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RESUMO 
 

Os receptores de potencial transitório (TRP) formam uma superfamília implicada em 
uma variedade de funções celulares. Dentre eles, podemos destacar os receptores 
de potencial transitório vanilóide (TRPV), que são associados ao desenvolvimento 
de inúmeras patologias, entre eles distúrbios gástricos, como úlceras ocasionadas 
pelo uso de indometacina, ácido acético e etanol. O receptor de potencial transitório 
vanilóide 4 (TRPV4) faz parte da família de receptores TRPV, é morfologicamente e 
funcionalmente expresso no epitélio gástrico e também é associado a distúrbios do 
trato gastrointestinal. No entanto, existem poucos estudos que demonstrem a 
associação do TRPV4 com o desenvolvimento de úlceras gástricas. Levando isso 
em consideração, o nosso estudo teve como objetivo avaliar a possível participação 
desse receptor no desenvolvimento desses tipos de úlceras. Para isso, utilizou-se de 
modelos animais de indução de lesão gástrica por etanol a partir da utilização de 
camundongos swiss pesando entre 25 e 30g, em grupos de aproximadamente 5 
animais. O grupo controle negativo recebeu apenas a administração de solução 
salina (0,9%) e o controle positivo a administração de etanol a 50% ou 30%. Em dois 
grupos experimentais foram administrados antagonistas do TRPV4 associados ao 
etanol a 50% (0,5ml/25g, v.o), onde um grupo recebeu Vermelho de rutênio (doses: 
0,03, 0,1 ou 0,3 mg/kg, i.p), um antagonista inespecífico, e o outro grupo 
GSK2193874(doses: 0,1, 0,3 e 0,9 mg/kg, i.p), um antagonista específico. Além 
disso, um grupo de animais recebeu a administração de GSK1016790A (0,9 mg/kg, 
i.p), agonista do TRPV4, e logo após etanol a 30% (0,5ml/25g). Uma hora após as 
administrações os animais foram eutanasiados, realizou-se uma laparatomia para 
retirada do estômago, que foi aberto ao redor da curvatura maior, estirado e 
fotografado para análise macroscópica da mucosa gástrica, que foi realizada pelo 
programa Image J. Após essa análise a melhor dose dos antagonistas de TRPV4 
foram selecionadas para os demais testes. Amostras de estômago foram retiradas 
para a realização da avaliação histopatológica, microscopia de força atômica, 
dosagens de malondialdeído (MDA), superóxido dismutase (SOD) e glutationa 
reduzida (GSH). Realizou-se também o experimento de muco gástrico, 
imunohistoquímica e análise da expressão de mRNA de TRPV4. Como resultado, 
evidenciamos que o bloqueio de TRPV4 promoveu a gastroproteção a nível macro e 
microscópico no modelo de lesão induzida pelo etanol, levando a diminuição dos 
parâmetros hemorragia, perda de células, edema, e aumento da integridade gástrica 
em relação ao grupo etanol. Os dados demonstraram também um aumento 
significativo (p<0,05) das concentrações de SOD e GSH e redução das 
concentrações de MDA (p<0,05) na mucosa gástrica, demonstrando uma diminuição 
do estresse oxidativo causado pelo álcool. O experimento de muco evidenciou uma 
maior quantidade de muco gástrico nos animais pré tratados com os antagonistas de 
TRPV4. Por outro lado, a utilização do agonista de TRPV4 demostrou, por meio das 
análises macroscópicas uma exacerbação da área de lesão (p<0,05) quando 
comparado ao grupo que recebeu etanol a 30%. Com isso podemos concluir que a 
ativação de TRPV4 está envolvida no processo de lesão gástrica induzida por 
etanol, e que a utilização de bloqueadores de TRPV4 pode ser futuramente uma 
alternativa terapêutica para o tratamento de úlceras gástricas. 
 
Palavras chaves: TRPV4; vermelho de rutênio; GSK2193874; GSK1016790A; dano 
gástrico.  
 



 
  

ABSTRACT 

 

