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RESUMO

O etanol tem a capacidade de lesar diretamente a mucosa gastrica, e um dos
mecanismos pelos quais ele causa este dano é através da ativagcdo dos receptores
de potencial transitorio do tipo vaniléide 1 (TRPV1), liberacdo de Substancia P (SP)
e ativacdo do receptor de neuroquinina tipo 1 (NK1). Algumas bactérias &cido-
lacticas e seus produtos possuem atividade gastroprotetora em lesGes induzidas
pelo etanol, com diminui¢do dos niveis de SP. Além disso, a estirpe DSM 17938 do
Lactobacillus reuteri, exibe atividades terapéuticas por meio da inibicdo do TRPV1.
Assim, este estudo avaliou o efeito do Lactobacillus reuteri nas lesdes gastricas
induzidas por etanol e seu possivel mecanismo de acdo. Camundongos swiss (25-
30g) foram pré-tratados oralmente com solugdo salina (0,9%) ou 108 UFC de
Lactobacillus reuteri por 3, 7 e 14 dias. No quarto, oitavo e décimo quinto dia, 0s
animais suplementados com Lactobacillus reuteri e solucdo salina receberam
etanol a 50% (0,5 mL / 25 g v.0.) ou solucéo salina. Para avaliar o papel da inibi¢édo
da ativacdo 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 pmol/L para 20 g, via i.p. de SP no quarto dia,
respectivamente. As amostras de cada estomago foram removidas para avaliacao
macroscopica, histopatoldgica e andlises bioquimicas (Malondialdeido-MDA,
Nitrito- Nox, Glutationa-GSH e Superdéxido dismutase-SOD). Foi realizada imuno-
histoquimica para TRPV1, e a concentracdo de substancia P foi mensurada por
ELISA. Também foi avaliado o muco aderido a parede gastrica e a secrecao
acida. Lactobacillus reuteri reduziu o dano gastrico induzido pelo etanol (P
<0,001). 3 dias de pré- tratamento com Lactobacillus reuteri apresentou taxa de
inibicdo da lesdo de 90,26%. Lactobacillus reuteri também reduziu os niveis de
MDA e nitrito quando comparado ao grupo lesado (P<0,01) e manteve o0s
parametros antioxidantes basais de GSH e SOD (P <0,001). Os efeitos da
suplementacdo com L. reuteri foram significativamente revertidos com a
administracdo de RTX, com aumento de MDA e Nox (P <0,001) e diminuicdo de
GSH e SOD (P <0,0001). Lactobacillus reuteri ndo foi capaz de prevenir a lesao
causada pela administracdo de SP e etanol. A expressdo de TRPV1 foi
significativamente menor no grupo tratado, quando comparado ao grupo
lesionado. O conteddo de substancia P no tecido gastrico foi reduzido com
Lactobacillus reuteri, em comparacdo ao grupo lesado (P<0,05). Além disso, o
Lactobacillus reuteri elevou os niveis de muco na mucosa gastrica e manteve 0s
niveis basais de secre¢cdo de acido (p <0,05). Assim, o estudo demonstra os
efeitos protetores de Lactobacillus reuteri no dano gastrico induzido pelo etanol,
gue em parte se da pela inibicdo da ativacéo do receptor TRPV1, com reducao de
substéancia p e do estresse oxidativo.

Palavras-chave: Etanol, gastroprotecao, probiético, ulcera gastrica, TRPV1



ABSTRACT

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.0.) 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 ymol / 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 INTRODUCAO

O consumo excessivo de alcool etilico € um importante problema de
saude publica, estando relacionado com o risco de desenvolvimento de varias
doencgas, resultando em 3,3 milhdes de mortes por ano (WHO, 2014). Altas
concentracdes de etanol presentes nas bebidas alcodlicas tém a capacidade de
lesar diretamente a mucosa do trato gastrointestinal (TGI), resultando em danos
agudos e crbnicos, como gastrite hemorragica erosiva e Ulceras pépticas
(BUJANDA, 2000; STERMER, 2002). Como o etanol é uma das drogas
psicoativas mais comumente aceitas e abusadas (NELSON; MCNALL, 2016), a

leséo gastrica gerada por seu abuso € uma consequéncia preocupante.

A administracdo aguda de etanol rompe a barreira de muco-bicarbonato,
reduz as defesas antioxidantes, modula o sistema de 6xido nitrico e reduz o fluxo
sanguineo na mucosa gastrica (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 ac¢fes prejudiciais & mucosa gastrica é através da
ativagcdo do receptor de potencial transitorio do tipo vaniléide 1 (TRPV1), que
esta presente nos nervos sensoriais do estbmago (GAZZIERI et al., 2007). A
ativacao desse receptor causa a liberagéo de neuropeptidios, como a Substancia
P (SP), que é capaz de ativar o receptor de neuroquinina tipo 1 (NK1) em células
epiteliais gastricas, e aumenta a geracao de espécies reativas de oxigénio
(EROs), que sdo os principais agentes citotdxicos da mucosa gastrica
(GAZZIERI et al., 2007; HAYASHI et al., 1996; KARMELI et al., 1991).

EROs causam a peroxidacdo de componentes lipidicos na membrana
celular e quantidades aumentadas desses radicais livres, juntamente com
inibicdo de enzimas antioxidantes e deplecao de glutationa, o etanol causa danos
e morte celular (GETZOFF et al., 1983; KWIECIEN et al., 2014). Assim, 0s
agentes que inibem a via de geracdo de radicais livres mediada pelo etanol,
como 0s antagonistas dos receptores TRPV1 e NK1, possuem um grande
potencial na protecéo contra lesdes géastricas induzidas pelo etanol (GAZZIERI
et al., 2007).
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No que diz respeito ao tratamento deste tipo de lesdo, sao utilizados
principalmente inibidores da bomba de protons, porém este agente pode reduzir
a absorcédo de certos nutrientes, além de outros efeitos indesejaveis (FARRELL
et al.,, 2011). Isso motiva a busca de novas abordagens terapéuticas para
prevencao e tratamento de lesGes induzidas pelo etanol e, neste contexto, os
probidticos sdo potenciais candidatos, pois apresentam diversas atividades
benéficas ao trato gastrointestinal, com poucos efeitos colaterais e resisténcia
ao pH estomacal (HILL et al.,, 2014). Mesmo com numero limitado de
investigacdes sobre a acdo dos probidticos no tratamento de Ulceras gastricas,
estudos experimentais demonstram resultados promissores desses
microrganismos tanto no tratamento como na prevencao destas Ulceras
(KHODER et al., 2016). Em patrticular, as bactérias acido-laticas e seus produtos
sdo 0s probidticos mais validados na atividade gastroprotetora em lesdes
induzidas pelo etanol, uma vez que diminuem os niveis de SP e peroxidacao
lipidica (AZMl et al., 2016; LIU et al., 2009; SENOL etal., 2011; SUO et al., 2016).

Uma bactéria acido-lactica que vem se destacando como probidtico,
sendo bastante investigada quanto a seus beneficios para a satde humana € o
Lactobacillus reuteri, um bacilo gram-positivo que habita o TGl de humanos e
outros mamiferos (ROSANDER et al., 2008). Muitas pesquisas experimentais e
clinicas mostram sua eficacia 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
neurdnios sensoriais, inibindo a ativagdo dos receptores TRPV1 (PEREZ-
BURGOS et al., 2015).

Desta forma, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito de L. reuteri
DSM 17938 em lesbes gastricas induzidas pelo etanol, e avaliar se o seu
possivel mecanismo de acéo esté relacionado a inibicdo da ativacdo de TRPV1
pelo etanol, e consequente reducdo de SP, minimizando o estresse oxidativo e

a lesao gastrica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ESTOMAGO

O estdmago, presente no trato gastrointestinal superior, desempenha
importante funcdo na digestdo dos alimentos e sua entrega ao intestino, para
que haja a absorcéo dos nutrientes necessarios ao organismo. Além disto, este
orgao envia sinais que ajudam a coordenar a fome e saciedade (WILLET; MILLS,
2016).

2.1.1 Aspectos Morfolégicos

O estbmago pode ser anatomicamente subdividido em trés regides
topograficas: Fundo, corpo e antro, sendo limitado na porcdo superior pelo
esfincter esofagiano inferior (Cardia), e pelo esfincter pilérico, na por¢ao inferior
do estbmago (HOGBEN et al., 1974), como demonstrado na figura 1.

Figura 1- Representacéo ilustrativa das regifes anatdmicas do estdbmago

| cardia’|

Esofago

[FUNDO

\Eloro<1

Duodeno . Mucosa
glandular
oxintica

Mucosa
glandular |
pilérica

“

Autoria propria, 2017

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

regides glandulares: Area oxintica, compreendendo 80% da superficie gastrica
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proximal do estbmago (Fundo e corpo), e mucosa antral ou pilérica, que

compreende 20% da area total do 6rgao (CHOI et al., 2014).

A figura 2 representa um corte transversal da parede géastrica, expondo
os diferentes tecidos que a constituem. Histologicamente, a parede do estbmago

pode ser subdividida nas seguintes camadas teciduais:

v Camada mucosa—> Camada mais interna, composta por tecido
epitelial prismatico simples, formando as glandulas gastricas, e
pela lamina proépria (tecido conjuntivo);

v' Camada submucosa—> Constituida por tecido conjuntivo frouxo
irrigado por vasos sanguineos e plexo nervoso;

v' Camada muscular-> Composta pelas camadas musculares
obliqua, circular, longitudinal e pelo plexo mioentérico;

v Camada serosa—> Camada mais externa, formada por tecido
conectivo. (BOCK; RICHARDS; WITTS, 1963; OWEN, 1986)

Figura 2- Representacdo ilustrativa da parede gastrica e das células da glandula gastrica
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Imagem: Modificada e adaptada de Encyclopaedia Britannica, Inc, 2003.

As glandulas oxinticas da camada mucosa, presentes na superficie

interna corpo e fundo do estbmago, 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 s&o constituidas principalmente por células parietais
(secretoras de acido cloridrico e fator intrinseco), células principais ou pépticas
(secretoras de pepsinogénio), localizadas mais profundamente (PRINZ et al.,
1992; CHOI et al., 2014), como ilustrado na figura 2. A porcdo oxintica ainda
possui as células D, que secretam somatostatina, e células tipo- enterocromafim,
que secretam histamina e estdo associadas a secrecao gastrica (ZAKI et al.,
2002; PRINZ et al., 1993; SCHUBERT; PEURA, 2008). A mucosa pilérica (antro
gastrico) ndo apresenta células parietais, mas possui as células G ou
enteroenddcrinas, que estimulam a liberagdo do horménio gastrina, também
importante para o controle da secrecdo gastrica (SAFFOURI et al., 1979;
SCHUBERT; PEURA, 2008; SCHUBERT, 2015).

O estbmago ainda possui o Sistema Nervoso Entérico (SNE),
responsavel pela liberacdo de mediadores envolvidos na regulacéo fisiologica da
secrecdo gastrica, motilidade, protecdo e resposta a excitacdes quimicas e
mecanicas (GREEN; DOCKRAY, 1988; CLARKE; DAVISON, 1978;
BERTHOUD; POWLEY, 1992).

2.1.2 Fisiologia da secrec¢ao gastrica

Uma das principais fun¢des secretorias do estbmago € a secrecao de
acido gastrico, que tem a capacidade de eliminar microrganismos e inibir o
crescimento bacteriano, promover a digestdo de proteinas e facilitar a absorcao
de ferro, célcio 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 secrecao gastrica é regulada pela via neuronal, através da acetilcolina,
via paracrina, por meio da histamina, e enddcrina, através da gastrina
(MCINTOSH et al., 1981; WALDUM et al., 1991). Com a chegada do alimento ao
estbmago, ocorre uma distensao na regido antral e no fundo deste 6rgao, que
leva a ativacdo de receptores de estiramento, que intensificam as respostas

secretoras, por meio da liberacdo de gastrina pelas células G, e liberacdo de
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acetilcolina e histamina (GROSSMAN; ROBERTSON; VY, 1948; SCHUBERT;
MAKHLOUF, 1993; WEIGERT et al., 1997; RAMSAY; CARR, 2011). As células
parietais possuem receptores especificos para acetilcolina (receptores
muscarinicos do tipo 3- Ms), para histamina (receptores histaminérgicos do tipo
2- H2) e gastrina (receptor de colecistocinina do tipo do tipo 2- CCK?2) (PFEIFFER
et al., 1990; MAJOR; SCHOLES, 1978; KOPIN et al., 1992; SCHUBERT, 2016).

A ativacao de neurdnios intrinsecos provoca a liberacédo de acetilcolina,
que ativa receptores Ms, e induz a liberacao de Ca*™ na porcao apical das células
secretoras, que culmina no aumento de secrecdo de H+ por troca ativa com K*,
e facilita a inser¢cdo de mais bombas de protons (H+/K+- ATPase), uma enzima
gue provoca o transporte ativo de prétons H* na membrana apical das células
parietais (AIHARA et al., 2005). Além disto, novos estudos mostram que a
secrecdo acida também pode ser regulada por meio de receptores Mas, que
inibem a liberac@o de somatostatina, minimizando os efeitos inibitorios da acidez
gastrica (TAKEUCHI et al., 2016).

A liberacdo de histamina pelas células tipo-enterocromafim leva a
ativacao de receptores Hz nas células parietais, que provoca a elevagéo de AMP
ciclico, que causa, por meio da liberacdo de Ca**, exocitose de vesiculas ricas
em H+/K+- ATPase para a membrana apical das células parietais, trocando-o
por K* (SAHOO et al., 2017). Receptores histaminicos do tipo 3 também estéo
associados com o aumento da secrecdo acida, por inibir somatostatina
(VUYYURU; SCHUBERT, 1997).

