do estômago para análises 

histológicas e dosagens bioquímicas de todos os grupos. 

Os demais testes foram realizados com 3 dias de pré-tratamento com L. 

reuteri, visto que este menor tempo de suplementação mostrou atividade 

gastroprotetora significativa na lesão gástrica induzida por etanol. 
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4.5. AVALIAÇÃO DO POSSÍVEL ENVOLVIMENTO DO RECEPTOR TRPV1 NO 

EFEITO GASTROPTOTETOR DE L. reuteri DSM 17 938 NA LESÃO GÁSTRICA 

INDUZIDA POR ETANOL 

Sabendo-se que o L. reuteri DSM 17 938 tem a capacidade de modular o 

receptor TRPV1, inibindo sua ativação, e promovendo assim sua atividade 

antinociceptiva visceral, este trabalho também objetivou-se avaliar uma possível 

modulação deste receptor sensorial na mucosa gástrica lesionada por etanol, 

visto que este agente lesivo atua ativando o TRPV1. 

Para tal fim, foi investigado o envolvimento deste receptor através da sua 

ativação com seus agonistas seletivos, a capsaicina e a resiniferatoxina (RTX), 

ambos na dose de 3 nmol/kg, conforme TRAMONTANA e colaboradores 

(1994), com modificações. Os animais foram suplementados com Lactobacillus 

reuteri, e 24 horas após o último dia do tratamento, estes foram tratados com 3 

nmol/kg de capsaicina juntamente com etanol a 50%, ou RTX via intragástrica, 

e 30 minutos depois seguido da administração de etanol a 50%. Após uma hora 

os animais foram eutanasiados conforme já descrito no item 4.4.1. 

 

 
4.6. AVALIAÇÃO DO POSSÍVEL ENVOLVIMENTO DO RECEPTOR NK1 NO 

EFEITO GASTROPTOTETOR DE L. reuteri DSM 17 938 NA LESÃO GÁSTRICA 

INDUZIDA POR ETANOL 

Com o intuito de avaliar se o efeito protetor da suplementação com L. 

reuteri DSM 17 938 é devida a uma possível inibição da ativação de NK1, 

receptor necessário para os efeitos deletérios da substância P na mucosa 

gástrica, avaliou-se o efeito da lesão gástrica induzida pela administração de SP 

e etanol. 

Inicialmente, os animais foram suplementados com Lactobacillus reuteri 

como descrito nas seções anteriores, ou com o antagonista da substância P, 

WIN-62577 (20 mg/kg i.p.). Os camundongos foram então tratados com 

Substância P na dose 1 μmol/L para 20 g, via i.p., imediatamente seguida da 

administração intragástrica de etanol a 50%, conforme KARMELI et al. (1991), 

com modificações. Após uma hora, os animais foram eutanasiados como já 

descrito no item 4.4.1. A coadministração de substância P e etanol aumenta o 

índice de lesão gástrica causada por etanol, e substâncias que antagonizam o 

receptor NK1 minimizam estes efeitos lesivos. 
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4.7 ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA 
 

Fragmentos do estômago dos animais foram colhidos e fixados em 

formol a 10 % por 24 horas, para análise histológica. O material biológico foi 

desidratado em concentrações crescentes de álcool etílico, processado e 

emblocado em parafina. Posteriormente foram obtidos cortes que foram 

transferidos para lâminas, e corados com hematoxilina-eosina, e armazenados 

para posterior análise no microscópio óptico. 

Para a análise histopatológica dos estômagos, de acordo com Laine e 

Weinstein (1988), foram avaliadas os escores de: perda de células epiteliais (0- 

3), edema na superfície da mucosa (0-4), hemorragia (0-4) e infiltração de células 

inflamatórias (0-3), sendo 14 o escore histopatológico máximo. 

 

 
4.8 IMUNO-HISTOQUÍMICA PARA O RECEPTOR TRPV1 

 

Para confirmar a modulação da expressão do TRPV1 na mucosa gástrica 

de camundongos tratados com L. reuteri, foi realizada a técnica de imuno- 

histoquímica. Amostras do tecido gástrico foram retiradas e fixadas em formol a 

10%, e realizados os procedimentos para processamento e cortes histológicos 

descritos anteriormente. Os cortes foram desparafinizados, reidratados e 

submetidos a recuperação antigênica, e colocados solução de bloqueios de 

ligação inespecíficos (leite desnatado a 1% em PBS; e solução de bloqueio de 

peroxidase endógena: H2O2 3% diluída em metanol). As amostras foram então 

lavadas em PBS e incubadas com anticorpos policlonais de TRPV1 de coelho 

diluídos 1: 1000 overnight a 4 ° C. As lâminas de tecido foram lavadas, incubadas 

com um anticorpo secundário biotinilado (1:400) em PBS-BSA, lavadas 

novamente e foram incubadas com um conjugado de avidina-biotina-peroxidase 

e substrato de peroxidase para análise com o cromógeno 3,3' Diaminobenzidina 

tetrahidrocloreto (DAB), que forneceu a lâmina a cor marrom típica da reação. 

As lâminas foram contrastadas com a hematoxilina de Harris. As seções de 

controle negativo foram processadas ao mesmo tempo como descrito, mas sem 

anticorpo TRPV1 (BUCKINX et al., 2013). 
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4.8.1 Análise da imuno-histoquímica para TRPV1 

 
As imagens para a análise foram adquiridas de uma câmera com um 

sistema de aquisição LAZ 3.5 (LEICA DM1000, Alemanha) acoplado a um 

microscópio de luz. As imagens microscópicas resultantes foram submetidas a 

subtração de fundo e correção de cor. 

A intensidade de coloração do TRPV1 foi estimada com o software 

ImageJ versão 2.1, de acordo com o método qualitativo e não subjetivo descrito 

por Helps e colaboradores (2012). Os vetores de componentes de hematoxilina 

e DAB foram separados em imagens de seção, com uma ampliação final de 100 

×, pelo plugin ImageJ Color deconvolution (H-DAB). Este método demonstra uma 

correlação linear entre o aumento da concentração de anticorpos e o peso DAB 

(DABwt) (HARFORD-WRIGHT et al., 2014). Os resultados são expressos como 

DABwt%. 

 

 
4.9 MENSURAÇÃO DOS NÍVEIS DE SUBSTÂNCIA P 

 

O conteúdo de SP no tecido gástrico foi analisado por meio de um 

imunoensaio enzimático utilizando um kit comercialmente disponível pela 

Cayman Chemicals (Ann Arbor, MI, EUA). O teste do tipo ELISA competitivo foi 

utilizado para a pesquisa do antígeno nas amostras. A substância P foi 

quantificada a partir da sua habilidade em competir com a Substância P 

conjugada à acetilcolinesterase para um número limitado de locais de ligação de 

anticorpo específicos para Substância P. 