Transient potential receptors (TRP) form a superfamily implicated in a variety of 
cellular functions. Among them, we can highlight the transient vanilloid potential 
receptors (TRPV), which are associated with the development of numerous 
pathologies, including gastric disorders, such as ulcers caused by the use of 
indomethacin, acetic acid and ethanol. Vanilloid transient potential receptor 4 
(TRPV4) is part of the TRPV receptor family, is morphologically and functionally 
expressed in the gastric epithelium and is also associated with disorders of the 
gastrointestinal tract. However, there are few studies demonstrating the association 
of TRPV4 with the development of gastric ulcers. Taking this into consideration, our 
study aimed to evaluate the possible participation of this receptor in the development 
of these types of ulcers. For this, we used animal models of gastric lesion induction 
by ethanol from the use of swiss mice weighing between 25 and 30g, in groups of 
approximately 5 animals. The negative control group received only saline 
administration (0.9%) and the positive control received 50% or 30% ethanol 
administration. In the two experimental groups were administered 50% ethanol-
associated TRPV4 antagonists (0.5ml / 25g, vo), where one group received 
ruthenium red (doses: 0.03, 0.1 or 0.3 mg / kg, ip), a nonspecific antagonist, and the 
other group GSK2193874 (doses: 0.1, 0.3 and 0.9 mg / kg, ip), a specific antagonist. 
In addition, one group of animals received administration of GSK1016790A (0.9 mg / 
kg, i.p), TRPV4 agonist, and soon after 30% ethanol (0.5ml / 25g). One hour after the 
administration the animals were euthanized, a laparatomy was performed to remove 
the stomach, which was opened around the greater curvature, stretched and 
photographed for macroscopic analysis of the gastric mucosa, which was performed 
by the Image J program. The best dose of TRPV4 antagonists were selected for the 
other tests. Stomach samples were taken for histopathological evaluation, atomic 
force microscopy, malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD) and 
reduced glutathione (GSH) dosages. Gastric mucus experiment, 
immunohistochemistry and analysis of TRPV4 mRNA expression were also 
performed. As a result, we found that TRPV4 blockade promoted macro and 
microscopic gastroprotection in the ethanol-induced injury model, leading to 
decreased bleeding parameters, cell loss, edema, and increased gastric integrity 
relative to the ethanol group. The data also showed a significant increase (p <0.05) in 
SOD and GSH concentrations and a reduction in MDA concentrations (p <0.05) in 
the gastric mucosa, demonstrating a decrease in oxidative stress caused by alcohol. 
The mucus experiment showed a higher amount of gastric mucus in animals 
pretreated with TRPV4 antagonists. On the other hand, the use of TRPV4 agonist 
demonstrated, through macroscopic analyzes, an exacerbation of the lesion area (p 
<0.05) when compared to the group that received 30% ethanol. With this we can 
conclude that the activation of TRPV4 is involved in the process of gastric injury 
induced by ethanol, and that the use of TRPV4 blockers may in future be a 
therapeutic alternative for the treatment of gastric ulcers 
 
Keywords: TRPV4; ruthenium red; GSK2193874; GSK1016790A; gastric damage. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A família de canais catiônicos de receptores de potencial transitório (TRP) é 

uma superfamília, com aproximadamente 33 membros, implicada em uma variedade 

de funções celulares, como funções sensoriais, homeostáticas e de mobilidade 

(FETTIPLACE; KIM, 2014; KOIZUMI et al., 2018; MORGAN et al., 2018a; LI et al., 

2019a; HE et al., 2019a). Incluída na superfamília TRP temos a subfamília de 

receptores de potencial transitório vanilóide (TRPV), composta por seis membros, 

divididos em altamente seletivos e relativamente não seletivos a Ca2+.  

Dentre eles, temos o receptor de potencial transitório vanilóide 4 (TRPV4), um 

canal que faz parte da superfamília de receptores TRP e da subfamília TRPV e que 

foi descoberto recentemente, á aproximadamente 15 anos. Trata-se de um canal de 

íons ativados por diferentes estímulos, como prótons, calor e compostos químicos e 

que possui ampla distribuição nos tecidos e um grande número de funções 

fisiológicas como a regulação da contração, respiração, circulação sanguínea 

(MORGAN et al., 2018a; AN et al., 2018; JONES et al., 2019; MATSUMOTO et al., 

2019).  

 No entanto, além das funções já descobertas, pode-se destacar também a 

sua importante participação nos processos de dor e inflamação no trato 

gastrointestinal (BRIERLEY et al., 2008; HOLZER et al., 2011; FICHA et al., 2012; 

ZHANG et al., 2015b). Ademais, sabe-se que o TRPV4 é morfologicamente e 

funcionalmente expresso no epitélio gástrico (MIHARA, et al., 2016). Porém, ainda 

existem poucos estudos sobre a sua ação neste epitélio. Até o presente momento, 

evidenciou-se apenas que esse receptor contribui para o esvaziamento gástrico 

(MIHARA, et al., 2018), bem como para o influxo de ATP (MIHARA, et al., 2017)  e 

que está associado a progressão do câncer gástrico (XIE et al., 2017). Ainda assim, 

são necessários mais estudos a fim de verificar mais profundamente o seu 

envolvimento com funções e distúrbios gástricos. 