A gastrina € o principal hormoénio estimulatério de secre¢éo na digestédo
alimentar, que medeia suas acdes pelo receptor CCK2, que além de estar
presente e estimular secrecdo nas ceélulas parietais por liberacdo de Ca**, este
receptor esta presente em células do tipo- enterocromafim, e quando ativados
estimulam a secrecdo de histamina por essas células, o que contribui
indiretamente para o aumento da secrecao (TRIPATHI et al., 2015; SCHUBERT,
2016).

Além destes principais agentes estimulantes da secrecdo gastrica no
organismo, a grelina e a motilina contribuem para o aumento da acidez gastrica,
através da liberacdo de histamina (MASUDA et al., 2000; KONTUREK et al.,
1976; SCHUBERT, 2016). O sulfeto de hidrogénio, mediador gasoso envolvido
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na protecdo gastrica, também contribui para o aumento da secrecdo gastrica
diretamente nas células parietais, por mecanismos intracelulares que envolvem
a via dos canais de Katp e ativacdo de AMP ciclico, que culmina no aumento da
acidez géstrica, devido ao aumento de prétons H* (SUN et al., 2016).

A inibicéo fisioldgica da acidez gastrica ocorre por meio da liberacéo de
somatostatina das células D, que atuam sobre as células G, reduzindo a
liberacdo da gastrina. Além disto, agonistas do receptor GLP-1 inibem a
secrec¢ao gastrica e diminuem a concentracdo de glicose pés-prandial (RAPTIS
et al., 1975; SMITS et al., 2016; SCHUBERT, 2016).

2.1.3 Fatores de defesa da mucosa gastrica

A mucosa gastrica é continuamente exposta a fatores agressivos
enddgenos, como acido cloridrico, pepsina e sais biliares presentes no ambiente
estomacal, e € susceptivel ao contato com fatores externos nocivos a mucosa,
como bebidas alcéolicas, medicamentos (AINE’'S e Bifosfonatos) e bactérias
(WALLACE, 2008; BLANK et al.,, 1997). A mucosa do estbmago apresenta
elementos de defesa contra os agentes nocivos em condi¢des fisiologicas 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- Representacéo ilustrativa dos fatores de protecdo da mucosa gastrica
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A figura ilustra os mecanismos de defesa da mucosa géstrica pré-epiteliais (PRE), 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 microcirculagdo (vasos sanguineos) e nervos sensoriais. Agentes
moduladores importantes para a manutencao da mucosa gastrica, como os mediadores gasosos
(Oxido nitrico-NO; Sulfeto de Hidrogénio- H2S; Mondxido de Carbono- CO), e as prostaglandinas
(PG), também estao representados. Autoria propria, 2017.

2.1.3.1 Fatores de defesa pré-epiteliais

A camada de muco e bicarbonato é considerada um fator de protecao pré-
epitelial mecénica da mucosa gastrica, atuando como primeira linha de defesa
contra agentes agressores externos e contra o proprio suco géastrico (ROSS;
TURNBERG,1983; LAINE et al., 2008). O muco, um gel viscoso e aderente,
secretado no estdbmago, 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 agua e 5% de mucinas, que sao
glicoproteinas, que se polimerizam em um gel viscoso, € que possuem a
capacidade de reter o bicarbonato secretado pelas células epiteliais (ATUMA et
al., 2001). MUC5AC e MUCS6 sao produtos de genes da mucina gastrica, que se
polimerizam, formando multimeros de mucina, e formam uma camada de muco
interna € uma camada de muco livre na mucosa do estdmago (OTA;
KATSUYAMA, 1992; GENDLER; SPICER, 1995; ATUMA et al., 2001; ALLEN;
FLEMSTROM, 2005). A secrecdo de muco pelas células epiteliais € estimulada
pelos horménios gastrina, secretina e pelas prostaglandinas E2 (PGE:z) 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 familia de peptideos (TFF), que é secretado juntamente com
0 muco, pelas células epiteliais da mucosa gastrica (SANDS; PODOLSKY, 1996)
e estdo 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 pelicula surfactante de
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fosfolipidios, criando uma natureza hidrofobica, que retarda a difusdo de H*
(SHUCHUN et al., 1996; TARNAWSKI et al., 2013; LAINE et al., 2008).

As células epiteliais presentes nesta camada de muco secretam
bicarbonato (HCOs ), liberando-o para o intersticio das células parietais
(secretoras de acido cloridrico), onde tamponam o excesso de H*, ocasionando
um pH neutro préximo ao epitélio, enquanto a faixa de pH do lumen géstrico esta
entre 1 e 2 (FLEMSTROM; GARNER, 1982).

Esta camada mucosa do estbmago apresenta concentracoes
significantes de glutationa reduzida, um agente sulfidrico ndo-proteico, que
protege a mucosa, prevenindo a acao toxica 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 gastrica néo
sdo capazes de protegé-la, o componente epitelial atua como uma segunda
barreira de defesa. As células epiteliais formam uma barreira que impede a
difusdo do acido gastrico, da pepsina e outros agentes agressores, por estarem
intimamente interligadas por juncdes comunicantes e pela presenca de
fosfolipidios nestas células (VALNES et al., 1984; KWIECIEN et al., 2014).

Além destas células serem capazes de secretar muco, bicarbonato e
produzirem prostaglandinas, em condicfes estressantes, como a presenca de
espécies reativas de oxigénio, fatores de transcricdo das proteinas do choque
térmico (HSPs) sdo gerados, o que impede a desnaturacdo proteica, evitando a
apoptose das células epiteliais (MORIMOTO, 1998; LEUNG et al.,, 2015). O
epitélio também secreta fatores TFFs, que regulam a reepitelizagdo e defesa
epitelial (HERNANDEZ et al., 2009; YANDRAPU; SAROSIEK, 2015).
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2.1.3.3 Fatores de defesa subepiteliais

v" Microcirculacédo

O fluxo sanguineo € requerido para a entrega de nutrientes, oxigénio,
hormdnios gastrointestinais e manutencéo da integridade da mucosa géstrica,
sendo importante para a producdo de muco, bicarbonato, e protecdo contra
agentes agressores (STARLINGER et al., 1981; HUI et al., 1993; YANDRAPU,
SAROSIEK, 2015; TARNAWSKI et al., 2012). A microcirculacdo responde a
agentes agressores que penetram a camada sub-epitelial, com o aumento do
fluxo sanguineo, impedindo que esses agentes danosos alcancem camadas
mais profundas da mucosa (HOLZER et al., 1991a; TARNAWSKI et al., 2012).

O endotélio vascular da mucosa gastrica tem a capacidade de gerar
vasodilatadores potentes como os mediadores gasosos enddgenos 6xido nitrico
(NO), sulfeto de hidrogénio (H2S), monoxido de carbono (CO), prostaciclina
(PGI2) e prostaglandina E2 (PGE-2) para proteger a mucosa e a microvasculatura
de agentes constritores e agressores, mantendo a perfusdo tecidual
(MACNAUGHTON et al., 1989; PAPAPETROPOULOS et al., 2009; SHIBUYA et
al., 2009; THORUP et al., 1999; GERBER et al., 1982; YANDRAPU; SAROSIEK,
2015).

v Inervacéao sensorial

O sistema nervoso entérico também desempenha fungdes importantes
na mucosa gastrica, podendo ser influenciado por diferentes mediadores
(HOLZER et al., 1991a; HOLZER et al., 1991b). A mucosa gastrica e 0s vasos
submucosos séo inervados por neurdnios sensoriais aferentes, e suas fibras
alcancam as células epiteliais (STROFF et al., 1995; LAINE et al., 2008). Estas
terminacdes nervosas detectam a presenca de acido, e a ativacao destes nervos

afeta as arteriolas submucosas, e regulam o fluxo sanguineo (GUTH, 1992).

Os receptores TRPV1, presentes nesses neurdnios aferentes primarios,
guando ativados por pequenas doses de seus agonistas, desempenham
atividade gastroprotetora, aumentando o fluxo sanguineo e secre¢do de muco e

bicarbonato, e seus terminais periféricos podem liberar neuropeptidios como a
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substancia P e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), um
poderoso vasodilatador. (WARZECHA et al., 2011; SZOLCSANYI; BARTHO,
2001). Porém, uma ativacdo exacerbada deste receptor prejudica a hiperemia, e
causa danos a mucosa gastrica (LAINE et al., 2008; GAZZIERE et al., 2007). Os
efeitos do vasodilatador CGRP s&o mediados pelo 6xido nitrico, tendo assim um
importante papel para a regulacdo da protecdo da mucosa gastrica (ABDEL-
SALAM et al., 1999). A literatura também mostra que em parte os efeitos
citoprotetores da ativacdo dos neurdnios sensoriais € dependente de
prostaglandinas enddgenas (TAKEUCHI et al., 2003).

2.1.4 Moduladores da mucosa gastrica

Hoje sabe-se que moléculas gasosas como o 6xido nitrico, sulfeto de
hidrogénio e monoxido de carbono desempenham papéis fisiologicos na
manutencao gastrica e protecdo contra agentes agressores (MAGIEROWSKI et
al., 2015).

O 6xido nitrico pode ser produzido pelo endotélio vascular, células
epiteliais e nervos sensoriais, através da atividade da enzima sintase de Oxido
Nitrico neuronal (nNOS), endotelial (eNOS) e induzida (iNOS), responsavel pela
grande producdo de NO, presente em macrofagos, neutrofilos e células
endoteliais (MA; WALLACE, 2000). O 6xido nitrico € um regulador da secrec¢éo
de muco no estdbmago de grande importancia, e age através da estimulacao da
adenilato ciclase nas células epiteliais (BROWN et al., 1993; KWIECIEN et al.,
2014). Este mediador gasoso ativa a enzima guanilato ciclase, levando a
formacao de GMP ciclico, que ativa proteinas quinase G, e dispara uma cascata
de fosforilacdo para promover vasodilatacdo (DENNINGER; MARLETTA, 1999;
MONCADA et al., 1991; BRZOZOWSKI et al., 2008). Este mediador gasoso
também estimula a sintese de prostaglandinas, levando ao aumento de muco e
bicarbonato, e participa do processo de cicatrizagdo de Ulceras gastricas
(BRZOZOWSKI et al., 1997a; BRZOZOWSKI et al., 1997b; MA; WALLACE,
2000). Poréem, em altas concentracdes, o NO esta associado com umaresposta
inflamatdria na mucosa géstrica, bem como alteragdes na barreira de muco
protetora (SHAH et al., 2004).
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Estudos mostram que outros mediadores gasosos enddgenos como o
sulfeto de hidrogénio e monodxido de carbono estdo igualmente envolvidos na
manutencdo e protecdo gastrica, como a modulacdo do endotélio vascular
géastrico (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 fisiolégicos na mucosa gastrica
(MILLER et al., 2001; LI et al., 2009; LUCETTI et al., 2017).

As prostaglandinas, especialmente a prostaglandina E2 (PGE2) e
prostaciclina Iz (PGl2), também s&o importantes na regulagédo da integridade da
mucosa, secrec¢do de muco e bicarbonato, regulacéo do fluxo sanguineo e da
secrecdo acida (HALL; VAN DEN HOVEN, 1987; TAKEUCHI, 2014). Estas sao
produzidas a partir do acido araquidonico dos fosfolipidios das membranas
celulares pela isoenzima ciclooxigenase-1 (COX-1), e a inibicdo de sua producao
provoca o surgimento de Ulceras gastricas (CRYER; FELDMAN, 1999; SINHA et
al, 2015)

2.1.5 Defesas antioxidantes da mucosa

Outro mecanismo de defesa que organismo possui para a manutencgéo da
mucosa gastrica contra agentes lesivos enddgenos ou exdgenos, sao sistemas
antioxidantes enddégenos como superoxido dismutase, catalase glutationa
peroxidase, glutationa-redutase e glutationa (L-y-glutamil-L-cistenilglicina)
(BHATTACHARYYA et al., 2014), como esquematizado na Figura 4.

Figura 4: Sistema antioxidante enddgeno
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Defesas antioxidantes no organismo. Efeito das enzimas antioxidantes superéxido dismutase
(SOD) presente no citosol e nas mitocdndrias, da catalase (CAT) nos peroxissomos, da glutationa
peroxidase(GPx) presenta nas mitocondrias, glutationa-redutase (GR) na eliminagéo de espécies
reativas de oxigénio. Autoria propria, 2017.

Espécies reativas de oxigénio sao radicais livres produtos do
metabolismo normal celular, ou podem ser geradas devido a componentes
externos téxicos (INDO et al., 2007; WEINBERG et al., 2010; GONZALEZ;
PARIENTE; SALIDO, 2007; BELHADJ et al., 2014). Os radicais superoxido (Oz"
) e peroxido de hidrogénio (H202) sdo os mais comuns, sendo 0S primeiros
altamente reativos e com periodo de vida curto, enquanto o H202 apresenta
menos reatividade, o que lhe d& mais tempo para se locomover ao nucleo 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 proteinas, lipideos, polissacarideos, DNA, e
desencadeiam a via intrinseca 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
producao de radicais NO-« se tornam deletérios ao organismo, pois a reagao do
NO-+ com o Oz gera o peroxinitrito (ONOO-), que é altamente reativo, podendo
reagir com grupamentos de proteinas celulares, lipidios ou DNA (RUBBO et al.,
1994; SZABO; OHSHIMA, 1997; BURNEY et al., 1999; PACHER et al., 2007).
Devido a esses efeitos deletérios, as células desenvolveram um sistema
antioxidante para eliminacdo desses radicais livres, composto pela superéxido
dismutase (SOD), Catalase (CAT) e glutationa (GSH) (SALIN; MCCORD, 1975;
MICHIELS et al., 1994; APEL, 2004).