Para isso, primeiramente os poços da placa foram pré-incubados com 

IgG anti-coelho monoclonal, onde foi adicionado 50 ul de anticorpo para 

substância P, 50 ul de substância P conjugada, 50 ul de homogenato da amostra 

ou do padrão, onde cada amostra foi diluída e testada em triplicata. Após isso, a 

placa é lavada para remoção dos reagentes não ligados, e então é adicionado 

em cada poço 200 ul do Reagente Ellman (que contém o substrato para AChE e 

5,5-ditio-bis-2-nitrobenzóico, e produzem ácido 5-tio-2-nitrobenzóico). O produto 

desta reação enzimática tem uma cor amarela, que pode ser lida a 412 nm. A 

intensidade desta cor, determinada espectrofotometricamente, é proporcional à 

quantidade de Substância P conjugada ligada ao poço, que é inversamente 
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proporcional à quantidade de Substância P livre presente no poço durante a 

incubação. 

 

 
4. 10 DETERMINAÇÕES BIOQUÍMICAS A PARTIR DA MUCOSA GÁSTRICA 

DOS CAMUNDONGOS 

Todos os grupos foram analisados quanto ao nível de estresse oxidativo, 

capacidade antioxidante, bem como mensuração dos níveis de metabólitos do 

óxido nítrico, por meio de dosagens bioquímicas a partir do tecido coletado após 

a eutanásia. Foram utilizados para essas análises os tecidos dos corpos dos 

estômagos dos animais tratados, que foram então pesados e homogeneizados 

para serem realizadas as dosagens. 

 

4.10.1. Determinação dos níveis de malondialdeído (MDA) na mucosa gástrica 

Para mensurar a injúria tecidual ocorrida nos tecidos após os tratamentos, 

a metodologia foi feita de acordo com Mihara & Uchiyama (1978). Amostras da 

região glandular do estômago foram homogeneizadas a 10% em KCl a 1,15%, e 

alíquotas de 250 μl do homogenato foram adicionadas a tubos contendo 1,5 mL 

de H3PO4 a 1% e 500 μl de uma solução de ácido tiobarbitúrico. A mistura foi 

aquecida em banho-maria a 100°C, e depois do resfriamento foram adicionados 

2 mL de n-butanol, e feita a centrifugação das amostras. Nesta análise, a 

absorbância do sobrenadante foi mensurada em 520 e 535 nm. As 

concentrações de MDA foram expressas como nmol/g de tecido. 

 
 

4.10.2. Determinação dos níveis de glutationa reduzida (GSH) na mucosa 

gástrica 

 
A concentração de glutationa reduzida nos tecidos do estômago como 

sulfidrilos não protéicos, foi estimada utilizando a técnica descrita por SEDLAK 

& LINDSAY (1968). Um fragmento glandular de cada estômago foi 

homogeneizado em EDTA 0,02 M (1 mL/100 mg de tecido). Em seguida, foram 

misturados 400 μL do homogeneizado de tecido com 320 μL de água destilada 
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e 80 μL de ácido tricloroacético 50% (p/v), e centrifugados a 3000 rpm durante 

15 minutos. Foram misturados quatrocentos microlitros dos sobrenadantes 

resultantes com 800 μL de tampão Tris-HCl (0,4 M, pH 8,9) e 20 μL de ácido 5,5- 

ditio-bis (2-nitrobenzóico) (DTNB; 0,01 M). Posteriormente, as amostras foram 

agitadas durante 3 min, e a absorbância a 412 nm foi medida num 

espectrofotômetro. A concentração de GSH foi expressa como μg de GSH/g de 

tecido úmido. 

 
 

4.10.3. Determinação dos níveis da superóxido dismutase (SOD) na mucosa 

gástrica 

 
A concentração da superóxido dismutase foi mensurada utilizando um 

ensaio espectrofotométrico modificado (DAS et al., 2000). Neste método, a 

atividade enzimática é calculada pela quantidade de SOD capaz de inibir a 

formação de nitrito em 50%. Para isso, um fragmento glandular de cada 

estômago foi homogeneizado em 1 mL/100 mg de tampão de fosfato de tecido 

(50 nM, pH 7,4). 100 μL do homogeneizado foram adicionados a 1110 μL de 

tampão de fosfato, 75 μL de L-metionina (20 mM), 40 μL de Triton X-100 (1% 

v/v), 75 μL de cloreto de hidroxilamina (10 mM) e 100 μL de EDTA (50 μM). Esta 

solução foi incubada num banho maria a 37 ° C durante 5 minutos, depois foram 

adicionados 80 μL de solução de riboflavina (50 μM) e expostos à luz durante 10 

minutos. A partir desta solução, foram retirados 100 μL da amostra e outros 100 

μL de reagente de Griess foram adicionados em poços, e após 10 minutos, a 

absorbância foi lida a 550 nm por espectrofotometria em um leitor de ELISA. 

Além disso, a quantidade de proteínas totais foi determinada com um kit 

comercial da Labtest. Os resultados foram expressos como U SOD/μg de 

proteína. 

 
 

4.10.4 Mensuração dos níveis de nitrito e nitrato (Nox) 

 
Para mensuração de Nox, faz-se sua medida de forma indireta, através 

de seus metabólitos, nitrito e nitrato, utilizando o reagente de Griess, de acordo 

com o método descrito por GREEN e colaboradores (1982). As amostras de 
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tecido foram homogeneizadas em KCl 0,15 M (1 mL/100 mg de tecido), e o 

homogenato foi centrifugado sob refrigeração. Depois, 100 μL do sobrenadante 

foram misturados com 100 μL de reagente de Griess. A absorbância a 540 nm 

foi medida após 10 minutos de incubação. Os níveis de nitrato/nitrito foram 

expressos como micromoles de nitrito e nitrato (NOx). 

 

 
4.11 QUANTIFICAÇÃO DO MUCO ADERIDO À MUCOSA GÁSTRICA 

 

O muco aderido à parede gástrica no modelo de lesão gástrica induzida 

por etanol foi determinado conforme CORNE e colaboradores (1974). 

Inicialmente os animais foram tratados e foi induzida lesão gástrica por etanol, 

conforme já demonstrado acima. A fim de se quantificar o muco do tecido 

gástrico, a região glandular do estômago foi separada, pesada e imersa em 10 

mL do corante de Alcian Blue a 0,1%, que tem afinidade em corar mucina, por 

um período de 2 horas. Após isto, estas amostras do estômago foram 

submetidas a duas lavagens sucessivas em sacarose à 0,25M, com duração de 

15 e 45 minutos, para ser removido o excesso do corante. Depois deste 

procedimento, estas porções dos estômagos foram transferidas para uma 

solução contendo 10 mL de MgCl2 0,5M, em um período de 2 horas, para extrair- 

se o corante complexado com o muco na parede glandular. Foi realizada uma 

emulsão a partir de 4ml do sobrenadante desta solução alcian blue e 4ml de éter 

etílico, que foi centrifugada a 3600 rpm por 10 minutos. As absorbâncias das 

porções do estômago coradas foram lidas no espectrofotômetro a 598 nm. 