Estudos demonstram que outros receptores, membros da superfamília de 

canais TRP estão associados ao desenvolvimento de distúrbios gástricos, entre eles 

o receptor de potencial transitório vanilóide 1(TRPV1), que é correlacionado com o 

desenvolvimento de lesões gástricas induzidas por etanol (MEDEIROS et al., 2009; 

OLIVEIRA et al., 2019), ácido acético (MAGIEROWSKA et al., 2018) e indometacina 

(YARUSHKINA, et al., 2018). O TRPV4 apresenta inúmeras similaridades com o 
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TRPV1, pois compartilham de 40% das suas sequências de aminoácidos, são 

considerados receptores não seletivos, e estão juntamente associados a regulação 

de algumas funções biológicas e ao desenvolvimento de algumas patologias 

(NILIUS et al., 2007; GOUTSOU et al., 2019; GORBUNOV et al., 2019; HUANG et 

al., 2019). 

Levando em consideração os fatos apresentados, como a similaridade com o 

TRPV1, a expressão de TRPV4 na mucosa gástrica, e o seu envolvimento com 

processos inflamatórios e hemorrágicos no trato gastrointestinal, bem como o 

número reduzido de estudos com esse receptor a nível gástrico, objetivou-se nesse 

trabalho intensificar os estudos sobre o TRPV4 e investigar a sua possível 

participação nos processos de lesão gástrica, mais especificamente na lesão 

induzida por etanol, e dessa forma contribuir para o desenvolvimento de uma nova 

abordagem terapêutica no tratamento das desordens gástricas.    
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2 REFERENCIAL TEÓRICO  

 

2.1  RECEPTORES DE POTENCIAL TRANSITÓRIO (TRP) 

 

A identificação dos canais TRP em mamíferos ocorreu pela primeira vez em 

1969, a partir de estudos com Drosophilas mutantes. Observou-se, a partir de um 

eletroretinograma, que as moscas mutantes apresentavam respostas transitórias a 

estimulação luminosa, diferentemente das moscas normais (COSENS; MANNING, 

1969). Por sua vez, o gene TRP só foi isolado e identificado em 1985 por Montell e 

Rubin, que após clonagem e sequenciamento descreveram a proteína relacionada 

ao gene TRP com 1275 aminoácidos e seis segmentos transmembrana (MONTEL; 

RUBIN, 1989). A partir da observação da semelhança estrutural com outros canais 

de cátions e análise de permeação da corrente induzida pela luz em Drosophilas 

mutantes, foi proposto que a proteína produto do gene TRP funciona como um canal 

de cátions permeável a cálcio (MONTEL; RUBIN, 1989; VANGEEL; VOETS, 2019).  

Sabe-se que os TRPs têm uma arquitetura molecular semelhante à de canais 

dependente de voltagem, com cada subunidade contendo seis domínios 

transmembrana e subunidades dispostas para formar um canal tetramérico 

(MONTELL; 2005; NILIUS et al., 2007). Hoje já se sabe que os TRPs são ativados 

por diferentes mecanismos e apresentam variabilidade na seletividade de cátions, 

podendo ser seletivos para Na+,K+,Ca2+ e Mg2+ (QIAO et al., 2019; LI et al., 2019b). 

A sua ativação pode ocorrer por estímulos sensoriais, químicos, mecânicos 

(GONZÁLEZ et al., 2018; HAFNER-BRATKOVIČ; PELEGRIN, 2018; STARTEK et 

al., 2019) e ligantes intra e extracelulares (GONZÁLEZ et al., 2018; REGGIO; 

MULLER; MORALES, 2018), podendo ser ativados por exemplo em caso de dor 

(MOORE et al., 2018b), mudança de temperatura (VANDEWAUW et al., 2018) e 

percepção da luz (DELGADO et al., 2019). 

Nos mamíferos, a superfamília TRP compreende sete subfamílias conhecidas 

como canais iônicos TRPC (canônica), TRPV (vaniloide), TRPM (melastatina), 

TRPML (mucolipina), TRPP (policistina), TRPA (ANKTM1) e TRPN (NompA), como 

apresentado na figura 1, que se diferenciam de outros canais pela seletividade de 

íons, modos de ativação e função fisiológica (MONTELL, 2005; PENG; SHI; 

KADOWAKI, 2019). 
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Figura 1- Árvore filogenética de canais TRP humanos. 

Legenda: Adaptado e modificado de Clapham, 2003 e Nilius; Owsianik, 2011. 

 

Por se tratar de canais ativados por diferentes estímulos e responsáveis pela 

regulação de numerosas funções biológicas, os TRP’s estão implicados no 

desenvolvimento de inúmeras patologias. Dentre as famílias englobadas dentro da 

superfamília de canais TRP, os canais da família TRPV se destacam em relação à 

associação dessa família de canais com o aparecimento e progressão de doenças 

(RIZOPOULOS; PAPADAKI-PETROU; ASSIMAKOPOULOU, 2018; ZHANG et al., 

2018; SILVA et al., 2018).  