A Superoxido Dismutase sdo metaloenzimas que catalisam a reacéo de
dismutacdo que transformam &anions superoxido em peréxido de hidrogénio,
desempenhando um importante papel na eliminacdo de espécies reativas de
oxigénio (GETZOFF et al., 1983). Os mamiferos possuem 3 isoformas de SOD,
de acordo com o metal em seu sitio ativo: a CuzZn-SOD (Cobre e zinco; SOD1),
a Mn-SOD (Manganés; SOD2) e a SOD extracelular ou EC-SOD (Ferro) (MELOV
et al., 1998; SCANDALIOS, 1993). A reducéao da atividade de SOD esta
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relacionada com a Ulcera gastrica, confirmando os efeitos prejudiciais de
espécies reativas de oxigénio e a importancia do sistema antioxidante (NAITO et
al., 1992; GOTZ et al., 1996; BHATTACHARYYA et al., 2014).

A enzima tetramérica Catalase, encontrada nos peroxissomos, presente
em todos os organismos vivos, converte H202 em H20 e O2 sem para iSso
desgastar agentes redutores celulares (AEBI, 1984). Ela metaboliza o H202 de
forma rapida e eficiente, tendo um papel importante contra os efeitos toxicos do
peréxido de hidrogénio (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 H202 a H20 e lipidios hidroperéxidos (ROOH+) em alcoois
estaveis, apresentando importante papel na protecdo das células contra os
efeitos do perdxido de hidrogénio. Ja 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 reducéo de H20:2 a
H20. Além disto, este tripeptideo reage de modo ndo enzimatico com o radical
hidroxila, N2Os, e com o peroxinitrito, tendo assim uma atividade antioxidante
propria (GRIFFITH, 1999). O seu nucleo do residuo cistenilglicina tem a
capacidade de reagir com um elétron ndo pareado de um radical livre, formando
um radical GS« que é dimerizado em GSSG, que é entdo reduzido pela glutationa
redutase novamente em GSH (KRETZSCHMAR, 1996; JUNIOR et al., 1998). A

glutationa detoxifica hidroperoxidos a partir da seguinte reacéo:

2 GSH + ROOH+ — GSSG + ROH + H20 (SHAN et al, 1990).

Desta forma, vé-se a importancia deste sistema antioxidante endégeno, e
gue uma reducao dos niveis destes componentes antioxidantes leva ao aumento
do estresse oxidativo e lesdo celular, causando injarias como gastrite e Ulcera

gastrica.
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2.2 ULCERA GASTRICA

As Ulceras gastricas sdo definidas como lesdes na mucosa que se
estendem até 5 mm de diametro, podendo afetar camadas mais internas (HUNT
et al., 2015). Os principais sinais e sintomas das Ulceras sdo dor epigastrica,
queimacao e desconforto, porém muitas vezes ela ndo apresenta sintomatologia
clinica, e em alguns casos complicacdes como hemorragia e perfuracdo podem
aparecer, sendo responsavel pelos casos de internacédo hospitalar (SIPPONEN
et al., 1990; BARKUN; LEONTIADIS, 2010).

A Ulcera péptica esta relacionada com a perda da qualidade de vida e
produtividade no trabalho, gerando grandes gastos para os sistemas de saude
(BARKUN; LEONTIADIS, 2010). No Brasil, segundo o Sistema de Informacdes
Hospitalares do Sistema Unico de Salde (SIH-SUS), s6 nos anos de 2014 a
2016 as Uulceras géstricas e duodenais geraram um gasto de 37.523.154,77
reais, sendo registrado um numero de 34.443 internacfes hospitalares devido a
Ulceras neste periodo. O namero de 6bitos registrados no sistema foi de 3.065,
sendo a regido sudeste do pais a com maior numero de casos e 6bitos pela
doenca ulcerosa.

Visto isto, percebe-se que esta desordem gastrointestinal € um grande
problema de saulde publica, que afeta a qualidade de vida de muitos brasileiros,
e estudos que visem diminuir os efeitos desta injuria ou preveni-la, podem
contribuir para a diminuicdo dos casos e gastos gerados pela doenca e suas

complicagoes.

2.2.1 Etiologia da ulcera gastrica

As Ulceras gastricas sdo desordens comuns do trato gastrointestinal, que
ocorrem devido a um desequilibrio entre fatores agressores a mucosa gastrica
(acido gastrico, secrecao de pepsina, radicais livres, leucotrienos, endotelinas, e
fatores exdgenos) e fatores defensivos (Muco gastrico, bicarbonato, fluxo
sanguineo normal, prostaglandina E2, o 6xido nitrico, e enzimas antioxidantes)
(TYTGAT, 2000; SHEEBA et al., 2016). Com a diminuicdo da protecao da
mucosa gastrica, a secrecdo normal de acido cloridrico e pepsina podem lesionar
esta regidao (HARBISON; DEMPSEY, 2005).
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O aumento na incidéncia das ulceras gastricas dar-se principalmente
devido a exposicao a fatores agressivos exdgenos para a mucosa gastrica 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 doenca é a
infeccdo por Helicobacter pylori, que diminuiu nos ultimos anos devido a
diminuicdo da infeccdo pela bactéria. No entanto, o consumo abusivo de élcool
e AINES, além do envelhecimento populacional, tém contribuido para o aumento
da sua incidéncia e o surgimento de complicacbes (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 ULCERA GASTRICA INDUZIDA PELO ETANOL

2.3.1 Consumo excessivo de alcool

O consumo excessivo de alcool vem se mostrando como um grande
problema de saude publica, visto que s6 ano de 2012, mais de 3 milhdes de
mortes foram atribuidas a seu consumo elevado, de acordo com a Organizacao
Mundial da saude (WHO, 2014). Ainda segundo dados da mesma organizacéo,
em 2010, 16% da populacdo apresentaram um comportamento abusivo de
alcool. De acordo com o Center for Behavioral Health Statistics and Quality
(2016), em 2015, 138,3 milh6es de pessoas acima de 12 anos eram USUArios
frequentes do alcool nos Estados Unidos. Além disso, 17,3 milhdes americanos
alegam abuso no consumo de alcool em 2015. No Brasil, do ano de 2006 a 2012,
segundo o Il Levantamento Nacional de Alcool e Drogas (LENAD), houve um
aumento no numero de pessoas que consomem de forma nociva esta droga,
com ingestéo de quatro unidades de alcool para mulheres e cinco unidades para
homens, em um periodo de até duas horas (LARANJEIRA et al., 2014).

Muitos disturbios agudos e crbénicos sado advindos do consumo abusivo
desta substancia, como distirbios do trato gastrointestinal (WHO, 2014),

especialmente as Ulceras géastricas, que podem gerar complicacdes, se ndo
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tratadas. Como o alcool € uma das drogas psicoativas mais abusadas e aceitas
pela populagdo, a injuria gastrica devido a este agente é uma questdo
preocupante (NELSON; MCNALL, 2016).

2.3.2 Efeitos do etanol na mucosa gastrica

A ingestdao de grande quantidade de etanol, presente nas bebidas
alcéolicas, tem a capacidade de lesar diretamente a mucosa do estdmago,
resultando em uma gastrite do tipo hemorragica, causando edema, hemorragias

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

Figura 5- Corte histol6gico da mucosa géstrica de camundongo apds ingestédo de etanol 50%
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Fotomicrografia dos efeitos do tratamento agudo com etanol a 50% em na mucosa gastrica. O
etanol causou na mucosa uma lesé@o do tipo hemorragica, com perca celular e edema. Aumento
de 200x. Autoria propria, 2017.

. O etanol também estimula a producdo de mediadores inflamatorios
como leucotrienos, prostanoides e produtos de mastocitos, que cooperam para
a gravidade da injaria (WALLACE et al., 1985; PESKAR et al., 1988). Além disso,
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outros fatores contribuem para a lesdo gastrica causada pelo etanol. Uma
importante via ligada a sua patogénese na lesdo gastrica € através da geracao
de espécies reativas de oxigénio (MIZUI et al., 1987; CHOI et al., 2016).

Este agente causa este tipo de injuria por mecanismos que envolvem
diferentes mediadores, alterando fatores de protecdo gastrica, como a producao
de muco e a circulacdo sanguinea, geracdo de radicais livres, aumento da
peroxidacao lipidica, diminuicdo da proliferacdo celular e resposta inflamatéria
aumentada, e aumenta a liberacdo 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 géstrica, abolindo a hidrofobicidade e o efeito tamp&o do bicarbonato,
deixando as células da mucosa expostas ao acido (MORRIS, 1981). Além disso,
o etanol aumenta a permeabilidade vascular, causa estase do fluxo sanguineo,
e consequente hiperemia no local, o que contribui para a lesdo hemorragica
(GUTH et al., 1984).

Ainda, o etanol esta relacionado com a diminui¢cao dos grupos sulfidrilas,
gue sdo importantes para eliminagcdo de EROs e manutencdo das membranas
celulares (MILLER et al., 1985). As EROs geradas pelo etanol também causam
ainda uma diminuicdo das enzimas antioxidantes SOD, CAT e da glutationa
(BAST etal., 1991; HALLIWELL et al., 1995).

Além disso, sabe-se que a mucosa gastrica € inervada por neurbnios
sensoriais aferentes, e sua ativacdo afeta as arteriolas submucosas, que
regulam o fluxo sanguineo, por meio da liberacdo de neuromoduladores comoa
substéancia P e o CGRP (LAINE et al., 2008). Os receptores TRPV1, presentes
nesses neurdnios sao ativados pelo etanol, o que pode ser determinante para as

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

estresse oxidativo da leséo gastrica induzida por etanol

Os Receptores de Potencial Transitério (TRP) fazem parte da familia de
canais ionicos, e podem ser ativados por diversos mecanismos, variando na
seletividade aos cations (SCHAEFER, 2005). Esses canais idnicos sédo formados
por 6 dominios transmembranares, que tem a permeabilidade para cations,
principalmente calcio, onde a abertura destes TRP provoca o influxo dos ions.
Os ions Ca** possuem uma importante funcdo em muitos processos celulares,
como a contracdo muscular, liberagcdo de transmissores, proliferacdo celular,
transcricdo genética e morte celular (BERRIDGE et al., 2000; LATORRE et al.,
2009).

O TRPV1 é um transdutor polimodal da familia TRP, que tem alta
permeabilidade a ions de célcio. Ele pode ser ativado pela capsaicina, lipidios,
endocanabindides e calor nocivo, que provocam a liberacdo de substancia P
(SP), neuroquinina A e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CRGP)
(CATERINA et al., 1997; ZYGMUNT et al., 1999). O TRPV1 parece patrticipar
também na fisiopatologia de doencas ulcerosas do trato gastrointestinal, como o
refluxo gastroesofagico, a colite ulcerativa e Ulcera gastrica (GUARINO et al.,
2010; HOLZER, 2008; GAZZIERI et al., 2007).

Estudos comprovaram que o etanol é capaz de ativar 0s receptores
TRPV1, provavelmente presentes nos neurbnios aferentes da mucosa gastrica,
e que a ativacdo deste receptor leva a liberacdo de taquicininas, como a
Substéncia P, através do influxo de calcio, e essas substéncias levam ao
extravasamento plasmatico e infiltracdo de granulécitos, sendo os principais
causadores da inflamacdo neurogénica e nocicepgcdo 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

guando ativado estimula a secrecéo acida gastrica em ratos.

A administracdo da substancia P, um neuropeptidio da familia das
taquicininas, exacerba a lesdo causada pelo etanol, e antagonistas do receptor
acoplado a proteina G deste neuropeptidio, o receptor de neuroquinina 1 (NK1),
reduzem as lesGes causadas por etanol (KARMELI et al., 1991). Este receptor é

encontrado no sistema nervoso entérico, plexo mioentérico, masculo liso e
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fibroblastos do trato gastrointestinal, onde medeia as acfes da SP (STERNINI et
al., 1995; SMITH et al., 2000). Além disso, esse receptor é expresso nas células
epiteliais géstricas, proximo as fibras nervosas sensoriais de onde séo liberadas
as taquicininas que irdo ativa-lo e promover geracdo de EROs no epitélio gastrico
(VIGNA et al., 1989; GAZZIERI et al., 2007). A substancia P atua diretamente na
vasculatura gastrica, diminuindo o fluxo sanguineo da mucosa e liberando
leucotrienos, como o Leucotrieno C4 por meio da degranulacdo de mastocitos
da mucosa, e assim os danos gastricos sao exacerbados (HAYASHI et al., 1996;
YOKOTANI; FUJIWARA, 1985).

O trabalho de GAZZIERI e colaboradores (2007), mostra que a ativacao
do receptor TRPV1 pelo etanol nas terminagdes nervosas da mucosa, provocam
a liberacdo da substancia P, e que a geracao das lesdes hemorragicas acontece
por um mecanismo dependente do receptor TRPV1. Sabe-se que a geracao de
radicais livres estd relacionada com a ativacdo do receptor de NK1 pela
substancia P em lesdes inflamatorias de outros 6rgéos (SPRINGER; FISCHER,
2003), e sabendo-se que a geracdo de espécies reativas de oxigénio esta
intimamente ligada as lesdes hemorragicas géastricas do etanol, GAZZIERI e
colaboradores (2007) sugerem que o etanol aumenta a geracdo de EROs por
mecanismo dependente do TRPV1, liberacdo de SP e ativacédo do receptor de
NK1 nas células epiteliais gastricas, jA& que antagonistas destes receptores
aboliram a formacgéao de EROs.