 

 
4.12 SECREÇÃO ÁCIDA GÁSTRICA 

 

 
O método de ligadura de piloro foi utilizado para avaliar a secreção de 

ácido gástrico (SHAY et al., 1945). Inicialmente, os camundongos foram 

suplementados com L. reuteri e solução salina. Após 24 horas de jejum, os 

animais foram anestesiados via i.p. com uma combinação de cloridrato de 

xilazina (5 mg/kg) e quetamina (60 mg/kg). Um grupo foi tratado com etanol a 

50% 1 hora antes do procedimento a seguir. A solução salina foi injetada no 

lúmen duodenal em camundongos que receberam L. reuteri, solução salina ou 

etanol a 50%. Em outro grupo, o omeprazol (5 mg/kg) também foi injetado no 
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lúmen duodenal. Após 4 horas, os animais foram sacrificados, os estômagos 

foram abertos e o conteúdo gástrico foi coletado. A acidez total do suco gástrico 

foi avaliada com 0,01 N de NaOH, utilizando 2% de fenolftaleína como indicador, 

e o volume final e o pH foram mensurados diretamente na mucosa do estômago. 

 

 
4.13 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados foram expressos como média ± SEM de pelo menos cinco 

animais por grupo, e foi realizada através do software GraphPad Prism 6, 

utilizando-se a análise de variância (ANOVA), seguida do teste de Newman- 

Keuls, quando necessário. Além disso, o teste não paramétrico de Kruskal 

Wallis, seguido do teste de Dunn, foi utilizado em análises histopatológicas. A 

diferença entre os grupos foi considerada estatisticamente significante quando P 

<0,05 
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5. RESULTADOS 

 
 

5.1 EFEITO DO Lactobacillus reuteri DSM 17938 SOBRE DANOS GÁSTRICOS 

INDUZIDOS PELO ETANOL 

A suplementação com L. reuteri impediu significativamente a lesão 

gástrica induzida pelo etanol. A Figura 9 mostra as fotografias e a figura 10 a 

análise macroscópica da mucosa gástrica. Os camundongos tratados com 

apenas com etanol a 50% (0,5 mL/25 g v.o), apresentaram dano gástrico 

altamente significativo (19,920 ± 1,650 mm2 de área de lesão hemorrágica; 

figura 9, B; figura 10), em comparação com os animais tratados somente com 

salina (controles saudáveis; figura 8, painel A). 

O pré-tratamento com L. reuteri durante 3, 7 e 14 dias causou uma 

proteção altamente significante na mucosa gástrica na lesão induzida pelo etanol 

(figura 9, C-E; figura 10, respectivamente; P <0,0001). Considerando que o 

menor tempo de pré-tratamento com L. reuteri reduziu significativamente a área 

da lesão (1.940 ± 1.121 mm2), com taxa de inibição da lesão de 90,26%, todos 

os outros protocolos experimentais para avaliar os possíveis mecanismos de 

proteção gástrica foram realizados com 3 dias de pré-tratamento com L. reuteri. 
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Figura 9: Efeitos macroscópicos da suplementação com L. reuteri DSM 17938 na lesão gástrica 

induzida por etanol 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

 

Imagens macroscópicas da lesão gástrica induzida por etanol. A: Grupo normal (salina). B: Grupo 

lesado (etanol- EtOH). C-E: Camundongos suplementados com 108 UFC/g de peso/dia de 

Lactobacillus reuteri DSM 17938 (DSM) por 3 dias (C), 7 dias (D), e 14 dias (E), seguido da 

administração de etanol 50%. As setas ( ) indicam as lesões hemorrágicas na mucosa do 

estômago. 
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Figura 10: Análise macroscópica da suplementação com L. reuteri DSM 17938 na lesão gástrica 

induzida por etanol 

 

 

 
Camundongos pré-tratados com 108 UFC/g de peso/dia de Lactobacillus reuteri DSM 17938 

(DSM) durante 3, 7 e 14 dias demonstraram significativa melhora dos danos gástricos 

hemorrágicos induzidos pela administração de etanol a 50%. Os resultados foram expressos 

como média ± S. E. M. n=5-7 camundongos por grupo. ΨP<0.0001 quando comparado com o 

grupo saudável; ***P<0.0001 quando comparado com o grupo etanol. Análise de variância e 

teste de Newman-Keuls foram utilizados para a avaliação. 
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5.2 AVALIAÇÃO DA INIBIÇÃO DA ATIVAÇÃO DO RECEPTOR TRPV1 NOS 

EFEITOS PROTETORES DO Lactobacillus reuteri DSM 17938 EM LESÕES 

GÁSTRICAS INDUZIDAS PELO ETANOL 

Para investigar o possível envolvimento da inibição da ativação do 

receptor TRPV1 na proteção mediada por L. reuteri contra lesões gástricas 

agudas induzidas pelo etanol, o efeito do tratamento com os agonistas 

seletivos para TRPV1, Capsaicina e RTX (3 nmol/kg v.o.) com etanol 50% em 

animais suplementados com L. reuteri foi avaliado. A figura 11 mostra 

macroscopicamente o resultado dos tratamentos na mucosa do estômago dos 

animais. A avaliação macroscópica feita a partir destas imagens revelou que o 

tratamento com capsaicina juntamente com etanol ou RTX e etanol 

apresentaram lesões significativas (8,827± 1,425 e 13,800 ± 2,753 mm2 de área 

de lesão hemorrágica, respectivamente, figura 12), revertendo os efeitos protetores 

da suplementação com L. reuteri. Ainda, vê-se que o RTX foi mais potente que 

a capsaicina na diminuição dos efeitos benéficos do probióticos na mucosa 

gástrica (figura 12). 

 
 

Figura 11:Efeitos macroscópicos da suplementação com L. reuteri DSM 17938 nos animais 

tratados com capsaicina ou resiniferatoxina e etanol 
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Imagens macroscópicas do efeito dos tratamentos na lesão gástrica induzida por etanol. A: 

Grupo normal (salina). B: Grupo lesado (etanol-EtOH). C: Camundongos suplementados com 

108 UFC/g de peso/dia de Lactobacillus reuteri DSM 17938 (DSM) por 3 dias e tratados com 

etanol. D: Camundongos suplementados com 108 UFC/g de peso/dia de Lactobacillus reuteri 

tratados com 3 nmol/kg v.o de Capsaicina (CAP) e etanol. E: Camundongos suplementados 

com 108 UFC/g de peso/dia de Lactobacillus reuteri e tratados com RTX seguido da 

administração de etanol 50%. As setas ( ) indicam as lesões hemorrágicas na mucosa do 

estômago. 

 
 

Figura 12: Efeito do tratamento com capsaicina ou RTX sobre os efeitos protetores de L. 

reuteri DSM 17938 na lesão gástrica induzida por etanol 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os agonistas do receptor TRPV1 Capsaicina (CAP) e RTX reverteram significativamente o 

efeito gastroprotetor de camundongos pré-tratados com 108 UFC/g de peso/dia de Lactobacillus 

reuteri DSM 17938 (DSM). Os resultados foram expressos como média ± S. E. M. n=5-7 

camundongos por grupo. ΨP<0.0001 quando comparado com o grupo saudável; ***P<0.0001 

quando comparado com o grupo etanol; # P<0,01 e #P<0.0001 quando comparado com o grupo 

DSM. Análise de variância e teste de Newman-Keuls foram utilizados para a avaliação. 