A subfamília TRPV compreende seis membros, considerados receptores 

polimodais, que podem ser ativados por diversas mudanças no microambiente 

celular e agentes endógenos e exógenos. Já foram implicados na regulação da 

temperatura, nocicepção e sensibilidade osmótica (MAJHI et al., 2018; GOUTSOU et 

al., 2019; REPPETTI et al., 2019; FLORENTINO et al., 2019). Alguns dos canais 

TRPV, como o TRPV5 e TRPV6 são altamente seletivos para Ca2+ em relação a 

outros cátions (PENG et al., 2018; HUGHES et al., 2018), enquanto os canais 

TRPV1 e TRPV4 são considerados relativamente não seletivos (REPPETTI et al., 

2019; HDUD et al., 2019). 
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2.2.1 Receptor de potencial transitório vanilóide 4 (TRPV4) 

  

O receptor de potencial transitório vanilóide 4, também conhecido como 

TPRV4, OTRPC4, VRL-2, VR-OAC e TRP12, é um membro da família de canais  

TRPV (Figura 2). (LIEDTKE et al., 2000; STROTMANN et al., 2000; NILIUS et al., 

2001).  

 

Figura 2- Receptor de potencial transitório vanilóide 4 (TRPV4) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda. Adaptado de Nilius, Vennekens e Ewsianik, 2008. 
  

Este receptor foi identificado pela primeira vez como um canal ativado pelo 

inchaço celular induzido por hipotonicidade (LIEDTKE et al., 2000; STROTMANN et 

al., 2000; NILIUS et al., 2001). Hoje já se sabe que o TRPV4 pode ser ativado por 

estímulos mecânicos (SCHERAGA et al., 2016), inchaço, osmolaridade, variações 

de temperatura, compostos químicos, ácido araquidônico lipídico, metabólitos de 

ácido epoxieicosatrienoico (EET) (WATANABE et al., 2003; VRIENS et al., 2004) e  

ésteres de forbol (WATANABE et al., 2002). É considerado um canal catiônico, não 

seletivo e sua ativação induz o influxo de Ca 2+ para aumentar a concentração de 

Ca2+ livre intracelular. Por sua vez, as altas concentrações de Ca2+ podem levar a 

inativação do receptor, por um processo de feedback negativo ainda desconhecido 

(WATANABE et al., 2003). 

É amplamente expresso nos mais diferentes tipos de tecido, sendo 

encontrado em abundância no sistema nervoso central (SHI et al., 2013), trato 

gastrointestinal (língua, esôfago, estômago, íleo e cólon) (MATSUMOTO et al., 2018; 
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MATSUMOTO et al., 2019), trato respiratório (UEDA et al., 2015), ossos (MOORE et 

al., 2018), endotélio vascular (ZHANG et al., 2018a; SURESH et al., 2018), células 

epiteliais e queratinócitos da pele (OHSAKI; TANUMA; TSUKIMOTO, 2018; LEE et 

al., 2018b), bexiga (DONG et al., 2018; IHARA et al., 2018), rim (MAMENKO et al., 

2011; BERROUT et al., 2012), pulmão (MORGAN et al., 2018b; AN et al., 2018) e  

coração (JONES et al., 2019). 

Por mais que seu papel na regulação de situações fisiológicas seja 

considerado de extrema importância, a sua ativação já foi correlacionada ao 

desenvolvimento de inúmeras patologias como tosse, doença pulmonar obstrutiva 

crônica (BAXTER et al., 2014), asma (JIA et al., 2004; MCALEXANDER et al., 2014), 

fibrose pulmonar idiopática (RAHAMAN et al., 2014), osteogênese imperfeita 

(MOORE et al., 2018), edema (REITER et al., 2006; ALVAREZ et al., 2008, 

WILLETTE et al., 2008), sepse (DALSGAARD et al., 2016), hiperalgesia (SIPE et al., 

2008), alodinia (DIAS et al., 2019), coceira (AKIYAMA et al., 2016), inflamação 

(WANG et al., 2019), insuficiência renal (SONI et al., 2019)  e doenças intestinais 

(D’ALDEBERT et al., 2011). Estudos recentes relataram o envolvimento do receptor 

TRPV4 na resposta inflamatória, onde a ativação do TRPV4 foi relacionada a um 

aumento na produção de citocinas pró-inflamatórias, como à liberação de IL-1β, IL-6 

e IL-8 (PAIRET et al., 2018). Além disso, já foi demonstrado também que a 

inativação de TRPV4 pode prevenir a resposta neutrofílica a estímulos inflamatórios 

(YIN et al., 2016). 