Dessa forma, substancias que atuam inibindo a ativacdo destes
receptores tem um grande potencial na prevencdo e tratamento de lesGes
gastricas geradas pelo etanol. A figura 6 abaixo ilustra os principais mecanismos
envolvidos na lesédo géastrica causada pelo etanol, desde a ativacédo do receptor

TRPV1, até as alteracdes encontradas na mucosa.
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Figura 6- Representacao dos mecanismos do etanol na lesédo gastrica.
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O etanol ativa e estimula o receptor TRPV1 presente nos neurbnios sensoriais a liberar
substancia P, que ativa os receptores NKiR ou NK1 nas células epiteliais. A ativacdo deste
receptor leva a geracéo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que provocam danos celulares.
Os radicais de oxigénio reagem com o0 Oxido nitrico (NO) e formam o peroxinitrito (ONOO"), que
levam a peroxidacao lipidica, formacdo de MDA e 4-HNE que reagem com componentes
celulares. Concomitante a isto, ha uma diminuicdo das defesas antioxidantes. Autoria propria,
2017.

2.3.4- Estresse oxidativo na lesédo gastrica induzida por etanol

Estes danos na mucosa gastrica sao causados por efeito toxico direto do
etanol e seus metabdlitos, e ou devido a geragdo de EROs como o superoxido,
peréxido de hidrogénio e radicais de 6xido nitrico, que danificam biomoléculas
importantes, como &acido nucléico, lipidios, proteinas, acidos graxos poli-
insaturados e DNA (CERUTTI, 1991; RUBBO et al., 1994; GIESEG; DUGGAN;
GEBICKI, 2000; TAMBOLI; MORE, 2016). Além disso, simultaneamente a
producédo destes radicais, ha a diminui¢cdo da atividade antioxidante, contribuindo

ainda mais para a leséo tecidual.

Estes radicais causam peroxidacdo dos componentes lipidicos da
membrana celular, e formacgéo de radicais de acido graxo, que se prende a carga
de molécula de oxigénio na geracao do radical peroxil, que tem a capacidade de

separar atomos de hidrogénio para gerar peroxidos lipidicos (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 lipidios,
e a instabilidade quimica dos peroxidos lipidicos, rapidamente estes radicais
reagem com a maioria dos lipidios ha membrana celular (GIESEG; DUGGAN;
GEBICKI, 2000; KWIECIEN et al., 2014). Os peroxidos lipidicos séao
metabolizados, via caminho de oxidacdo B para malondialdeido e 4-
hidroxinonenal, que reagem com grupos de proteinas celulares de tiol e amina,
resultando em distarbios metabdlitos das células (GUTTERIDGE; QUINLAN,
1983; ESTERBAUER; CHEESEMAN, 1991; KWIECIEN et al., 2010; AWASTHI
et al., 2003).

O aumento destes radicais livres, juntamente com a inibicdo das enzimas
antioxidantes como a CAT e SOD, e deplecédo 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 gastrica principalmente através da geracdo de radicas livres, e
substancias que eliminam espécies reativas de oxigénio como N-acetilcisteina,
acido lipoico e acido ascorbico, diminuem drasticamente os danos na mucosa

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

GAZZIERI et al., 2007 ainda mostram em seu trabalho que apesar do
pequeno aumento de neutréfilos causados pela administragcdo de etanol ou
substéancia P, estes ndo séo os responsaveis pelo aumento de EROs nesse tipo
de lesdo. Além disso, etanol estimulou a formacéo de radicais livres na parte

superficial da mucosa géstrica, onde ndo havia infiltracdo neutrofilica.

2.4. ABORDAGEM TERAPEUTICA DAS ULCERAS GASTRICAS

Uma das principais abordagens terapéuticas para o tratamento das
Ulceras pépticas € o controle farmacologico da secrecdo do acido gastrico,
através de antagonistas dos receptores da histamina tipo 2 (Hz2) (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 substituidas por uma classe que inibe a secrecéo
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de forma mais potente, como inibidores da bomba de prétons 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 ultima classe de farmacos,
se utilizada a longo prazo pode gerar efeitos adversos como hipersensibilidade,
arritmia, doencas hematopoiéticas e impoténcia (ABRAHAM, 2012; SHEEN;
TRIADAFILOPOULOS, 2011).

Devido a esses efeitos adversos relacionados ao tratamento convencional
da ulcera gastrica, € de grande importancia a pesquisa de novas substancias
que atuem de forma eficaz, e por mecanismos que causem menos efeitos
colaterais aos pacientes. Além disso, sabendo-se que a geracdo de espécies
reativas de oxigénio € uma das principais vias de lesdo géstrica advindas do
consumo de alcool, um importante fator ocasionador de Ulceras pépticas
atualmente, produtos que tenham a capacidade de diminuir o estresse oxidativo,
seja por mecanismos antioxidantes, ou inibindo a via de geracdo desses radicais
livres, através do bloqueio do receptor da substancia P ou do receptor TRPV1,
sdo potenciais candidatos no tratamento e prevencdo desse tipo de leséo

hemorragica.

Atualmente, probidticos vém sendo muito estudados, devido a seus
comprovados efeitos benéficos a satde humana e animal, principalmente no
trato gastrointestinal. Pesquisas apontam que estes microrganismos apresentam
atividade antiulcerogénica contra diversos agentes, como o etanol (KHODER et
al., 2016).

2.5. PROBIOTICOS NA SAUDE DO TRATO GASTROINTESTINAL

Probidticos s&o microrganismos que quando administrados em
quantidades adequadas conferem beneficios a saude do hospedeiro, e muitos
sdo propostos como terapia opcional para diversas doencas do trato
gastrointestinal (HILL et al., 2014). De acordo com RIJKERS e colaboradores
(2011), nas duas Ultimas décadas houve um aumento no interesse das
pesquisas clinicas e experimentais com probioticos, com artigos publicados em
revistas médicas e cientificas de alto impacto. E importante salientar que ja foi

demonstrado que microrganismos mortos também conferem efeitos benéficos, e
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certos mecanismos de acdo, como a entrega de enzimas ao intestino, podem
nao necessitar destas células vivas (SANDERS, 2008; HARZALLAH; BELHADJ,
2013).

Varios estudos demonstram que bactérias medeiam seus efeitos por meio
de diferentes mecanismos, como a modulagdo da microbiota intestinal,
sintetizando e potenciando a biodisponibilidade de nutrientes, podendo ser
aplicados principalmente no tratamento e prevencéao de infeccdes e doencas do
TGl (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 TGlI, especialmente no
intestino delgado séo os do género Lactobacillus, que compreende um grupo de
bactérias gram-positivas, anaerébias facultativas, com morfologia bacilar, e que
produzem acido lactico como produto final do metabolismo da lactose, e de
outros carboidratos (FU; MATHEWS, 1999; PATTEN; LAWS, 2015). Além disso,
estas bactérias podem estabelecer relagdes simbidticas com o hospedeiro,
estimulando o sistema imune, e tem a capacidade de produzir antimicrobianos
ou peroxido de hidrogénio, que podem eliminar patégenos gastricos e intestinais
(LJUNGH; WADSTROM, 2006; HAILESELASSIE et al., 2016; COMAN et al.,
2014; LANGA et al., 2018; DORE et al., 2016). Este grupo de bactérias sdo as
mais estudadas quanto aos efeitos na saude humana e animal, principalmente
do trato gastrointestinal, apresentando grande potencial farmacoldgico e
imunomodulatério. Os probiéticos do género Lactobacillus mais comumente
utilizados sao 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 estbmago humano é um o6rgdo 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 estébmago,
especialmente as do género Lactobacillus (BIK et al., 2006; ROOS et al., 2005),
e dessa forma, podem exercer efeitos benéficos na mucosa gastrica. Muitos
estudos indicam que probidticos podem ser utilizados no tratamento de Ulceras
pépticas, e erradicagdo 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-clinicos com estes microrganismos demonstram que: A
administracéo de 10° unidades formadoras de colbénias (UFC) de Lactobacillus
rhamnosus GG protege a mucosa gastrica dos danos induzidos por etanol (LAM
et al, 2007); A suplementacdo com Lactobacillus fermentum atenua a lesao
induzida por HCI/Ethanol (SUO et al., 2016); O Lactobacillus acidophilus
apresenta atividade gastroprotetora na lesédo gastrica induzida por indometacina
(LAZO et al., 2007); Uma mistura diversas cepas probidticas na lesdo induzida
por aspirina (SENOL et al., 2011a) e por etanol (SENOL et al., 2011b).

Além disso, foi evidenciada a protecéo gastrica de bactérias acido-lacticas
e seus produtos fermentados, como o iogurte contendo Lactobacillus gasseri
OLL2716, que protege o estbmago da injaria por Hcl (UCHIDA; KURAKAZU,
2004), e o leite de soja fermentado contendo 10° UFC de Lactobacillus paracasei
e Lactobacillus plantarum. (LIU et al., 2009). A maioria destes estudos mostram
que o uso destes probidticos diminui os niveis de substancia P e peroxidagao
lipidica causada por agentes agressores ao estdmago, como o etanol, e
aumentam os niveis 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 prevencao de danos gastricos
causados por etanol, ainda existem poucos estudos com estes microrganismos
na protecdo gastrica. Visto que estes possuem baixos efeitos toxicos, grande
seguranca e efeitos benéficos comprovados ao TGI, eles sdo potenciais

candidatos na protecdo do estdbmago contra ulceras

2.6. Lactobacillus reuteri DSM 17 938

O Lactobacillus reuteri € 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 resisténcia a enzimas proteoliticas e
viaveis em uma ampla faixa de pH, com capacidade de produzir compostos
hidrossollveis como a reuterina e reutereciclina, que apresentam atividade

antimicrobiana de amplo espectro, além de produzir compostos organicos que
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regulam as respostas imunolégicas do hospedeiro (TALARICO et al., 1988;
GANZLE et al., 2000; THOMAS et al., 2016), e muitas de suas cepas S&0
consideradas probidticas, sendo amplamente utilizadas clinicamente. E
importante destacar que cepas probioticas exercem seus efeitos no hospedeiro
através de uma variedade de mecanismos que s&o Unicos para cada estirpe de
cada espécie (PENNER et al., 2005).

Figura 7- Células de Lactobacillus reuteri DSM 17938.

Microscopia eletrénica de varredura evidenciando o formato bacilar das células de L. reuteri DSM
17938. GRANDE et al., 2017.

Para sua colonizacéo e acédo no TGI, os lactobacilos utilizam proteinas de
ligagdo ao muco como mecanismo de aderéncia no hospedeiro, e as cepas de
L. reuteri apresentam em seu genoma 0s genes destas proteinas, importantes
para sua fixacdo na mucosa, porém que apresentam heterogeneidade entre as
estirpes (MACKENZIE et al., 2010). Quanto aos mecanismos pelos quais esta
espécie produz atividade biolégica, estudos mostram que ambas as estirpes
desta bactéria produzem reuterina, através da desidrogenacao do glicerol, que
€ capaz de induzir o estresse oxidativo em muitos patégenos do trato
gastrointestinal (TALARICO et al., 1988)

Este lactobacilo que tem sido usado por muitos anos com seguranga como
suplementacao probidtica, e muitos efeitos benéficos do TGI tém sido atribuidos
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ao L. reuteri, através de estudos pré-clinicos e clinicos, como a reducéao das
colicas infantis (SAVINO et al., 2007), efeitos benéficos na constipacdo e na
diarreia  (OUWEHAND et al.,, 2002), protecdo contra gastroenterites
(SHORNIKOVA et al., 1997), e imunomodulacdo do trato gastrointestinal
(VALEUR et al., 2004). Além disso, sua suplementacdo € bem tolerada por
criancas, idosos e pessoas imunocomprometidas, sendo considerado um

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

A estirpe de L. reuteri DSM 17938 € derivada da cepa L. reuteri ATCC
55730, estirpe com atividades promotoras da saude bem documentadas,
comercialmente disponivel, porém que apresenta grande resisténcia a
antibidticos, como a resisténcia a Beta-lactamases, com risco de transferéncia
desta resisténcia a outras bactérias patdogenas (ROSANDER et al., 2008;
EGERVARN et al., 2007). A partir da remog&o de plasmideos contendo genes
de resisténcia a antibidticos, Rosander e colaboradores (2008) observaram em
seus estudos que o DSM 17938, possui 0 mesmo padrao de fermentacéao,
producdo de reuterina, morfologia, taxa de crescimento, tolerancia a &acido,

aderéncia ao muco que a cepa mae, ATCC 55730.

O L. reuteri DSM 17938, é comercialmente disponibilizado como L. reuteri
Protectis, com ja demonstrada eficacia na terapéutica de muitas doencas, como
no tratamento e prevencdo da diarreia em criancas (WANKE; SZAJEWSKA,
2012; KOLODZIEJ; SZAJEWSKA, 2017), na diminui¢do da célica infantil (CHAU
et al., 2015; SAVINO et al.,, 2010), na reducdo da constipacdo crbénica
(COCCORULLO et al., 2010), na prevencdo da enterocolite necrozante
(HUNTER et al., 2012), e no tratamento de gastroenterites (SZAJEWSKA et al.,
2014). Além disso, o uso de 102 Unidades Formadoras de Colbnia (UFC) de
Lactobacillus reuteri DSM 17938 por 8 semanas apresentou alta taxa de
erradicacao de Helicobacter pylori na mucosa gastrica, principal fator de risco
para desenvolvimento de gastrite crénica (DORE et al., 2016). Uma outra
atividade benéfica gastrica que o probidtico apresenta € a diminuicdo da
frequéncia de regurgitacdo e aumento do esvaziamento gastrico, em criancas

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

Os efeitos de DSM 17938 no trato gastrointestinal, além da producéo de
antimicrobianos como a reuterina, sdo ocasionados principalmente devido a

estimulacdo do sistema imune, como mostrado em estudos experimentais,
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através da modulacéo das respostas de células dendriticas (HAILESELASSIE et
al., 2016). No modelo de enterocolite necrosante experimental, esta estirpe de
L. reuteri reduziu significativamente a inflamacéao intestinal, inibindo a expresséo
do receptor TLR4 e NF-KB, além de modular as células T efetoras e T
reguladoras, mostrando que pelo menos em parte 0 sistema imune mucoso
desempenha um importante papel nos efeitos benéficos provocados pelo
probiético (LIU et al., 2012; LIU et al., 2014).