61 
 

5.3 AVALIAÇÃO DA INIBIÇÃO DA ATIVAÇÃO DO RECEPTOR NK1 NOS 

EFEITOS PROTETORES DO Lactobacillus reuteri DSM 17938 EM LESÕES 

GÁSTRICAS INDUZIDAS PELO ETANOL 

De forma a investigar o possível envolvimento da inibição da ativação do 

receptor NK1 na proteção da mucosa gástrica mediada por L. reuteri, 

administrou-se Substância P (1 μmol/L para 20 g i.p.) imediatamente antes ao 

etanol 50%. Como se vê na figura 13 (D) e figura 14, a coadministração de SP 

e etanol causou grande dano hemorrágico à mucosa gástrica dos animais 

(22,130± 2,92 mm2), e o pré-tratamento com L. reuteri (13, E) não protegeu a 

mucosa nestas circunstâncias (17,420± 1,28 mm2). O antagonista do receptor 

NK1, WIN 62,577 foi capaz de reverter a área de lesão gástrica causada por SP 

coadministrada com etanol de forma significativa (2,673± 0,63 mm2), como 

demonstrado nas figuras 13 (F) e 14. 

 
 

Figura 13: Efeitos macroscópicos da suplementação com L. reuteri DSM 17938 nos animais 

tratados com Substância P e etanol 
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Imagens macroscópicas do efeito dos tratamentos na lesão gástrica induzida por etanol. A: 

Grupo normal (salina). B: Grupo lesado (etanol-EtOH). C: Camundongos suplementados com 

108 UFC/g de peso/dia de Lactobacillus reuteri DSM 17938 (DSM) por 3 dias e tratados com 

etanol. D: Camundongos tratados com SP na dose 1 μmol/L para 20 g i.p. antes da administração 

de etanol 50%. E: Camundongos suplementados com 108 UFC/g de peso/dia de Lactobacillus 

reuteri e tratados com SP seguido da administração de etanol 50%. F: Camundongos pré-

tratados com WIN 62,577 e tratados com SP seguido da administração de etanol 50%. As 

setas ( ) indicam as lesões hemorrágicas na mucosa do estômago. 

 

 
Figura 14: Efeito do tratamento com SP sobre os efeitos protetores de L. reuteri DSM 17938 na 

lesão gástrica induzida por etanol 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

O agonista do receptor NK1 (SP) coadministrado com etanol a 50% causou lesão gástrica 

significativa nos animais tratados. A administração de 108 UFC/g de peso/dia de Lactobacillus 

reuteri DSM 17938 (DSM) não protegeu a mucosa gástrica na lesão induzida pela 

coadministração de SP e etanol. Os resultados foram expressos como média ± S. E. M. n=5-7 

camundongos por grupo. ΨP<0.0001 quando comparado com o grupo normal; ***P<0.0001 

quando comparado com o grupo etanol; #P<0.0001 quando comparado com o grupo DSM. 

Análise de variância e teste de Newman-Keuls foram utilizados para a avaliação. 
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5.4 EFEITO DO Lactobacillus reuteri DSM 17938 NAS ALTERAÇÕES 

HISTOPATOLÓGICAS CAUSADAS PELO ETANOL NA MUCOSA GÁSTRICA 

A avaliação histológica confirmou que nenhum dano foi observado na 

mucosa gástrica de camundongos tratados somente com solução salina (Figura 

15, A e B). Os animais tratados com etanol a 50% exibiram a mucosa gástrica 

danificada, com perda de células epiteliais, edema e hemorragia (Figura 15, C- 

D). A suplementação com L. reuteri inibiu significativamente estes efeitos 

deletérios microscópicos causados pelo etanol na mucosa gástrica (Figura 15, 

E-F). A administração de RTX com etanol a 50% reverteu significativamente os 

efeitos protetores do L. reuteri na mucosa gástrica, como demonstrado nas 

fotomicrografias (Figura 15, G-H). Já a coadministração de SP e etanol causou 

danos microscópicos na mucosa do estômago que o pré-tratamento com L. 

reuteri não foi capaz prevenir (Figura 15, I-J). 

A tabela 1 apresenta a pontuação dos escores histopatológicos dos 

animais tratados de acordo com os critérios de LAINE & WEINSTEIN (1998), 

que são: escores de hemorragia (0-4), edema (0-4), perda de células epiteliais 

(0-3) e infiltrado inflamatório (0-3).  O somatório total destes escores 

demonstrou que o etanol aumentou de forma significativa esses parâmetros 

histopatológicos. L. reuteri diminui os escores microscópicos de forma 

significativa, porém a administração de RTX reverteu esse resultado. L. reuteri 

não foi capaz de diminuir as alterações histopatológicas causadas pela 

coadministração de SP e etanol. Estes resultados microscópicos corroboram 

com os achados macroscópicos. 
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Figura 15: Alterações histopatológicas na mucosa do estômago na lesão gástrica induzida por 

etanol em camundongos 

 
Fotomicrografias de secções da mucosa gástrica. Imagens com aumento de 100x (A, C, E, G, I), 

e com aumento de 400x (B, D, F, H e J). Barra de 100 μm. Painel A-B: Grupo controle salina, 

evidenciando a integridade da mucosa; C-D: Grupo lesado (etanol 50%); E-F: Suplementação 

com L. reuteri (108 UFC/g de peso/dia) na lesão gástrica induzida por etanol; G-H: Efeito do 

tratamento com RTX e etanol nos camundongos suplementados com L. reuteri. I-J: Efeito do 

tratamento com L. reuteri na lesão gástrica induzida por Substância P e etanol. Setas contínuas 

( ): edema; Tags (#): perda de células epiteliais; Asterisco (*): hemorragia. 
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Tabela 1- Análises histopatológicas da lesão gástrica induzida por etanol em camundongos 
 
 
 

Grupo 
experimental 

(n=5-8) 

Dano 
hemorrágico 

(Escore 0-4) 

Edema 

(Escore 0-4) 

Perda de 
células 

epiteliais 

(Escore 0-3) 

Infiltrado 
inflamatório 
(Escore 0-3) 

Total 
(Escore 0- 

14) 