Levando em consideração a associação entre a ativação desse receptor e o 

desenvolvimento de diversas doenças, a utilização de antagonistas do TRPV4 vem 

sendo estudado como uma possível alternativa para o tratamento de diversas 

patologias. Dentre os antagonistas usualmente utilizados podemos citar o 

GSK2193874, HC-067047 e vermelho de rutênio. 

O primeiro poderoso antagonista de canal iônico descoberto foi o vermelho de 

rutênio, um corante a base de metal, conhecido como capaz de bloquear os canais 

TRPV1 e TRPV4.  A sua seletividade é considerada um problema, uma vez que é 

conhecido por interagir com uma série de outras proteínas incluindo outros canais 

iônicos como TRPV2, TRPV3, TRPV5, TRPV6, TRPA1. Mesmo que não seletivo, a 

utilização do vermelho de rutênio é uma importante ferramenta farmacológica na 

descoberta de novas funções biológicas dos canais TRPV4 e pode ser utilizado 

também juntamente com antagonistas seletivos para comparação de resultados, 
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podendo sugerir o envolvimento de mais de um canal nos mecanismos estudados 

(VINCENT; DUCTON, 2011; PAIRET et al., 2018; IHARA et al., 2018). 

O GSK2193874 (3- (1,4'-bipiperidin-1'-ilmetil) -7-bromo- N- (1-fenilciclopropil) -

2- [3- (trifluorometil) fenil] -4-quinolinacarboxamida) é um bloqueador seletivo de 

TRPV4, potente e ativo por via oral (v.o). Esse antagonista foi utilizado em diversos 

estudos que buscaram a relação entre TRPV4 e o desenvolvimento de doenças, 

sendo considerada uma ferramenta seletiva para elucidar a biologia do TRPV4 

tanto in vitro quanto in vivo (CHEUNG et al.,2017). O seu uso também foi 

empregado para verificar o papel do TRPV4 na insuficiência cardíaca, edema e 

lesão pulmonar (THORNELOE et al., 2012; YIN et al., 2016), inflamação (PAIRET et 

al., 2018) e insolação (ZHU; PEI, 2018).  

 

2.2.1.1 O TRPV4 e o trato gastrointestinal 

 

Como já mencionado o TRPV4 é amplamente expresso no trato 

gastrointestinal. Assim como em outros órgãos, no TGI também apresenta funções 

fisiológicas e é correlacionado com desenvolvimento de doenças. Esse receptor está 

associado à liberação de líquido por meio da glândula exócrina (DEROUICHE et al., 

2018), produção de bile (LI et a., 2019), está presente e contribui para o 

funcionamento das glândulas salivares (HOSOI, 2016), para a hipersensibilidade 

visceral (CENAC et al., 2019) e nocicepção colônica (MUELLER-TRIBBENSEE ET 

AL., 2015). Diversos autores vêm demonstrando a sua associação com o 

desenvolvimento de doenças inflamatórias intestinais (VERGNOLLE, 2014; 

MATSUMOTO; KATO,2018; MIHARA et al., 2019), como a progressão da fibrose 

hepática (ECHTERMEYER et al., 2019; ZHAN; LI, 2018), pancreatite (ZHANG et al., 

2015) e úlceras intestinais (YAMAWAKI et al., 2014). 

 

2.2.1.1.1 Associações entre o TRPV4 e distúrbios gástricos 

 

Mesmo que já tenha sido comprovada a sua expressão no epitélio gástrico, 

poucos são os estudos que abordam a função e papel desse receptor na fisiologia 

gástrica e distúrbios gástricos. Até o presente momento, sabe-se apenas que o 

TRPV4 contribui para o esvaziamento gástrico (MIHARA, et al., 2018), é 

morfologicamente e funcionalmente expresso nesse epitélio, sendo capaz de 
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contribuir para o influxo de ATP (MIHARA, et al., 2017) e que está associado a 

progressão do câncer gástrico (XIE et al., 2017). Ainda assim, são necessários mais 

estudos a fim de verificar mais profundamente o seu envolvimento com funções e 

distúrbios nesse órgão, principalmente com o surgimento de úlceras gástricas, uma 

vez que esse receptor já foi associado ao aparecimento de ulcerações em outros 

órgãos do trato gastrointestinal (YAMAWAKI et al., 2014)  e por apresentar 

similaridades com outros receptores envolvidos nesses tipos de úlceras (OLIVEIRA 

et al., 2019; HUANG et al., 2019). 