Recentemente, Perez-Burgos e colaboradores (2015), relataram em seu
trabalho que a bactéria em questdo, DSM 17938, inibe a expresséo do receptor
TRPV1, mecanismo envolvido em sua atividade antinociceptiva em roedores
tratados com 1 x 10° UFC por 9 nove dias. A literatura também relata que o
Lactobacillus casei e Lactobacillus fermentum inibem a expressédo de TRPV1 em
seu efeito terapéutico intestinal (ZHAO et al., 2015; SUO, et al., 2014).

Desta forma, vé-se que o L. reuteri DSM 17938 apresenta grande
potencial terapéutico devido a suas caracteristicas adaptativas ao trato
gastrointestinal e seguranca clinica, sua modulacdo do sistema imune, e
antagonismo dos efeitos deletérios causados pela ativacdo do receptor TRPV1,
sendo potencial candidato para o estudo de gastropatias, como a lesédo gastrica
induzida por etanol.
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3 OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do Lactobacillus reuteri DSM 17 938 na lesdo gastrica induzida
por etanol, e estudar se 0s possiveis mecanismos gastroprotetores estao
relacionados com a inibicdo da ativacdo do receptor TRPV1 e/ou NK1, com

consequente diminuigdo do estresse oxidativo.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Verificar a atividade gastroprotetora de Lactobacillus reuteri DSM 17938,

no modelo de leséo gastrica aguda induzida por etanol em camundongos;

v Investigar a possivel inibicdo da ativacdo do receptor TRPV1 por
Lactobacillus reuteri, no modelo de lesdo gastrica aguda induzida por

etanol em camundongos;

v' Investigar a possivel inibicdo da ativacdo do receptor NK1 por
Lactobacillus reuteri, no modelo de lesédo gastrica aguda induzida pela

coadministracédo de Substancia P e etanol em camundongos;

v Determinar os niveis de substancia P na mucosa apés o tratamento com

Lactobacillus reuteri DSM 17 938, na leséo gastrica induzida por etanol;

v Verificar um possivel efeito protetor da suplementacéo por Lactobacillus
reuteri DSM 17 938 na mucosa gastrica, através da dosagem de
marcadores do estresse oxidativo, como a concentracdo de
Malondialdeido (MDA), e de enzimas antioxidantes, como a glutationa
reduzida (GSH), e Superdxido dismutase (SOD) e metabdlitos do oxido

nitrico (nitrito/nitrato);

v' Avaliar a influéncia da suplementacdo com Lactobacillus reuteri na

secrecdo de muco e acido gastrico.
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4 MATERIAL E METODOS

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 substancia 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 quimicos utilizados foram
de grau analitico, e comprados de fornecedores comerciais padrdo. 1 miligrama
de RTX foi dissolvido em 1 mL de etanol 95% e armazenado a -20° C. Quando
necessario, essa solucdo foi diluida em salina (0,9%), para obter a
concentracdo requerida. WIN 62,577 foi dissolvida em DMSO, e os outros

compostos em salina, quando necessario.

4.2 ANIMAIS

Foram utilizados neste estudo camundongos da espécie Mus musculus,
linhagem swiss (fémeas e machos), com peso entre 20-25 gramas em todos 0s
experimentos. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas, em ambiente
com fotoperiodo de 12 horas, temperatura de aproximadamente 22 °C, com agua
e racdo comercial ofertadas ad libitum. Além disso, os animais foram privados
de alimentagdo 18 a 20 horas antes da realizagdo dos experimentos, por

recomendacao dos protocolos experimentais utilizados.

Os procedimentos foram executados como especificado pelo Guia de
Cuidado e Uso com Animais de Laboratorio (National Institute of Health,
Bethesda, MD, USA). O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da UFPI (CEEA-UFPI), sob o nimero de protocolo

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

Abaixo esta ilustrado o delineamento experimental realizado no presente
trabalho (Figura 8), ilustrando as administracdes realizadas nos animais, bem
como as metodologias realizadas. No plano experimental serdo utilizados como
controles animais que serdo pré-tratados apenas com solugdo salina 0,9% por via
oral sem inducdo de lesdo gastrica, e com inducdo de lesdo com etanol a 50%.

Esses grupos serdo analisados comparativamente com 0s grupos testados.

Figura 8. Representacdo esquemética do delineamento experimental realizado
no presente trabalho

B B 2%
salina \ salina 160 pui/25g de 160 pi/25g de 160 pi/25g de
Lactobacillus reuteri Lactobacillus reuteri Lactobacillus reuteri
(10% UFC) v.o. (10° UFC ) v.0./3 dias (10 UFC ) v.0./3 dias
Durante 3, 7 ou 14 dias
1h .E);C' 2 24 h ap6s o o ,. 24 h ap6s o
24ﬁ"lt?ri"‘(5)5 o D l altimo } 1 daltimo
tratamento / A& tratamento
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V"L* . . / 30 min
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A imagem acima esquematiza os tratamentos que foram administrados nos camundongos, e
testes que foram realizados para as avaliacdes deste trabalho.
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4.4. ATIVIDADE DA SUPLEMENTACAO POR LACTOBACILLUS REUTERI
DSM 17 938 NA LESAO GASTRICA INDUZIDA POR ETANOL

Para a investigacdo de um possivel efeito protetor do L. reuteri na mucosa
géstrica, foi utilizado o protocolo de lesdo gastrica induzida por etanol de Robert
e colaboradores (1979), com modificacdes. Inicialmente, os camundongos (n=5-
7) foram pré-tratados, através da suplementacdo com 108 UFC por grama de
peso por dia de Lactobacillus reuteri DSM 17 938 liofilizadas (correspondendo a
160 pl do probidtico comercial) por via oral (v.0.) durante 3, 7 ou 14 dias. Neste
mesmo periodo de tempo, outros animais foram tratados com solugéo salina por
v.0., sendo utilizados como grupo controle saudavel (n=5-7) e controle lesado
(n=5-7).

4.4.1. Inducédo da leséo gastrica por etanol e analise macroscépica das lesdes

Os animais pré-tratados com L. reuteri, foram submetidos a administracao
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 ap6s o ultimo dia da suplementacao
com o L. reuteri ou salina. Eles foram eutanasiados uma hora apdés a inducao da

leséo por etanol.

Foi realizada uma incisédo abdominal para a remoc¢ao do estdmago, que
foi cuidadosamente lavado e aberto ao longo da curvatura maior, estirado em um
suporte para ser fotografado com camera digital (Canon Profissional Eos Rebel
EF-S 18-135, 18MP) para a analise macroscopica (MEDEIROS, 2009). A area
das les6es hemorragicas foi analisada por meio do software Image J versao 2.1.
Também foram retiradas amostras do corpo do estdbmago para analises

histolégicas e dosagens bioquimicas de todos 0s grupos.

Os demais testes foram realizados com 3 dias de pré-tratamento com L.
reuteri, visto que este menor tempo de suplementagcdo mostrou atividade

gastroprotetora significativa na lesdo gastrica induzida por etanol.
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4.5. AVALIACAO DO POSSIVEL ENVOLVIMENTO DO RECEPTOR TRPV1 NO
EFEITO GASTROPTOTETOR DE L. reuteri DSM 17 938 NA LESAO GASTRICA
INDUZIDA POR ETANOL

Sabendo-se que o L. reuteri DSM 17 938 tem a capacidade de modular o
receptor TRPV1, inibindo sua ativacdo, e promovendo assim sua atividade
antinociceptiva visceral, este trabalho também objetivou-se avaliar uma possivel
modulacdo deste receptor sensorial ha mucosa gastrica lesionada por etanol,

visto que este agente lesivo atua ativando o TRPV1.

Para tal fim, foi investigado o envolvimento deste receptor através da sua
ativacdo com seus agonistas seletivos, a capsaicina e a resiniferatoxina (RTX),
ambos na dose de 3 nmol/kg, conforme TRAMONTANA e colaboradores
(1994), com modificacdes. Os animais foram suplementados com Lactobacillus
reuteri, e 24 horas apdés o ultimo dia do tratamento, estes foram tratados com 3
nmol/kg de capsaicina juntamente com etanol a 50%, ou RTX via intragastrica,
e 30 minutos depois seguido da administracdo de etanol a 50%. Apds uma hora

os animais foram eutanasiados conforme ja descrito no item 4.4.1.

4.6. AVALIACAO DO POSSIVEL ENVOLVIMENTO DO RECEPTOR NK1 NO
EFEITO GASTROPTOTETOR DE L. reuteri DSM 17 938 NA LESAO GASTRICA
INDUZIDA POR ETANOL

Com o intuito de avaliar se o efeito protetor da suplementacdo com L.
reuteri DSM 17 938 € devida a uma possivel inibicdo da ativacdo de NK1,
receptor necessario para os efeitos deletérios da substancia P na mucosa
gastrica, avaliou-se o efeito da lesédo gastrica induzida pela administracdo de SP

e etanol.

Inicialmente, os animais foram suplementados com Lactobacillus reuteri
como descrito nas sec¢fes anteriores, ou com 0 antagonista da substancia P,
WIN-62577 (20 mg/kg i.p.). Os camundongos foram entdo tratados com
Substancia P na dose 1 uymol/L para 20 g, via i.p., imediatamente seguida da
administracdo intragastrica de etanol a 50%, conforme KARMELI et al. (1991),
com modificagcdes. Apos uma hora, os animais foram eutanasiados como ja
descrito no item 4.4.1. A coadministracdo de substancia P e etanol aumenta o
indice de leséo gastrica causada por etanol, e substancias que antagonizam o

receptor NK1 minimizam estes efeitos lesivos.
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4.7 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Fragmentos do estdmago dos animais foram colhidos e fixados em
formol a 10 % por 24 horas, para analise histolégica. O material biologico foi
desidratado em concentracdes crescentes de &lcool etilico, processado e
emblocado em parafina. Posteriormente foram obtidos cortes que foram
transferidos para laminas, e corados com hematoxilina-eosina, e armazenados

para posterior analise no microscopio optico.

Para a andlise histopatolégica dos estbmagos, de acordo com Laine e
Weinstein (1988), foram avaliadas os escores de: perda de células epiteliais (0-
3), edema na superficie da mucosa (0-4), hemorragia (0-4) e infiltracdo de células

inflamatérias (0-3), sendo 14 o escore histopatol6gico maximo.

4.8 IMUNO-HISTOQUIMICA PARA O RECEPTOR TRPV1

Para confirmar a modulacédo da expressdo do TRPV1 na mucosa gastrica
de camundongos tratados com L. reuteri, foi realizada a técnica de imuno-
histoquimica. Amostras do tecido gastrico foram retiradas e fixadas em formol a
10%, e realizados os procedimentos para processamento e cortes histoldgicos
descritos anteriormente. Os cortes foram desparafinizados, reidratados e
submetidos a recuperacdo antigénica, e colocados solucdo de bloqueios de
ligacdo inespecificos (leite desnatado a 1% em PBS; e solugéo de bloqueio de
peroxidase endogena: H202 3% diluida em metanol). As amostras foram ent&o
lavadas em PBS e incubadas com anticorpos policlonais de TRPV1 de coelho
diluidos 1: 1000 overnight a 4 ° C. As laminas de tecido foram lavadas, incubadas
com um anticorpo secundario biotinilado (1:400) em PBS-BSA, lavadas
novamente e foram incubadas com um conjugado de avidina-biotina-peroxidase
e substrato de peroxidase para analise com o cromdgeno 3,3' Diaminobenzidina
tetrahidrocloreto (DAB), que forneceu a lamina a cor marrom tipica da reagéo.
As laminas foram contrastadas com a hematoxilina de Harris. As secbes de
controle negativo foram processadas aomesmo tempo como descrito, mas sem
anticorpo TRPV1 (BUCKINX et al., 2013).
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4.8.1 Analise da imuno-histoquimica para TRPV1

As imagens para a andlise foram adquiridas de uma camera com um
sistema de aquisicdo LAZ 3.5 (LEICA DM1000, Alemanha) acoplado a um
microscopio de luz. As imagens microscopicas resultantes foram submetidas a

subtracao de fundo e correcéo de cor.

A intensidade de coloracdo do TRPV1 foi estimada com o software
ImageJ versao 2.1, de acordo com o método qualitativo e ndo subjetivo descrito
por Helps e colaboradores (2012). Os vetores de componentes de hematoxilina
e DAB foram separados em imagens de secao, com uma ampliacao final de 100
x, pelo plugin ImageJ Color deconvolution (H-DAB). Este método demonstra uma
correlacdo linear entre o aumento da concentracdo de anticorpos e o peso DAB
(DABwt) (HARFORD-WRIGHT et al., 2014). Os resultados sao expressos como
DABwt%.

4.9 MENSURACAO DOS NIVEIS DE SUBSTANCIA P

O conteudo de SP no tecido géstrico foi analisado por meio de um
imunoensaio enzimatico utilizando um kit comercialmente disponivel pela
Cayman Chemicals (Ann Arbor, Ml, EUA). O teste do tipo ELISA competitivo foi
utilizado para a pesquisa do antigeno nas amostras. A substancia P foi
quantificada a partir da sua habilidade em competir com a Substancia P
conjugada a acetilcolinesterase para um namero limitado de locais de ligagdo de

anticorpo especificos para Substancia P.