Salina 0 0 0 0 0 

Etanol 3 (3-4)Ψ 4 (3-4) Ψ 3 (2-3) Ψ 1 (0-1) 9(9-11) Ψ Ψ 

L. reuteri + 
Etanol 

1 ( 0-1)* 0,5 (0-1)* 1 (0-1)* 1 (0-1) 3 (0-3) * 

L. reuteri + 
RTX+ Etanol 

3 (3-4)# 4 (3-4)# 3 (2-3)# 1 (0-1) 9 (7-10)# 

L reuteri 
+SP+ Etanol 

3 (2-3) 4 (2-4)# 3 (2-3)# 1 (0-2) 9 (8-10)# 

Os dados apresentados são medianas com os escores mínimos e máximos (indicados entre 

parênteses). O teste não paramétrico de Kruskal–Wallis, seguido do teste de Dunn, foram 

utilizados para as comparações múltiplas na avaliação histológica. ΨP<0,05 e ΨΨP<0,01 quando 

comparado com o grupo salina; *P<0.05 quando comparado com o grupo lesado (etanol); 

#P<0.05 quando comparado com o grupo pré-tratado com L. reuteri. 
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5.5 EFEITO DO Lactobacillus reuteri DSM 17938 NA EXPRESSÃO DO 

RECEPTOR TRPV1 NO DANO GÁSTRICO INDUZIDO PELO ETANOL 

Os tecidos gástricos dos animais tratados com salina, etanol e L. reuteri 

foram examinados por meio de imuno-histoquímica para determinar a 

localização do receptor TRPV1 (Figura 16). No grupo controle salina (16, A e 

B), a imunorreatividade para TRPV1 foi discreta, enquanto que e a intensidade 

da coloração DAB foi evidente na mucosa gástrica após tratamento com etanol 

50%, com áreas marcadas na superfície do epitélio e na submucosa (16, C e D). 

Contudo, a intensidade de coloração TRPV1 mais baixa foi observada em 

camundongos tratados com DSM (16, E e F). 

Conforme mostrado na Figura 16 (G), a análise da deconvolução da cor 

da coloração H-DAB confirmou que o tratamento com etanol aumentou 

significativamente a intensidade de DAB (19.750 ± 2.903 % DABwt), quando 

comparado aos grupos salina e L. reuteri (9.623 ± 1.404 % DABwt; 7.922 ± 2.046 

% DABwt, respectivamente).
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SALINA ETANOL L. reuteri+ ETANOL 

G 

 
Figura 16: Imuno-histoquímica para o receptor TRPV1 na mucosa gástrica dos animais 
tratados 

 

 

 

Imagens da imuno-histoquímica para o receptor TRPV1 na mucosa gástrica (A, C e E). 

Barra de 100 μm. As fotomicrografias sofreram processo de deconvolução de cor para 

evidenciar a coloração com 3,3'-diaminobenzidina (DAB) (B, D e F). Painel A e B: 

imunorreatividade para TRPV1 detectada na mucosa gástrica normal. Painel C e D: 

Aumento da imunorreatividade para TRPV1 no grupo lesionado (etanol a 50%). Painel E e 

F: Diminuição da imunorreatividade na mucosa gástrica em animais pré-tratados com 

Lactobacillus reuteri DSM 17938 (DSM) uma vez por dia durante 3 dias em danos gástricos 

induzidos pelo etanol. Painel G: Análise da deconvolução da cor da coloração DAB para 

TRPV1 na mucosa gástrica. ΨP <0,05 versus grupo saudável; * P <0,01 versus grupo 

lesionado. As setas indicam o aumento da intensidade da marcação. Análise de variância e 

teste de Newman-Keuls foram utilizados para a avaliação. 
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5.6 EFEITO DO Lactobacillus reuteri DSM 17938 NOS NÍVEIS DE SUBSTÂNCIA 

P EM LESÕES GÁSTRICAS INDUZIDAS PELO ETANOL 

Os níveis de SP foram significativamente reduzidos em camundongos 

pré-tratados com L. reuteri, quando comparados com os animais tratados 

somente com etanol 50% (55,010 ± 7,827 pg / cm3 versus 162.200 ± 21,090 pg 

/ cm3, respectivamente, P <0,05), como mostrado na Figura 17. Estes resultados 

sugerem que a suplementação com L. reuteri diminui significativamente os níveis 

de SP na mucosa gástrica na lesão gástrica induzida pelo etanol. 

 

 
Figura 17: Níveis de substância P na mucosa gástrica dos animais tratados 

 

Etanol 50% 
 

Efeito da suplementação de DSM nos níveis de Substância P na lesão gástrica induzida por 

etanol. A quantidade de substância P na mucosa gástrica foi estimada por ELISA e os resultados 

foram expressos em pg / cm3. Os dados apresentados são a média ± SEM de pelo menos 5-7 

camundongos por grupo. O grupo saudável foi tratado apenas com solução salina. A 

administração de etanol promoveu um aumento significativo da concentração gástrica de 

substância P. Este efeito foi revertido significativamente quando os animais foram 

suplementados com Lactobacillus reuteri DSM 17938 (DSM) (108 UFC /g de peso/dia durante 3 

dias). ΨP <0,05 versus grupo saudável; * P <0,05 versus grupo lesionado. Análise de variância e 

teste de Newman-Keuls foram utilizados para a avaliação. 
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5.7 EFEITO PROTETOR DO Lactobacillus reuteri DSM 17938 SOBRE OS 

BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO E PARÂMETROS 

ANTIOXIDANTES 

O malondialdeído, um produto da peroxidação lipídica, foi mensurado 

para avaliar o estresse oxidativo. O tratamento com etanol a 50% aumentou a 

concentração de MDA na mucosa gástrica, como mostrado na Figura 18, A 

(160.400 ± 15.210 nmol/g). L. reuteri reduziu significativamente os níveis de 

MDA no dano gástrico induzido pelo etanol (74,940 ± 2,675 nmol / g). Além disso, 

a administração do agonista seletivo para TRPV1 (RTX) com etanol reverteu este 

efeito protetor (152.300 ± 2.425 nmol/g). A administração de etanol também 

aumentou os níveis de NOx na mucosa gástrica (0,105 ± 0,001 μM, figura 18, 

B), quando comparado com os níveis observados em animais saudáveis e 

aqueles pré- tratados com L. reuteri (0,097 ± 0,001 μM; 0,098 ± 0,001 μM, 

respectivamente). O tratamento com RTX também reverteu o efeito do L. reuteri 

nos níveis de NOx (0,103 ± 0,001 μM). Porém, L. reuteri não diminui os níveis 

de MDA e NOx causados pela administração de Substância P juntamente com 

etanol (134,800± 29,710 nmol/g;0,103±0,001 μM, respectivamente). 

Também foram avaliados parâmetros antioxidantes na mucosa destes 

animais. As concentrações de GSH na mucosa gástrica dos quatro grupos são 

mostradas na Figura 18 (C). O nível normal de GSH na mucosa gástrica dos 

camundongos foi de 153,300 ± 20,060 μg de tecido GSH / g. A concentração de 

GSH foi significativamente diminuída (9.923 ± 1.931 μg GSH/g) após 

administração de etanol a 50%. A suplementação com DSM manteve a 

concentração de GSH nos níveis basais (149,100 ± 26,330 μg GSH/g). A 

administração de RTX com etanol reverteu significativamente estes efeitos 

protetores de L. reuteri (P <0,0001). L. reuteri não diminui de forma significativa 

a depleção de GSH causada pela coadministração de SP e etanol (P <0,05). 