 

2.3 MECANISMOS DE PROTEÇÃO DA MUCOSA GÁSTRICA E A ÚLCERA 

GÁSTRICA 

 

As úlceras gástricas ocorrem devido a um desequilíbrio entre os fatores 

agressores e protetores da mucosa gástrica. Sendo assim, para entender a sua 

fisiopatologia é necessário conhecer e compreender quais são os mecanismos de 

proteção que atuam na mucosa gástrica. 

 

2.3.1 Mecanismos de proteção da mucosa gástrica  

 

2.3.1.1 Muco e bicarbonato 

 

O muco intestinal é produzido por células epiteliais de superfície (células 

caliciformes) e forma uma rede de glicoproteínas altamente organizada, consistindo 

principalmente de mucina 2 (MUC2) (RODRÍGUEZ-PIÑEIRO, 2013; KENNETH et 

al., 2013; NAMULEMA et al., 2018; SCHROEDER et al., 2019). No estômago é 

composto por duas camadas, adesivas e viscosas, com qualidades lubrificantes 

(ATUMA et al., 2001; TYTGAT, 2011). A sua liberação é regulada por meio da 

estimulação de hormônios gastrointestinais, como a gastrina e secretina, 

prostaglandinas E2 (PGE2), neurotransmissores, óxido nítrico, agentes colinérgicos, 

autacóides e também pode ser regulada pelos níveis intracelulares de Ca+2  

(SPECIAN; NEUTRA, 1980; AIHARA, et al., 2007; WALLACE, 2008; TYTGAT, 

2011). 
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O muco protege as células epiteliais subjacentes dos danos mecânicos 

causados pela passagem de alimentos, fezes e forças vigorosas dos processos 

digestivos. Além disso, juntamente com o bicarbonato e fosfolipídios surfactantes 

formam uma barreira protetora contra o ácido e a pepsina, sendo importantes 

também para a manutenção do pH gástrico (ALLEN; FLEMSTROM, 2005; 

PHILLIPSON et al., 2002; GARCIA; YANG, QUINTON, 2009; GUSTAFSSON et al., 

2012). Além da proteção citada, a camada de muco e bicarbonato possui 

propriedades antioxidantes, reduzindo os danos que seriam causados por radicais 

livres e em casos de estresse, como a formação de úlceras, a produção de muco 

aderente é aumentada pelas células caliciformes, promovendo a cicatrização de 

feridas (CHAUDHURY et al., 1980; REPETTO; LLESUY, 2002; AMANG et al., 2017). 

 

2.3.1.2 Microcirculação 

 

A regulação da saída do ácido, produção de muco e secreção de bicarbonato 

conta com a participação da microcirculação. Diante disso, o 

fluxo sanguíneo desempenha um papel importante na proteção 

da mucosa gástrica normal e na proteção e cura da mucosa lesada (STARLINGER; 

SCHIESSEL, 1988; SORBYE; SVANES, 1994; ROCHA et al., 2019; MAGIEROWSKI 

et al., 2017). 

Diversos autores vêm demonstrando que diferentes moléculas e compostos, 

que possuem propriedades gastroprotetoras e curativas, possuem em seu 

mecanismo de ação a regulação/ alteração do fluxo sanguíneo. Como o Araloside A, 

um constituinte antiúlcera da casca da raiz de Aralia elata, que demonstrou sua ação 

protetiva por meio da regulação do fluxo sanguíneo em úlceras ocasionadas pela 

utilização de etanol e anti-inflamatório (HE et al.,2019b), o nitrato inorgânico na 

proteção gástrica contra antibióticos (ROCHA et al., 2019), o naproxeno modificado 

doador de sulfeto de hidrogênio na lesão induzida por estresse (MAGIEROWSKI et 

al., 2017), bem como o peptídeo-2 (GLP-2), semelhante ao glucagon, na lesão 

induzida por etanol (ISBIL-BUYUKCOSKUN et al., 2018). 

  Para que isto ocorra, o fluxo sanguíneo supre a mucosa com oxigênio e 

HCO3, e remove H+ e agentes tóxicos que se difundem do lúmen para a mucosa. O 

controle do fluxo sanguíneo se dá por meio de mediadores secretados pelos nervos 

sensoriais aferentes, presentes na mucosa e submucosa gástrica e por fatores 
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lesivos, como ácido e toxinas. O baixo fluxo sanguíneo na mucosa predispõe a 

lesão, enquanto o alto fluxo sanguíneo protege contra agentes lesivos (SORBYE; 

SVANES, 1994; GUTTU et al., 1994; WALLACE, GRANGER, 1996; MIMAKI et al., 

2002).  