Para isso, primeiramente 0s poc¢os da placa foram pré-incubados com
IgG anti-coelho monoclonal, onde foi adicionado 50 ul de anticorpo para
substéancia P, 50 ul de substancia P conjugada, 50 ul de homogenato da amostra
ou do padrao, onde cada amostra foi diluida e testada em triplicata. Apos isso, a
placa é lavada para remocao dos reagentes néo ligados, e entdo € adicionado
em cada poc¢o 200 ul do Reagente Ellman (que contém o substrato para AChE e
5,5-ditio-bis-2-nitrobenzdico, e produzem acido 5-tio-2-nitrobenzéico). O produto
desta reacdo enzimatica tem uma cor amarela, que pode ser lida a 412 nm. A
intensidade desta cor, determinada espectrofotometricamente, € proporcional a

quantidade de Substancia P conjugada ligada ao poco, que € inversamente
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proporcional a quantidade de Substancia P livre presente no poco durante a

incubacao.

4. 10 DETERMINACOES BIOQUIMICAS A PARTIR DA MUCOSA GASTRICA
DOS CAMUNDONGOS

Todos os grupos foram analisados quanto ao nivel de estresse oxidativo,
capacidade antioxidante, bem como mensuracao dos niveis de metabolitos do
oxido nitrico, por meio de dosagens bioquimicas a partir do tecido coletado apés
a eutanasia. Foram utilizados para essas analises os tecidos dos corpos dos
estdbmagos dos animais tratados, que foram entéo pesados e homogeneizados

para serem realizadas as dosagens.

4.10.1. Determinacéo dos niveis de malondialdeido (MDA) na mucosa gastrica

Para mensurar a injuria tecidual ocorrida nos tecidos apds os tratamentos,
a metodologia foi feita de acordo com Mihara & Uchiyama (1978). Amostras da
regido glandular do estomago foram homogeneizadas a 10% em KCl a 1,15%, e
aliquotas de 250 ul do homogenato foram adicionadas a tubos contendo 1,5 mL
de H3POs a 1% e 500 pl de uma solucao de &cido tiobarbittrico. A mistura foi
aguecida em banho-maria a 100°C, e depois do resfriamento foram adicionados
2 mL de n-butanol, e feita a centrifugacdo das amostras. Nesta andlise, a
absorbancia do sobrenadante foi mensurada em 520 e 535 nm. As

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

4.10.2. Determinacdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH) na mucosa

gastrica

A concentragdo de glutationa reduzida nos tecidos do estdbmago como
sulfidrilos ndo protéicos, foi estimada utilizando a técnica descrita por SEDLAK
& LINDSAY (1968). Um fragmento glandular de cada estdmago foi
homogeneizado em EDTA 0,02 M (1 mL/100 mg de tecido). Em seguida, foram

misturados 400 uL do homogeneizado de tecido com 320 pL de agua destilada
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e 80 uL de acido tricloroacético 50% (p/v), e centrifugados a 3000 rpm durante

15 minutos. Foram misturados quatrocentos microlitros dos sobrenadantes
resultantes com 800 uL de tampéao Tris-HCI (0,4 M, pH 8,9) e 20 pL de acido 5,5-
ditio-bis (2-nitrobenzdico) (DTNB; 0,01 M). Posteriormente, as amostras foram
agitadas durante 3 min, e a absorbancia a 412 nm foi medida num
espectrofotometro. A concentracado de GSH foi expressa como ug de GSH/g de

tecido Umido.

4.10.3. Determinacéo dos niveis da superoxido dismutase (SOD) na mucosa

gastrica

A concentracdo da superoxido dismutase foi mensurada utilizando um
ensaio espectrofotométrico modificado (DAS et al., 2000). Neste método, a
atividade enzimética € calculada pela quantidade de SOD capaz de inibir a
formacdo de nitrito em 50%. Para isso, um fragmento glandular de cada
estbmago foi homogeneizado em 1 mL/100 mg de tampéao de fosfato de tecido
(50 nM, pH 7,4). 100 uL do homogeneizado foram adicionados a 1110 yL de
tampdao de fosfato, 75 pL de L-metionina (20 mM), 40 pL de Triton X-100 (1%
v/v), 75 pL de cloreto de hidroxilamina (10 mM) e 100 uL de EDTA (50 uM). Esta
solucéo foi incubada num banho maria a 37 ° C durante 5 minutos, depois foram
adicionados 80 uL de solucédo de riboflavina (50 uM) e expostos a luz durante 10
minutos. A partir desta solugéo, foram retirados 100 yL da amostra e outros 100
ML de reagente de Griess foram adicionados em pocos, e apos 10 minutos, a
absorbéancia foi lida a 550 nm por espectrofotometria em um leitor de ELISA.
Além disso, a quantidade de proteinas totais foi determinada com um kit
comercial da Labtest. Os resultados foram expressos como U SOD/ug de
proteina.

4.10.4 Mensuracao dos niveis de nitrito e nitrato (Nox)

Para mensuracdo de Nox, faz-se sua medida de forma indireta, através
de seus metabolitos, 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 KCI 0,15 M (1 mL/100 mg de tecido), e o
homogenato foi centrifugado sob refrigeragéo. Depois, 100 yL do sobrenadante
foram misturados com 100 pL de reagente de Griess. A absorbancia a 540 nm
foi medida apd6s 10 minutos de incubacdo. Os niveis de nitrato/nitrito foram

expressos como micromoles de nitrito e nitrato (NOX).

4.11 QUANTIFICACAO DO MUCO ADERIDO A MUCOSA GASTRICA

O muco aderido a parede gastrica no modelo de lesdo gastrica induzida
por etanol foi determinado conforme CORNE e colaboradores (1974).
Inicialmente os animais foram tratados e foi induzida lesdo gastrica por etanol,
conforme ja demonstrado acima. A fim de se quantificar o muco do tecido
gastrico, a regido glandular do estdmago foi separada, pesada e imersa em 10
mL do corante de Alcian Blue a 0,1%, que tem afinidade em corar mucina, por
um periodo de 2 horas. ApOs isto, estas amostras do estdbmago foram
submetidas a duas lavagens sucessivas em sacarose a 0,25M, com duracéo de
15 e 45 minutos, para ser removido o excesso do corante. Depois deste
procedimento, estas por¢cbes dos estdmagos foram transferidas para uma
solucdo contendo 10 mL de MgCl2 0,5M, em um periodo de 2 horas, para extrair-
se o0 corante complexado com 0 muco na parede glandular. Foi realizada uma
emulsdo a partir de 4ml do sobrenadante desta solucédo alcian blue e 4ml de éter
etilico, que foi centrifugada a 3600 rpm por 10 minutos. As absorbancias das

por¢cdes do estbmago coradas foram lidas no espectrofotbmetro a 598 nm.

4.12 SECRECAO ACIDA GASTRICA

O método de ligadura de piloro foi utilizado para avaliar a secrecao de
acido gastrico (SHAY et al., 1945). Inicialmente, os camundongos foram
suplementados com L. reuteri e solucdo salina. Apés 24 horas de jejum, 0s
animais foram anestesiados via i.p. com uma combinacdo 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 solucéo salina foi injetada no
limen duodenal em camundongos que receberam L. reuteri, solugdo salina ou

etanol a 50%. Em outro grupo, o omeprazol (5 mg/kg) também foi injetado no
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[limen duodenal. Apés 4 horas, os animais foram sacrificados, os estbmagos
foram abertos e o contetdo gastrico foi coletado. A acidez total do suco gastrico
foi avaliada com 0,01 N de NaOH, utilizando 2% de fenolftaleina como indicador,

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

4.13 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como meédia + SEM de pelo menos cinco
animais por grupo, e foi realizada através do software GraphPad Prism 6,
utilizando-se a analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Newman-
Keuls, quando necessario. Além disso, o teste ndo paramétrico de Kruskal
Wallis, seguido do teste de Dunn, foi utilizado em analises histopatoldgicas. A
diferenca 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 GASTRICOS
INDUZIDOS PELO ETANOL

A suplementacdo com L. reuteri impediu significativamente a leséo
gastrica induzida pelo etanol. A Figura 9 mostra as fotografias e a figura 10 a
analise macroscopica da mucosa gastrica. Os camundongos tratados com
apenas com etanol a 50% (0,5 mL/25 g v.0), apresentaram dano gastrico
altamente significativo (19,920 + 1,650 mm? de &area de lesdo hemorragica;
figura 9, B; figura 10), em comparacdo com 0s animais tratados somente com

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

O pré-tratamento com L. reuteri durante 3, 7 e 14 dias causou uma
protecao altamente significante na mucosa gastrica na leséo 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 area
da lesdo (1.940 + 1.121 mm?), com taxa de inibicdo da lesdo de 90,26%, todos
0S outros protocolos experimentais para avaliar os possiveis mecanismos de

protecdo gastrica foram realizados com 3 dias de pré-tratamento com L. reuteri.
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Figura 9: Efeitos macroscoépicos da suplementacéo com L. reuteri DSM 17938 na lesdo gastrica

induzida por etanol

SALINA

Imagens macroscopicas da lesdo gastrica 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
administracdo de etanol 50%. As setas (=) indicam as lesdes hemorragicas na mucosa do

estdbmago.
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Figura 10: Analise macroscopica da suplementagéo com L. reuteri DSM 17938 na lesdo gastrica

induzida por etanol
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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 gastricos
hemorragicos induzidos pela administragdo de etanol a 50%. Os resultados foram expressos
como média + S. E. M. n=5-7 camundongos por grupo. ¥P<0.0001 quando comparado com o
grupo saudavel; **P<0.0001 quando comparado com o grupo etanol. Analise de variancia e

teste de Newman-Keuls foram utilizados para a avalia¢éo.
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5.2 AVALIACAO DA INIBICAO DA ATIVACAO DO RECEPTOR TRPV1 NOS
EFEITOS PROTETORES DO Lactobacillus reuteri DSM 17938 EM LESOES
GASTRICAS INDUZIDAS PELO ETANOL

Para investigar o possivel envolvimento da inibicdo da ativagdo do
receptor TRPV1 na protecdo mediada por L. reuteri contra lesdes gastricas
agudas induzidas pelo etanol, o efeito do tratamento com o0s agonistas
seletivos para TRPV1, Capsaicina e RTX (3 nmol/kg v.0.) com etanol 50% em
animais suplementados com L. reuteri foi avaliado. A figura 11 mostra
macroscopicamente o resultado dos tratamentos na mucosa do estdmago dos
animais. A avaliacdo macroscopica feita a partir destas imagens revelou que o
tratamento com capsaicina juntamente com etanol ou RTX e etanol
apresentaram lesdes significativas (8,827+ 1,425 e 13,800 + 2,753 mm? de area
de lesdo hemorragica, respectivamente, figura 12), revertendo os efeitos protetores
da suplementacéo com L. reuteri. Ainda, vé-se que o RTX foi mais potente que
a capsaicina na diminuicdo dos efeitos benéficos do probidticos na mucosa

géstrica (figura 12).

Figura 11:Efeitos macroscépicos da suplementagdo com L. reuteri DSM 17938 nos animais

tratados com capsaicina ou resiniferatoxina e etanol

SALINA
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Imagens macroscoépicas do efeito dos tratamentos na lesdo gastrica 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.0 de Capsaicina (CAP) e etanol. E: Camundongos suplementados
com 108 UFC/g de peso/dia de Lactobacillus reuteri e tratados com RTX seguido da
administragdo de etanol 50%. As setas (=) indicam as lesdes hemorragicas na mucosa do

estébmago.

Figura 12: Efeito do tratamento com capsaicina ou RTX sobre os efeitos protetores de L.

reuteri DSM 17938 na lesédo gastrica induzida por etanol
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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. ¥P<0.0001 quando comparado com o grupo saudavel; ***P<0.0001
guando comparado com o grupo etanol; # P<0,01 e #P<0.0001 quando comparado com 0 grupo

DSM. Analise de variancia e teste de Newman-Keuls foram utilizados para a avaliacéo.
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5.3 AVALIACAO DA INIBICAO DA ATIVACAO DO RECEPTOR NK1 NOS
EFEITOS PROTETORES DO Lactobacillus reuteri DSM 17938 EM LESOES
GASTRICAS INDUZIDAS PELO ETANOL

De forma a investigar o possivel envolvimento da inibicdo da ativacao do
receptor NK1 na protecdo da mucosa gastrica mediada por L. reuteri,
administrou-se Substéancia P (1 ymol/L para 20 g i.p.) imediatamente antes ao
etanol 50%. Como se vé na figura 13 (D) e figura 14, a coadministracdo de SP
e etanol causou grande dano hemorragico a mucosa gastrica dos animais
(22,130+ 2,92 mm?), e o pré-tratamento com L. reuteri (13, E) ndo protegeu a
mucosa nestas circunstancias (17,420+ 1,28 mm?). O antagonista do receptor
NK1, WIN 62,577 foi capaz de reverter a area de lesdo gastrica causada por SP
coadministrada com etanol de forma significativa (2,673 0,63 mm?), como

demonstrado nas figuras 13 (F) e 14.

Figura 13: Efeitos macroscopicos da suplementacdo com L. reuteri DSM 17938 nos animais

tratados com Substancia P e etanol
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Imagens macroscoépicas do efeito dos tratamentos na lesdo gastrica 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 ymol/L para 20 g i.p. antes da administracao
de etanol 50%. E: Camundongos suplementados com 108 UFC/g de peso/dia de Lactobacillus
reuteri e tratados com SP seguido da administracdo de etanol 50%. F: Camundongos pré-
tratados com WIN 62,577 e tratados com SP seguido da administracdo de etanol 50%. As

setas (=) indicam as les6es hemorragicas na mucosa do estdmago.

Figura 14: Efeito do tratamento com SP sobre os efeitos protetores de L. reuteri DSM 17938 na

lesdo gastrica induzida por etanol
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O agonista do receptor NK1 (SP) coadministrado com etanol a 50% causou lesdo gastrica
significativa nos animais tratados. A administragdo de 108 UFC/g de peso/dia de Lactobacillus
reuteri DSM 17938 (DSM) ndo protegeu a mucosa gastrica na lesdo induzida pela
coadministracdo de SP e etanol. Os resultados foram expressos como média + S. E. M. n=5-7
camundongos por grupo. ¥*P<0.0001 quando comparado com o grupo normal; ***P<0.0001
guando comparado com o grupo etanol; #P<0.0001 quando comparado com o grupo DSM.