A concentração de SOD em animais saudáveis foi de 7,376 ± 1,300 U 

SOD/mg de proteína, e o tratamento com etanol diminuiu a concentração deste 

antioxidante no tecido gástrico (2,240 ± 0,247 U SOD/mg de proteína). O L. 

reuteri manteve os níveis basais do antioxidante endógeno SOD, e este efeito 

foi revertido após a administração de RTX (9,620 ± 2,918 U SOD /mg de proteína; 

1,700 ± 0,331 SOD/mg de proteína; respectivamente; P <0,001). Porém, a 

suplementação com o L. reuteri não diminuiu a depleção de SOD causada por 
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 SP juntamente com etanol (3,090±0,556 U SOD/mg de proteína), como 

demonstrado na figura 18 (D). 

 

 
Figura 18: Efeito protetor do DSM nos biomarcadores de estresse oxidativo e parâmetros 

antioxidantes 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

 

 

Efeito da suplementação com DSM nos níveis de biomarcadores do estresse oxidativo, no dano 

gástrico induzido por etanol. (A) O etanol promoveu um aumento de MDA no tecido gástrico, no 

entanto, a suplementação com Lactobacillus reuteri DSM 17938 (DSM) (108 UFC/g de peso/dia 

durante 3 dias) impediu significativamente esse efeito. (B) Etanol aumenta os níveis de NOx, 

quando comparado com animais saudáveis, e o pré-tratamento com DSM, reverteu esse efeito. 

(C) A administração de etanol promoveu uma diminuição da concentração gástrica GSH, que foi 

revertido quando os animais foram suplementados com DSM. (D) O etanol diminuiu a atividade 

de SOD quando comparado com animais saudáveis. A suplementação com DSM aumentou os 

níveis de SOD. A administração de RTX com etanol reverteu os efeitos protetores de L. reuteri 

DSM em todos os parâmetros avaliados. DSM não protegeu a mucosa gástrica da lesão induzida 

por SP e etanol. Os dados apresentados são a média ± SEM de pelo menos 5-7 camundongos 

por grupo; A: ΨP <0,05 versus grupo saudável; * P <0,01 versus grupo lesado; #P <0,001 versus 

grupo DSM; B: ΨP <0,0001 versus grupo saudável; * P <0,01 versus grupo lesado; #P <0,001 

versus grupo DSM; C: ΨP <0,0001 versus  grupo saudável; * P <0,0001 versus  grupo ferido; #P 

<0,0001 e #P <0,05 versus grupo DSM; D ΨP <0,05 versus grupo saudável; *P <0,001 versus 
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grupo lesado; #P <0,001 versus grupo DSM. Análise de variância e teste de Newman-Keuls foram 

utilizados para a avaliação. 
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5.8 EFEITO DO L. reuteri DSM 17938 NOS NÍVEIS DE MUCO ADERIDO À 

PAREDE GÁSTRICA E SECREÇÃO ÁCIDA 

Foi utilizado alcian blue para verificar os níveis de muco aderido à 

parede gástrica, visto que este corante tem a capacidade de corar a mucina. 

Como mostrado na Tabela 2, a administração de etanol a 50% causou 

depleção do muco aderido à parede gástrica neste modelo, quando comparado 

com o grupo controle salina (58,340 ± 8,941 μg/g de tecido, 137.200 ± 16.580 

μg/g de tecido, respectivamente). Por outro lado, a suplementação com L. 

reuteri DSM 17938 (108 UFC) inibiu esse efeito do etanol, e os níveis de muco 

gástrico foram mantidos (103.201 ± 6.110 μg/g de tecido). Desta forma, 

evidencia-se que L. reuteri protege significativamente os níveis de muco 

aderente no estômago, quando comparado com o grupo lesado com etanol. 

Além disso, não foram observadas alterações significativas no volume de 

suco gástrico, pH e acidez total, entre os camundongos suplementados com L. 

reuteri, omeprazol ou solução salina no conteúdo gástrico após a ligadura do 

piloro (Tabela 2). No entanto, o tratamento com etanol aumentou esses 

parâmetros de acidez gástrica, quando comparado aos níveis observados no 

tratamento com solução salina isolada, como demonstrado abaixo. 

 

 
Tabela 2- Efeito da suplementação com DSM (108 UFC/g de peso/dia por 3 dias) nos níveis de 

muco e secreção ácida gástrica em camundongos 

 

Tratamento Volume (mL) pH (unidades) [H+] 

(mEq/mL/4h) 

Níveis de muco 
(ug/g de tecido) 

Salina 0.028±0.02 5.6± 0.2 0.14± 0.02 137.20±16.58 

Etanol 0.350±0.08Ψ 3.5±0.2 Ψ 3.70±0.83 Ψ 58.34±8.95 Ψ 

Omeprazol 0.046±0.02*** 5.2± 0.5* 0.20± 0.19* --------- 

L. reuteri 0.055±0.02** 4.6± 0.5* 0.12± 0.05* 103.20±6.11** 

Os dados apresentados são a média ± SEM de pelo menos 5-7 camundongos por grupo.ΨP 

<0,01 versus grupo salina; * P <0,05 versus grupo etanol. ** P <0,01 versus grupo de etanol. *** 

P <0,001 versus grupo etanol. Análise de variância unidirecional (ANOVA) seguida de um teste 

Newman-Keuls foi realizado. 
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6 DISCUSSÃO 

 
 

Neste estudo, investigamos os efeitos da suplementação com 

Lactobacillus reuteri DSM 17938 sobre a proteção da mucosa gástrica, na lesão 

induzida por etanol a 50% em camundongos. Além disso, avaliamos a 

modulação do L. reuteri na via da inibição da ativação do TRPV1, e 

consequente diminuição dos biomarcadores do estresse oxidativo no dano 

gástrico. 

Vendo o potencial de L. reuteri na prevenção de diversos distúrbios do 

trato gastrointestinal (COCCORULLO et al., 2010; FRANCAVILLA et al., 2012; 

SAVINO et al., 2010; WALSHAM et al., 2016; HAILESELASSIE et al., 2016; LIU 

et al., 2014), bem como a sua capacidade em proteger a mucosa do estômago 

contra agentes microbianos deletérios (DORE et al., 2016), investigamos a 

atividade gastroprotetora desta probiótico na lesão gástrica induzida por etanol. 