 

2.3.1.3 Prostaglandinas 

 

Além dos agentes protetores já citados, as prostaglandinas também são 

importantes fatores protetores da mucosa gástrica. Estão presentes em diversos 

tecidos humanos, são derivadas do ácido araquidônico (AA) e quimicamente fazem 

parte do grupo de eicosanoides. A síntese de prostaglandinas a partir do ácido 

araquidônico ocorre por meio da ação das Cicloxigenases (COX). No estômago 

existem duas isoformas de cicloxigenases, a COX-1 e a COX-2, sendo a primeira 

expressa constitutivamente, e a segunda que por não ser expressa 

constitutivamente recebe a denominação de indutível, pois é indutora da síntese de 

prostaglandinas em casos de processos inflamatórios (FENG et al., 1993; 

KARGMAN et al., 1996; WALLACE; GRANGER, 1996; SMITH, et al., 1996; YOO et 

al., 2018; TAKEUCHI; AMAGASE, 2018). 

As prostaglandinas, principalmente as denominadas PGs da série-2, incluindo 

a PGE2 e as prostaciclinas (PGI2) protegem a mucosa gástrica através da ativação 

dos seus receptores EP, aumentando assim, a secreção de muco e bicarbonato, o 

fluxo sanguíneo e levando a uma diminuição da secreção ácida. Dessa forma, estes 

compostos protegem a mucosa contra agentes necrosantes como álcool, HCl, 

NaOH, NaCl hipertônico e lesão térmica (ROBERT et al., 1979; CHAUDHURY et al., 

1980; MILLER, 1983; SÁNCHEZ-MENDOZA et al., 2019; GÓMEZ et al., 2019). 

 

2.3.1.4 Óxido nítrico 

 

O óxido nítrico (NO) é um mediador gasoso, produzido fisiologicamente pela 

conversão de L- arginina, por meio da ação das enzimas óxido nítrico sintase (NOS) 

(MONCADE; HIGGS, 1993; KITAY et al., 2017; AMADOR-MARTÍNEZ et al., 2019). 

No estômago existem dois tipos de NOS, a endotelial (eNOS), expressa 

constitutivamente e a induzida (iNOS), expressa em caso de injúrias e processos 

inflamatórios (BERG et al., 2004; ARAB; HASSANPOUR; BOZORGI, 2008; 
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ANGRISANO et al. 2012;  KITAY et al., 2017; ZOLOTAREV et al., 2017). Depois da 

oxidação de L-arginina em óxido nítrico, esse mediador se liga a guanilato ciclase, 

por meio do grupamento heme, e catalisa a conversão de guanosina trifosfato (GTP) 

em monofosfato cíclico de guanosina (GMPc), aumentando os níveis intracelulares 

desse componente.  Além disso, o óxido nítrico também pode atuar de um modo 

independente de GMPc (ABDEL et al., 2007; HONG et al., 2009; GHORBANZADEH 

et al., 2018).  

A diminuição do conteúdo de NO leva a múltiplas consequências e está 

envolvida na patogênese de muitas doenças, como o desenvolvimento de úlceras 

gástricas (KONTUREK et al., 1993; DJAKOVIC et al., 2016; HEGAB; ABD-ELLATIF; 

SADEK, 2018; BECEJAC et al., 2018; FU et al., 2018).  Diante disso, o NO é 

considerado um dos principais fatores envolvidos na manutenção da integridade da 

mucosa gástrica devido à sua capacidade de regular o fluxo sanguíneo e a secreção 

ácida gástrica (WHITTLE et al., 1990; KONTUREK et al., 1993; RAIMURA et al., 

2013; LUCETTI et al., 2017). 

Já foi demonstrado que a administração de doadores do óxido nítrico é capaz 

de acelerar o processo de cicatrização de úlceras gástricas causadas pelo uso de 

anti-inflamatórios não esteroides (AINES), indometacina, estresse, HCL e álcool. 

Entre os doadores de NO podemos citar o nitroprussiato de sódio, nitroglicerina e L-

arginina (TAKEUCHI et al., 1993; LUCETTI et al., 2017; CZEKAJ et al., 2018; 

DRMIC et al., 2017). Estudos já evidenciaram, por exemplo, que a utilização de 

nitroglicerina e L-arginina é capaz de levar a redução de úlceras causadas pelo 

etanol (MACNAUGHTON; CIRINO; WALLACE, 1989), a L-arginina também foi 

associada a uma eficiente proteção gástrica em lesões ocasionadas por 

antiinflamatórios (DRMIC et al., 2019),  enquanto o nitroprussiato de sódio foi efetivo 

na diminuição de úlceras gástricas induzida por ácido acético, levando a uma 

redução da área de úlcera, dos níveis de peroxidação lipídica, infiltração de células 

inflamatórias e aumento os níveis de SOD (HAN et al., 2017).  