Analise de variancia e teste de Newman-Keuls foram utilizados para a avaliagédo.
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5.4 EFEITO DO Lactobacillus reuteri DSM 17938 NAS ALTERACOES
HISTOPATOLOGICAS CAUSADAS PELO ETANOL NA MUCOSA GASTRICA

A avaliacdo histologica confirmou que nenhum dano foi observado na
mucosa gastrica de camundongos tratados somente com solucéo salina (Figura
15, A e B). Os animais tratados com etanol a 50% exibiram a mucosa gastrica
danificada, com perda de células epiteliais, edema e hemorragia (Figura 15, C-
D). A suplementacdo com L. reuteri inibiu significativamente estes efeitos
deletérios microscépicos causados pelo etanol na mucosa gastrica (Figura 15,
E-F). A administracdo de RTX com etanol a 50% reverteu significativamente os
efeitos protetores do L. reuteri nha mucosa gastrica, como demonstrado nas
fotomicrografias (Figura 15, G-H). Ja a coadministracdo de SP e etanol causou
danos microscopicos na mucosa do estbmago que o pré-tratamento com L.

reuteri ndo foi capaz prevenir (Figura 15, I-J).

A tabela 1 apresenta a pontuacdo dos escores histopatologicos dos
animais tratados de acordo com os critérios de LAINE & WEINSTEIN (1998),
gue sédo: escores de hemorragia (0-4), edema (0-4), perda de células epiteliais
(0-3) e infiltrado inflamatério (0-3). O somatério total destes escores
demonstrou que o etanol aumentou de forma significativa esses parametros
histopatologicos. L. reuteri diminui os escores microscopicos de forma
significativa, porém a administracdo de RTX reverteu esse resultado. L. reuteri
ndo foi capaz de diminuir as alteracdes histopatoldgicas causadas pela
coadministracdo de SP e etanol. Estes resultados microscopicos corroboram

com os achados macroscépicos.



64

Figura 15: Alteracdes histopatoldgicas na mucosa do estdmago na leséo géastrica induzida por

etanol em camundongos
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Fotomicrografias de sec¢Bes da mucosa gastrica. Imagens com aumento de 100x (A, C, E, G, 1),
e com aumento de 400x (B, D, F, H e J). Barra de 100 ym. Painel A-B: Grupo controle salina,
evidenciando a integridade da mucosa; C-D: Grupo lesado (etanol 50%); E-F: Suplementacéo
com L. reuteri (108 UFC/g de peso/dia) na lesdo gastrica 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 lesdo gastrica induzida por Substancia P e etanol. Setas continuas

(3 edema; Tags (#): perda de células epiteliais; Asterisco (*): hemorragia.
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Tabela 1- Andlises histopatoldgicas da lesdo gastrica induzida por etanol em camundongos

Grupo Dano Edema Perda de Infiltrado Total
experimental hemorragico (Escore 0-4) células inflamatério  (Escore 0-
(n=5-8) (Escore 0-4) epiteliais (Escore 0-3) 14)

(Escore 0-3)

Salina 0 0 0 0 0

Etanol 3(3-4)¥ 4(3-4)¥ 3(2-3) ¥ 1(0-1) 9(9-11) ¥¥
L. reuteri + 1(0-1) 0,5 (0-1)" 1 (0-1) 1(0-1) 3(0-3)"

Etanol
L. reuteri + 3 (3-4)* 4 (3-4)% 3 (2-3)* 1(0-1) 9 (7-10)*
RTX+ Etanol

L reuteri 3(2-3) 4 (2-4)% 3 (2-3)* 1(0-2) 9 (8-10)*
+SP+ Etanol

Os dados apresentados séo medianas com 0s escores minimos e maximos (indicados entre

parénteses). O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn, foram

utilizados para as comparagdes mdltiplas na avaliagdo histolégica. ¥P<0,05 e *¥P<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 EXPRESSAO DO
RECEPTOR TRPV1 NO DANO GASTRICO INDUZIDO PELO ETANOL

Os tecidos géstricos dos animais tratados com salina, etanol e L. reuteri
foram examinados por meio de imuno-histoquimica para determinar a
localizag&o 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 coloracdo DAB foi evidente na mucosa gastrica apos tratamento com etanol
50%, com areas marcadas na superficie do epitélio e na submucosa (16, C e D).
Contudo, a intensidade de coloracdo TRPV1 mais baixa foi observada em

camundongos tratados com DSM (16, E e F).

Conforme mostrado na Figura 16 (G), a andlise da deconvolucédo da cor
da coloracdo 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
% DABwWt, respectivamente).
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Figura 16: Imuno-histoquimica para o receptor TRPV1 na mucosa gastrica dos animais
tratados
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Imagens da imuno-histoquimica para o receptor TRPV1 na mucosa gastrica (A, C e E).
Barra de 100 ym. As fotomicrografias sofreram processo de deconvolucdo de cor para
evidenciar a coloracdo com 3,3'-diaminobenzidina (DAB) (B, D e F). Painel A e B:
imunorreatividade para TRPV1 detectada na mucosa gastrica normal. Painel C e D:
Aumento da imunorreatividade para TRPV1 no grupo lesionado (etanol a 50%). Painel E e
F: Diminuicdo da imunorreatividade na mucosa géastrica em animais pré-tratados com
Lactobacillus reuteri DSM 17938 (DSM) uma vez por dia durante 3 dias em danos gastricos

induzidos pelo etanol. Painel G: Analise da deconvolucdo da cor da coloracdo DAB para

TRPV1 na mucosa gastrica. ¥p <0,05 versus grupo saudavel; * P <0,01 versus grupo
lesionado. As setas indicam o aumento da intensidade da marcacao. Analise de varidncia e

teste de Newman-Keuls foram utilizados para a avaliacéo.
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5.6 EFEITO DO Lactobacillus reuteri DSM 17938 NOS NiVEIS DE SUBSTANCIA
P EM LESOES GASTRICAS INDUZIDAS PELO ETANOL

Os niveis de SP foram significativamente reduzidos em camundongos
pré-tratados com L. reuteri, quando comparados com o0s animais tratados
somente com etanol 50% (55,010 + 7,827 pg / cm®versus 162.200 + 21,090 pg
/ cm3, respectivamente, P <0,05), como mostrado na Figura 17. Estes resultados
sugerem que a suplementacao com L. reuteri diminui significativamente os niveis

de SP na mucosa gastrica na lesédo gastrica induzida pelo etanol.

Figura 17: Niveis de substancia P na mucosa gastrica dos animais tratados
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Efeito da suplementacdo de DSM nos niveis de Substancia P na lesdo géastrica induzida por
etanol. A quantidade de substancia P na mucosa géstrica foi estimada por ELISA e os resultados
foram expressos em pg / cm3. Os dados apresentados sdo a média + SEM de pelo menos 5-7
camundongos por grupo. O grupo saudavel foi tratado apenas com solugdo salina. A
administragdo de etanol promoveu um aumento significativo da concentragdo gastrica de
substancia 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). ¥P <0,05 versus grupo saudavel; * P <0,05 versus grupo lesionado. Andlise de variancia e

teste de Newman-Keuls foram utilizados para a avalia¢éo.
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5.7 EFEITO PROTETOR DO Lactobacillus reuteri DSM 17938 SOBRE OS
BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO E PARAMETROS
ANTIOXIDANTES

O malondialdeido, um produto da peroxidacédo lipidica, foi mensurado
para avaliar o estresse oxidativo. O tratamento com etanol a 50% aumentou a
concentracdo de MDA na mucosa gastrica, como mostrado na Figura 18, A
(160.400 £ 15.210 nmol/g). L. reuteri reduziu significativamente os niveis de
MDA no dano gastrico induzido pelo etanol (74,940 + 2,675 nmol / g). Além disso,
a administracdo do agonista seletivo para TRPV1 (RTX) com etanol reverteu este
efeito protetor (152.300 + 2.425 nmol/g). A administracdo de etanol também
aumentou os niveis de NOx na mucosa gastrica (0,105 = 0,001 uM, figura 18,
B), quando comparado com 0s niveis observados em animais saudaveis e
agueles pré- tratados com L. reuteri (0,097 £ 0,001 uyM; 0,098 + 0,001 uM,
respectivamente). O tratamento com RTX também reverteu o efeito do L. reuteri
nos niveis de NOx (0,103 = 0,001 uM). Porém, L. reuteri ndo diminui os niveis
de MDA e NOx causados pela administracdo de Substancia P juntamente com
etanol (134,800+ 29,710 nmol/g;0,103+£0,001 puM, respectivamente).

Também foram avaliados parédmetros antioxidantes na mucosa destes
animais. As concentracdes de GSH na mucosa gastrica dos quatro grupos séo
mostradas na Figura 18 (C). O nivel normal de GSH na mucosa gastrica dos
camundongos foi de 153,300 + 20,060 ug de tecido GSH / g. A concentracao de
GSH foi significativamente diminuida (9.923 + 1.931 ug GSH/g) apoés
administracdo de etanol a 50%. A suplementacdo com DSM manteve a
concentracdo de GSH nos niveis basais (149,100 + 26,330 ug GSH/g). A
administracdo de RTX com etanol reverteu significativamente estes efeitos
protetores de L. reuteri (P <0,0001). L. reuteri ndo diminui de forma significativa

a deplecédo de GSH causada pela coadministracéo de SP e etanol (P <0,05).

A concentracdo de SOD em animais saudaveis foi de 7,376 + 1,300 U
SOD/mg de proteina, e o tratamento com etanol diminuiu a concentragédo deste
antioxidante no tecido gastrico (2,240 + 0,247 U SOD/mg de proteina). O L.
reuteri manteve os niveis basais do antioxidante endégeno SOD, e este efeito
foi revertido apds a administracédo de RTX (9,620 £2,918 U SOD /mg de proteina;
1,700 £ 0,331 SOD/mg de proteina; respectivamente; P <0,001). Porém, a

suplementacdo com o L. reuteri ndo diminuiu a deplecdo de SOD causada por
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SP juntamente com etanol (3,090+0,556 U SOD/mg de proteina), como

demonstrado na figura 18 (D).

Figura 18: Efeito protetor do DSM nos biomarcadores de estresse oxidativo e parametros

antioxidantes
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Efeito da suplementacdo com DSM nos niveis de biomarcadores do estresse oxidativo, no dano
gastrico induzido por etanol. (A) O etanol promoveu um aumento de MDA no tecido gastrico, no
entanto, a suplementacdo com Lactobacillus reuteri DSM 17938 (DSM) (108 UFC/g de peso/dia
durante 3 dias) impediu significativamente esse efeito. (B) Etanol aumenta os niveis de NOX,
guando comparado com animais saudaveis, e 0 pré-tratamento com DSM, reverteu esse efeito.
(C) A administracao de etanol promoveu uma diminuigdo da concentragao gastrica GSH, que foi
revertido quando os animais foram suplementados com DSM. (D) O etanol diminuiu a atividade
de SOD quando comparado com animais saudaveis. A suplementacdo com DSM aumentou 0s
niveis de SOD. A administracdo de RTX com etanol reverteu os efeitos protetores de L. reuteri
DSM em todos os parametros avaliados. DSM néo protegeu a mucosa gastrica da leséo induzida
por SP e etanol. Os dados apresentados sdo a média £+ SEM de pelo menos 5-7 camundongos
por grupo; A: ¥P <0,05 versus grupo saudavel; * P <0,01 versus grupo lesado; #P <0,001 versus
grupo DSM; B: *P <0,0001 versus grupo saudavel; * P <0,01 versus grupo lesado; #P <0,001
versus grupo DSM; C: ¥P <0,0001 versus grupo saudavel; * P <0,0001 versus grupo ferido; #P
<0,0001 e #P <0,05 versus grupo DSM; D *P <0,05 versus grupo saudavel; *P <0,001 versus
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grupo lesado; #P <0,001 versus grupo DSM. Analise de variancia e teste de Newman-Keuls foram

utilizados para a avalia¢ao.
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5.8 EFEITO DO L. reuteri DSM 17938 NOS NiVEIS DE MUCO ADERIDO A
PAREDE GASTRICA E SECRECAO ACIDA

Foi utilizado alcian blue para verificar os niveis de muco aderido a
parede gastrica, visto que este corante tem a capacidade de corar a mucina.
Como mostrado na Tabela 2, a administracdo de etanol a 50% causou
deplecdo do muco aderido a parede géastrica neste modelo, quando comparado
com o grupo controle salina (58,340 + 8,941 ug/g de tecido, 137.200 + 16.580
Mo/g de tecido, respectivamente). Por outro lado, a suplementacdo com L.
reuteri DSM 17938 (108 UFC) inibiu esse efeito do etanol, e os niveis de muco
gastrico foram mantidos (103.201 + 6.110 pg/g de tecido). Desta forma,
evidencia-se que L. reuteri protege significativamente os niveis de muco

aderente no estdbmago, quando comparado com o grupo lesado com etanol.

Além disso, ndo foram observadas altera¢des significativas no volume de
suco gastrico, pH e acidez total, entre os camundongos suplementados com L.
reuteri, omeprazol ou solucdo salina no conteudo géastrico apés a ligadura do
piloro (Tabela 2). No entanto, o tratamento com etanol aumentou esses
parametros de acidez gastrica, quando comparado aos niveis observados no

tratamento com solugéo salina isolada, como demonstrado abaixo.