Em nossos experimentos, a administração de 108 UFC/grama de peso/dia de L. 

reuteri DSM 17938 liofilizado durante 3, 7 e 14 dias impediu de forma 

significativa o dano gástrico induzido pelo tratamento com etanol a 50%. Estes 

resultados estão de acordo com dados recentes que mostram que as bactérias 

ácido-láticas promovem a proteção gástrica contra vários agentes prejudiciais 

(AZMI et al., 2016; LAM et al., 2007; LIU et al., 2009; SENOL et al., 2011a; 

SENOL et al., 2011b; SUO et al., 2016). Outros estudos mostram atividade 

gastroprotetora com o uso de probióticos em doses e formas de tratamento 

semelhantes as utilizadas neste trabalho, como os ratos pré-tratados com 2 × 

109 UFC/dia de Lactobacillus rhamnosus GG durante 3 dias consecutivos 

também exibiram grande integridade da mucosa gástrica após danos agudos 

induzidos por etanol (LAM et al., 2007). Além disso, os ratos pré-tratados com 

109 UFC /kg do peso do corpo de Lactobacillus fermentum durante 14 dias 

também apresentaram lesão gástrica induzida por HCl/etanol minimizada por 

seus efeitos antioxidantes (SUO et al., 2016). 

   De acordo com achados microscópicos, o tratamento com etanol causa 

dano diretamente na mucosa do estômago, resultando em lesões hemorrágicas 

que causam edema, hemorragias subepiteliais e esfoliação celular, com ruptura 
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da mucosa (GUSLANDI, 1987). Em nosso estudo, o tratamento com L. reuteri 

diminuiu significativamente esses parâmetros histopatológicos, confirmando seu 

efeito protetor sobre a mucosa gástrica. O único parâmetro que não houve uma 

alteração significativa foi o de infiltrado inflamatório na mucosa gástrica, visto que 

o período de uma hora após a administração de etanol a 50% não é suficiente 

para causar uma resposta inflamatória exacerbada, resultado que corrobora com 

outros estudos (MEDEIROS et al., 2009; SOUZA et al., 2015). Estes resultados 

demonstram um efeito direto do DSM na mucosa gástrica, o que pode ter 

ocorrido devido ao fato das bactérias ácido-láticas serem resistentes à acidez 

gástrica, e terem a capacidade de se adsorver na mucosa do estômago, 

facilitando a sua localização e ação protetora neste órgão (SUO et al., 2016). 

Um dos principais mecanismos de ação lesivo do etanol na mucosa 

gástrica é através da ativação do receptor  de potencial transiente vanilóide tipo 

1 (TRPV1) pelo etanol nas terminações nervosas da mucosa, o que causa a 

liberação do neuropeptídeo Substância P e geração de EROs, por um 

mecanismo dependente do receptor NK1, que medeia os efeitos da Substância 

P (GAZZIERI et al., 2007). Assim, substâncias que atuam inibindo a ativação 

destes receptores têm um grande potencial para prevenir e tratar lesões 

gástricas geradas pelo álcool. Recentemente, PEREZ-BURGOS e 

colaboradores (2015) mostraram que L. reuteri DSM 17938 inibe a expressão 

do receptor TRPV1, o que nos forneceu evidências para a investigação de um 

possível efeito inibidor da ativação do receptor TRPV1 pelo L. reuteri em sua 

atividade protetora gástrica, com consequente diminuição da concentração de 

substância P e do estresse oxidativo na mucosa, bem como da manutenção 

em níveis basais do sistema antioxidante endógeno. 

Assim, avaliamos neste estudo o envolvimento da potencial inibição da 

ativação do receptor de potencial transiente vanilóide tipo 1 pelo etanol no 

efeito gastroprotetor de L. reuteri. Para isso, ativamos o receptor TRPV1 com 

capsaicina, um agonista seletivo deste receptor, e com RTX, um agonista 

seletivo mais potente que a capsaicina, na dose de ambos na dose de 3 

nmol/kg, conforme TRAMONTANA et al., (1994), juntamente com o tratamento 

com etanol. No trabalho de TRAMONTANA e colaboradores (1994), a 

administração destes agonistas do receptor TRPV1 juntamente com etanol não 
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causou proteção gástrica nesta dose, e nem aumentou a lesão induzida por 

etanol, sendo assim esta dose utilizada no presente estudo apenas para a 

ativação do receptor. A administração destes agonistas foi capaz de bloquear a 

atividade gastroprotetora do probiótico, sendo que o RTX mostrou-se mais 

eficaz na inibição da proteção gástrica por L. reuteri, visto que este agonista é 

mais potente na ativação do TRPV1 (TRAMONTANA et al., 1994).  

Para confirmar este achado, investigamos a expressão do receptor 

TRPV1 na mucosa através de imuno-histoquímica, que demonstrou a 

diminuição da expressão desse receptor após a suplementação com L. reuteri, 

o que sugere que a presença desta bactéria pode inibir a ativação de TRPV1 

mediada pelo etanol. Além disso, um ensaio de ELISA mostrou que a 

suplementação com L. reuteri preveniu o aumento dos níveis de Substância P, 

que pode ser consequência da não ativação de TRPV1 pelo etanol, que causa 

grande liberação desta substância. A literatura também mostra que outros 

lactobacilos, como Lactobacillus casei e Lactobacillus fermentum, inibem a 

expressão de TRPV1 em seu efeito terapêutico intestinal (SUO et al., 2014; 

ZHAO et al., 2015), e L. fermentum também diminui os níveis da substância P 

em seu efeito gastroprotetor (SUO et al., 2016).  

    Visto que a literatura mostra que a ligação da Substância P ao receptor 

de neuroquinina tipo I e sua ativação é necessária para as ações deletérias desta 

neuroquinina, e que antagonistas do receptor NK1 apresentam atividade 

gastroprotetora na lesão induzida por etanol (KARMELI et al., 1991; GAZZIERI 

et al., 2007), também avaliamos se o L. reuteri poderia causar a modulação do 

receptor de SP, como mecanismo de proteção contra ação do etanol. Dessa 

forma, como já descrito na literatura, foi realizada administração de SP 

juntamente com a administração de etanol a 50%, o que aumenta a lesão 

causada pelo etanol sozinho, e antagonistas do NK1 conseguem reverter de 

forma eficaz a lesão gerada (GAZZIERI et al., 2007). Porém, em nosso estudo, 

o pré-tratamento com L. reuteri não foi capaz de reverter a lesão causada por 

este agente, enquanto o antagonista do NK1, o WIN 62,577, diminui a área de 

lesão gástrica de forma significativa. Desta forma, o L. reuteri provavelmente não 

atua modulando este receptor em seu efeito gastroprotetor. Na literatura 

também não há dados relativos a outros lactobacilos modularem o receptor 
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NK1. 

    Estes dados e estudos anteriores mostraram que os biomarcadores do 

estresse oxidativo, como os níveis de radicais livres e MDA, são 

significativamente aumentados por tratamento com etanol a 50% (SOUZA et al., 

2016; MEDEIROS et al., 2009). A suplementação com L. reuteri reduziu os níveis 

de peroxidação lipídica, causando uma diminuição na concentração de MDA e 

este efeito protetor foi revertido após o tratamento com o agonista do TRPV1, 

RTX. Em nossos achados, o etanol aumentou os níveis de NOx, que são 

metabolitos do óxido nítrico (nitritos e nitratos circulantes), na mucosa gástrica. 

O pré-tratamento com L. reuteri manteve os níveis normais de NOx, mas este 

efeito protetor foi revertido após o tratamento com um agonista de TRPV1. 