Tabela 2- Efeito da suplementagdo com DSM (108 UFC/g de peso/dia por 3 dias) nos niveis de

muco e secre¢do acida gastrica em camundongos

Tratamento Volume (mL) pH (unidades) [H+] Niveis de muco
(MEq/mL/4h) (ug/g de tecido)
Salina 0.028+0.02 5.6+ 0.2 0.14+ 0.02 137.20+£16.58
Etanol 0.350+0.08% 3.5+0.2 ¥ 3.70+0.83 ¥ 58.34+8.95 ¥
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 sao a média + SEM de pelo menos 5-7 camundongos por grupo.*P
<0,01 versus grupo salina; * P <0,05 versus grupo etanol. ** P <0,01 versus grupo de etanol. ***
P <0,001 versus grupo etanol. Analise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida de um teste

Newman-Keuls foi realizado.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, investigamos os efeitos da suplementagdo com
Lactobacillus reuteri DSM 17938 sobre a prote¢do da mucosa gastrica, nalesao
induzida por etanol a 50% em camundongos. Além disso, avaliamos a
modulacdo do L. reuteri na via da inibicho da ativacdo do TRPV1, e
consequente diminuicdo dos biomarcadores do estresse oxidativo no dano

gastrico.

Vendo o potencial de L. reuteri na prevencdo de diversos disturbios 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 estdmago
contra agentes microbianos deletérios (DORE et al., 2016), investigamos a
atividade gastroprotetora desta probidtico na lesdo gastrica induzida por etanol.
Em nossos experimentos, a administracdo 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 gastrico induzido pelo tratamento com etanol a 50%. Estes
resultados estdo de acordo com dados recentes que mostram que as bactérias
acido-laticas promovem a protecdo gastrica contra varios agentes prejudiciais
(AZMlI 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 probioticos em doses e formas de tratamento
semelhantes as utilizadas neste trabalho, como os ratos pré-tratados com 2 x
10° UFC/dia de Lactobacillus rhamnosus GG durante 3 dias consecutivos
também exibiram grande integridade da mucosa gastrica ap0s danos agudos
induzidos por etanol (LAM et al., 2007). Além disso, os ratos pré-tratados com
10° UFC /kg do peso do corpo de Lactobacillus fermentum durante 14 dias
também apresentaram lesdo gastrica induzida por HCl/etanol minimizada por

seus efeitos antioxidantes (SUO et al., 2016).

De acordo com achados microscépicos, o tratamento com etanol causa
dano diretamente na mucosa do estdbmago, resultando em lesdes hemorragicas

gue causam edema, hemorragias subepiteliais e esfoliacdo celular, com ruptura
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da mucosa (GUSLANDI, 1987). Em nosso estudo, o tratamento com L. reuteri
diminuiu significativamente esses parametros histopatoldgicos, confirmando seu
efeito protetor sobre a mucosa gastrica. O Unico parametro que ndo houve uma
alteracéo significativa foi o de infiltrado inflamatdrio na mucosa gastrica, visto que
0 periodo de uma hora apés a administracdo de etanol a 50% nédo € suficiente
para causar uma resposta inflamatoria 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 gastrica, 0 que pode ter
ocorrido devido ao fato das bactérias acido-laticas serem resistentes a acidez
gastrica, e terem a capacidade de se adsorver na mucosa do estbmago,
facilitando a sua localizagéo e acao protetora neste 6rgao (SUO et al., 2016).

Um dos principais mecanismos de acdo lesivo do etanol na mucosa
géastrica é através da ativacdo do receptor de potencial transiente vaniléide tipo
1 (TRPV1) pelo etanol nas terminagdes nervosas da mucosa, 0 que causa a
liberacdo do neuropeptideo Substancia P e geracdo de EROs, por um
mecanismo dependente do receptor NK1, que medeia os efeitos da Substancia
P (GAZZIERI et al., 2007). Assim, substancias que atuam inibindo a ativacéo
destes receptores tém um grande potencial para prevenir e tratar lesdes
gastricas geradas pelo A&lcool. Recentemente, PEREZ-BURGOS e
colaboradores (2015) mostraram que L. reuteri DSM 17938 inibe a expressao
do receptor TRPV1, o que nos forneceu evidéncias para a investigacdo de um
possivel efeito inibidor da ativacdo do receptor TRPV1 pelo L. reuteri em sua
atividade protetora gastrica, com consequente diminuicdo da concentracdo de
substancia P e do estresse oxidativo ha mucosa, bem como da manutencdo

em niveis basais do sistema antioxidante endégeno.

Assim, avaliamos neste estudo o envolvimento da potencial inibicdo da
ativacdo do receptor de potencial transiente vanildide 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

administracdo destes agonistas do receptor TRPV1 juntamente com etanol ndo
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causou protecado gastrica nesta dose, e nem aumentou a lesdo induzida por
etanol, sendo assim esta dose utilizada no presente estudo apenas para a
ativacdo do receptor. A administracdo destes agonistas foi capaz de bloquear a
atividade gastroprotetora do probiotico, sendo que o RTX mostrou-se mais
eficaz na inibicdo da protecdo gastrica por L. reuteri, visto que este agonista é
mais potente na ativacdo do TRPV1 (TRAMONTANA et al., 1994).

Para confirmar este achado, investigamos a expressdo do receptor
TRPV1 na mucosa através de imuno-histoquimica, que demonstrou a
diminuicdo da expressao desse receptor apos a suplementacdo com L. reuteri,
0 gque sugere que a presenca desta bactéria pode inibir a ativacdo de TRPV1
mediada pelo etanol. Além disso, um ensaio de ELISA mostrou que a
suplementacdo com L. reuteri preveniu 0 aumento dos niveis de Substancia P,
qgue pode ser consequéncia da nado ativacdo de TRPVL1 pelo etanol, que causa
grande liberacdo desta substancia. A literatura também mostra que outros
lactobacilos, como Lactobacillus casei e Lactobacillus fermentum, inibem a
expressdo de TRPV1 em seu efeito terapéutico intestinal (SUO et al., 2014;
ZHAO et al., 2015), e L. fermentum também diminui os niveis da substancia P

em seu efeito gastroprotetor (SUO et al., 2016).

Visto que a literatura mostra que a ligacdo da Substancia P ao receptor
de neuroquinina tipo | e sua ativacéo € necessaria para as acdes deletérias desta
neuroquinina, € que antagonistas do receptor NK1 apresentam atividade
gastroprotetora na lesdo induzida por etanol (KARMELI et al., 1991; GAZZIERI
et al., 2007), também avaliamos se o L. reuteri poderia causar a modulag¢édo do
receptor de SP, como mecanismo de protecdo contra acdo do etanol. Dessa
forma, como j& descrito na literatura, foi realizada administracdo de SP
juntamente com a administragcdo de etanol a 50%, o que aumenta a lesdo
causada pelo etanol sozinho, e antagonistas do NK1 conseguem reverter de
forma eficaz a lesdo gerada (GAZZIERI et al., 2007). Porém, em nosso estudo,
0 pré-tratamento com L. reuteri ndo foi capaz de reverter a lesdo causada por
este agente, enquanto o antagonista do NK1, o WIN 62,577, diminui a area de
les&o géastrica de forma significativa. Desta forma, o L. reuteri provavelmente nao
atua modulando este receptor em seu efeito gastroprotetor. Na literatura

também ndo ha 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 o0s niveis de radicais livres e MDA, sé&o
significativamente aumentados por tratamento com etanol a 50% (SOUZA et al.,
2016; MEDEIROS et al., 2009). A suplementacao com L. reuteri reduziu os niveis
de peroxidacéo lipidica, causando uma diminuicdo na concentracdo de MDA e
este efeito protetor foi revertido apds o tratamento com o agonista do TRPV1,
RTX. Em nossos achados, o etanol aumentou os niveis de NOx, que sdo
metabolitos do 6xido nitrico (nitritos e nitratos circulantes), na mucosa gastrica.
O pré-tratamento com L. reuteri manteve os niveis normais de NOx, mas este
efeito protetor foi revertido apds o tratamento com um agonista de TRPVL1.
Estudos anteriores mostram que a administragcdo aguda de etanol aumenta a
producdo de oxido nitrico por neutréfilos, através da ativacdo de iNOS (6xido
nitrico sintase induzida), o que corrobora com nossos resultados (DENG;
DEITRICH, 2007; GAGO et al.,, 2008). Além disso, outros estudos com
probiéticos demonstraram diminuicdo da ativacdo do INOS e,
consequentemente, dos niveis 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 ndo diminuiu os niveis destes parametros
bioguimicos de estresse na mucosa gastrica na lesdo causada pela

coadministracdo de SP e etanol.

Um mecanismo de defesa importante que 0s organismos possuem para
proteger a mucosa gastrica contra os radicais livres sdo sistemas antioxidantes
enzimaticos e nao enzimaticos (HALLIWELL et al., 1995). Um desequilibrio entre
os fatores protetores e prejudiciais na mucosa gastrica diminui a capacidade de
defesa do estdbmago, levando a lesdo gastrica (SOUZA et al., 2016). A
superoxido dismutase € uma metaloenzima que catalisa a reagéo que transforma
anions superéxido em peroxido de hidrogénio, desempenhando um papel
importante na detoxicacao de espécies reativas de oxigénio, e o tratamento com
etanol diminui a atividade dessa enzima (BHATTACHARYYA et al.,, 2014,
GETZOFF et al., 1983). Neste estudo, a administragédo de etanol diminuiu os
niveis de SOD e o pré-tratamento com L. reuteri manteve os niveis basais de

SOD, apesar do dano gastrico 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 H202a H20 e
hidroperoxidos lipidicos em alcoois estaveis, desempenhando um papel
importante na protecdo de células contra os efeitos do peroxido de hidrogénio. 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 concentracao de
GSH na mucosa gastrica, e a suplementacdo com L. reuteri manteve 0s niveis
normais deste fator protetor da mucosa apés a lesdo gastrica induzida pelo

etanol.

A ativacdo do receptor TRPV1 com seu agonista ultrapotente, RTX,
reverteu o efeito protetor do pré-tratamento com L. reuteri nos niveis de SOD e
GSH no tecido gastrico, mostrando que esses fatores antioxidantes também
estdo relacionados a acéo do probidtico via TRPV1. Ja a administracdo de SP
juntamente com etanol causou uma deplecao destes fatores antioxidantes que o
tratamento com o L reuteri ndo foi capaz de prevenir, corroborando com os

resultados anteriores do presente estudo.

Esses resultados reforcam nossa hipotese de que a diminuicdo do
estresse oxidativo e o0 aumento da protecdo gastrica por L. reuteri na lesédo
géastrica induzida pelo etanol envolvem a inibicdo da ativacdo do receptor
TRPV1. Os resultados também sugerem que a protecdo géstrica ao etanol
causada pelo L. reuteri ndo envolve a inibicdo da ativagéo do receptor NK1, e
provavelmente se dé pela diminuicdo da liberacdo de Substancia P causado
pela inibicdo da ativacdo do TRPV1. Dessa forma, hd uma menor
concentracdo de SP causando a ativagcdo do receptor NK1, e
consequentemente a diminuicdo da geracdo de espécies reativas de oxigénio e

estresse oxidativo na mucosa gastrica, independente da inibicdo do NK1.

A secrecdo de muco e a producdo de &cido gastrico sédo fatores
homeostéaticos importantes que mantém a integridade da mucosa, e um

desequilibrio nesta homeostase pode levar a ulceracdo (ROBERT et al., 1979).
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A literatura mostra que o excesso de alcool 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 géstrica, e 0 pré-tratamento com L. reuteri impediu a reducdo 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 0s niveis de substancia P séo elevados nas
lesBes gastricas, e que essa taquicinina pode aumentar a secrecdo de &cido
gastrico, o que pode agravar as lesdes na mucosa do estdbmago (SUO et al.,
2016; YOKOTANI; FUJIWARA, 1985). Em nosso estudo, como ja discutido, o
etanol aumentou os niveis de substancia P e também aumentou a secrecdo de
acido gastrico. No entanto, a suplementacdo com L. reuteri ndo modificou o
volume normal de secrecdo gastrica, pH ou acidez total na mucosa gastrica dos

camundongos.

Em resumo, nossos achados mostraram que a suplementacdo com L.
reuteri DSM 17938 protege a mucosa gastrica da lesdo induzida por etanol em
camundongos. Esta atividade foi mediada pela reducéo do estresse oxidativo e
pela manutencdo da atividade antioxidante, bem como a diminuicdo dos niveis
de substancia P. Assim, nossos resultados sugerem que L. reuteri pode atuar
inibindo os efeitos da ativacdo de TRPV1 mediada pelo etanol, com consequente
diminuicdo dos niveis de substancia P, de espécies reativas de oxigénio, e
manutencdo do sistema antioxidante e muco na mucosa gastrica, como

esquematizado na figura 19, abaixo.
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Figura 19: Esquematizacao do efeito protetor de L. reuteri DSM 17938 na leséo gastrica induzida

por etanol
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7 CONCLUSAO

Os achados do presente estudo mostram que a suplementacdo com
Lactobacillus reuteri DSM 17938 protege a mucosa gastrica da lesédo induzida
pela administragcdo de etanol a 50% em camundongos. Esta atividade foi
mediada por reducdo do estresse oxidativo e manutencdo da atividade
antioxidante, além da diminuicdo dos niveis de substancia P. A suplementacéo
com L. reuteri também protegeu a perda da barreira de muco, bem como

preveniu o dano epitelial causado pelo etanol na mucosa gastrica.

Ainda, estes resultados apoiam a hipétese de que L. reuteri pode atuar
inibindo os efeitos da ativacdo da TRPVL1 pelo etanol, o que leva a diminuicédo
dos niveis de Substancia P, e consequente diminuicdo das espécies reativas
de oxigénio na mucosa gastrica. Porém, estudos futuros sdo necessarios para

confirmar a hipétese gerada por este trabalho.
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