Estudos anteriores mostram que a administração aguda de etanol aumenta a 

produção de óxido nítrico por neutrófilos, através da ativação de iNOS (óxido 

nítrico sintase induzida), o que corrobora com nossos resultados (DENG; 

DEITRICH, 2007; GAGO et al., 2008). Além disso, outros estudos com 

probióticos demonstraram diminuição da ativação do iNOS e, 

consequentemente, dos níveis de nitrito, nos efeitos benéficos destas bactérias 

em diferentes modelos (SUO et al., 2014; WAGNERBERGER et al., 2013; 

ZHAO et al., 2015). O L. reuteri não diminuiu os níveis destes parâmetros 

bioquímicos de estresse na mucosa gástrica na lesão causada pela 

coadministração de SP e etanol. 

Um mecanismo de defesa importante que os organismos possuem para 

proteger a mucosa gástrica contra os radicais livres são sistemas antioxidantes 

enzimáticos e não enzimáticos (HALLIWELL et al., 1995). Um desequilíbrio entre 

os fatores protetores e prejudiciais na mucosa gástrica diminui a capacidade de 

defesa do estômago, levando a lesão gástrica (SOUZA et al., 2016). A 

superóxido dismutase é uma metaloenzima que catalisa a reação que transforma 

ânions superóxido em peróxido de hidrogênio, desempenhando um papel 

importante na detoxicação de espécies reativas de oxigênio, e o tratamento com 

etanol diminui a atividade dessa enzima (BHATTACHARYYA et al., 2014; 

GETZOFF et al., 1983). Neste estudo, a administração de etanol diminuiu os 

níveis de SOD e o pré-tratamento com L. reuteri manteve os níveis basais de 

SOD, apesar do dano gástrico induzido pelo etanol. 
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     Outro processo antioxidante importante, que também é afetado pelos 

efeitos deletérios do etanol, ocorre através da glutationa peroxidase, que 

converte glutationa em glutationa oxidada, e este processo reduz H2O2 a H2O e 

hidroperóxidos lipídicos em álcoois estáveis, desempenhando um papel 

importante na proteção de células contra os efeitos do peróxido de hidrogênio. A 

glutationa redutase reduz a glutationa oxidada em GSH, que também 

desempenha importante atividade antioxidante (MCCAY et al., 1976; 

BHATTACHARYYA et al., 2014, BOMPART et al., 1990; GRIFFITH, 1999). 

Corroborando com os achados da literatura, o etanol diminuiu a concentração de 

GSH na mucosa gástrica, e a suplementação com L. reuteri manteve os níveis 

normais deste fator protetor da mucosa após a lesão gástrica induzida pelo 

etanol. 

A ativação do receptor TRPV1 com seu agonista ultrapotente, RTX, 

reverteu o efeito protetor do pré-tratamento com L. reuteri nos níveis de SOD e 

GSH no tecido gástrico, mostrando que esses fatores antioxidantes também 

estão relacionados à ação do probiótico via TRPV1. Já a administração de SP 

juntamente com etanol causou uma depleção destes fatores antioxidantes que o 

tratamento com o L reuteri não foi capaz de prevenir, corroborando com os 

resultados anteriores do presente estudo.  

Esses resultados reforçam nossa hipótese de que a diminuição do 

estresse oxidativo e o aumento da proteção gástrica por L. reuteri na lesão 

gástrica induzida pelo etanol envolvem a inibição da ativação do receptor 

TRPV1. Os resultados também sugerem que a proteção gástrica ao etanol 

causada pelo L. reuteri não envolve a inibição da ativação do receptor NK1, e 

provavelmente se dê pela diminuição da liberação de Substância P causado 

pela inibição da ativação do TRPV1.  Dessa forma, há uma menor 

concentração de SP causando a ativação do receptor NK1, e 

consequentemente a diminuição da geração de espécies reativas de oxigênio e 

estresse oxidativo na mucosa gástrica, independente da inibição do NK1. 

A secreção de muco e a produção de ácido gástrico são fatores 

homeostáticos importantes que mantêm a integridade da mucosa, e um 

desequilíbrio nesta homeostase pode levar à ulceração (ROBERT et al., 1979). 
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A literatura mostra que o excesso de álcool pode reduzir significativamente a 

camada de muco protetora, reduzindo sua capacidade de defesa contra agentes 

agressivos (NEU, 1997). Neste estudo, o etanol reduziu a camada de muco da 

parede gástrica, e o pré-tratamento com L. reuteri impediu a redução do muco 

nos animais lesados por etanol. LAM e colaboradores (2007) também 

demonstraram um efeito protetor da camada de muco no efeito gastroprotetor de 

Lactobacillus rhamnosus. 

    Os estudos mostram que os níveis de substância P são elevados nas 

lesões gástricas, e que essa taquicinina pode aumentar a secreção de ácido 

gástrico, o que pode agravar as lesões na mucosa do estômago (SUO et al., 

2016; YOKOTANI; FUJIWARA, 1985). Em nosso estudo, como já discutido, o 

etanol aumentou os níveis de substância P e também aumentou a secreção de 

ácido gástrico. No entanto, a suplementação com L. reuteri não modificou o 

volume normal de secreção gástrica, pH ou acidez total na mucosa gástrica dos 

camundongos. 

Em resumo, nossos achados mostraram que a suplementação com L. 

reuteri DSM 17938 protege a mucosa gástrica da lesão induzida por etanol em 

camundongos. Esta atividade foi mediada pela redução do estresse oxidativo e 

pela manutenção da atividade antioxidante, bem como a diminuição dos níveis 

de substância P. Assim, nossos resultados sugerem que L. reuteri pode atuar 

inibindo os efeitos da ativação de TRPV1 mediada pelo etanol, com consequente 

diminuição dos níveis de substância P, de espécies reativas de oxigênio, e 

manutenção do sistema antioxidante e muco na mucosa gástrica, como 

esquematizado na figura 19, abaixo. 
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Figura 19: Esquematização do efeito protetor de L. reuteri DSM 17938 na lesão gástrica induzida 

por etanol 
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7 CONCLUSÃO 

 

     Os achados do presente estudo mostram que a suplementação com 

Lactobacillus reuteri DSM 17938 protege a mucosa gástrica da lesão induzida 

pela administração de etanol a 50% em camundongos. Esta atividade foi 

mediada por redução do estresse oxidativo e manutenção da atividade 

antioxidante, além da diminuição dos níveis de substância P. A suplementação 

com L. reuteri também protegeu a perda da barreira de muco, bem como 

preveniu o dano epitelial causado pelo etanol na mucosa gástrica. 

     Ainda, estes resultados apoiam a hipótese de que L. reuteri pode atuar 

inibindo os efeitos da ativação da TRPV1 pelo etanol, o que leva à diminuição 

dos níveis de Substância P, e consequente diminuição das espécies reativas 

de oxigênio na mucosa gástrica. Porém, estudos futuros são necessários para 

confirmar a hipótese gerada por este trabalho. 
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