Diante do exposto, destaca-se que o óxido nítrico endógeno ou liberado por 

doadores, protege a mucosa gástrica contra as lesões ocasionadas por múltiplos 

fatores, reduzindo a peroxidação lipídica, reestabelecendo o equilíbrio antioxidante, 

diminuindo os parâmetros inflamatórios e regulando a secreção do ácido gástrico. 
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2.3.1.5 Defesas antioxidantes 

 

O organismo possui um complexo sistema de proteção antioxidante como 

mecanismo de defesa contra os radicais livres. Um radical livre é definido como 

qualquer espécie química que contém um ou mais elétrons desemparelhados, sendo 

consideradas espécies reativas, uma vez que a concentração elevada desses 

radicais pode levar a um quadro de estresse oxidativo e dano celular. Os radicais 

livres são divididos em dois grupos principais: espécies reativas de oxigênio (EROS) 

e espécies reativas de nitrogênio (ERNS) (SUN et al., 2018; GUZMÁN-GÓMEZ et 

al., 2019).   

Os principais tipos prejudiciais de EROS incluem o ânion superóxido (O2
-), 

radicais hidroxila (OH-) e peróxido de hidrogênio (H2O2) (HALLIWEL, 2012; SMAGA 

et al., 2015; BALMUS et al., 2016). A via respiratória mitocondrial e a enzima 

nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) oxidase (Nox) são os dois 

principais produtores de EROs endógenos. Estressores também podem induzir as 

células a produzir EROS por meio de microssomas, peroxissomas e ativação ou 

dano da via do metabolismo energético mitocondrial (HU et al., 2019; VENDROV et 

al., 2019; LIANG et al., 2019; SCOTT et al., 2019). A elevação anormal das espécies 

reativas de oxigênio leva a um quadro de estresse oxidativo, marcado por depleção 

do sistema de defesa antioxidante (enzimático e não enzimático), favorecendo 

danos às estruturas celulares, como carboidratos, ácidos nucléicos, proteínas e 

lipídios, promovendo a peroxidação lipídica (OLIVEIRA et al., 2019; IBRAHIM et al., 

2019).  

As enzimas superóxido dismutase (SOD) são metaloenzimas presentes em 

células aeróbicas, e representam a primeira linha de defesa contra espécies 

reativas, sendo considerada uma das mais importantes enzimas antioxidantes 

(MCCCORD; FRIDOVICH,1969; GUZMÁN-GÓMEZ et al., 2019). Essa enzima 

captura radicais superóxido gerados como subproduto do metabolismo aeróbico, 

catalisando a conversão de radicais O2 
 em peróxido de hidrogênio (H2O2).  Este 

último é gerado como resultado da atividade da SOD é decomposto pela proteína 

ubíqua catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) em água e oxigênio molecular 

(IGHODARO; AKINLOYE, 2018; CARNEVALE et al., 2018; SHEKHAR; JAIN; 

PRIYA, 2019; KHAN et al., 2019).   
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A catalase é uma enzima chave no metabolismo do H2O2 e espécies reativas 

de nitrogênio. Os mecanismos moleculares que regulam a expressão da catalase, a 

mais antiga enzima antioxidante conhecida e descoberta, não são completamente 

elucidados. Está localizada principalmente nos peroxissomos, sendo expressa em 

todos os órgãos. Os níveis mais altos de atividade são medidos no fígado, nos rins e 

nos glóbulos vermelhos.  Além de sua atividade catalítica dominante (decomposição 

de H2O2), a catalase também pode atuar na decomposição de pequenos substratos 

como metanol e no caso do etanol, também é capaz de oxidá-lo em acetaldeído, 

contribuindo para o seu metabolismo hepático (WINTERNIT; MELOY, 1908; KEILIN; 

HARTREE, 1945; THURMAN; LEY; SCHOLZ, 1972; CHANCE; OSHINO, 1973; 

GLORIEUX; CALDERON, 2017).  

A glutationa possui um papel fundamental na defesa celular contra o estresse 

oxidativo. Sua ação protetora é demonstrada em vários órgãos como no fígado 

(CARVALHO et al., 2019), sistema nervoso (ESMAEILZADEH et al., 2019), pulmão 

(IBRAHIM et al., 2019) e estômago (OLIVEIRA et al., 2019).  Trata-se de um 

tripeptídeo (g-L-glutamil-L-cisteinil-glicina) presente no organismo na forma reduzida 

(GSH) e oxidada (GSSG) que atua em diversos processos biológicos como síntese 

de proteínas, metabolismo e proteção celular. Em situações de estresse, como na 

lesão gástrica, as espécies reativas de oxigênio são reduzidas pela GSH com a 

formação de oxigênio e água. Ao realizar essa redução a GSH é oxidada, sendo 

convertida em GSSG. Por outro lado, em situações fisiológicas ocorre a regeneração 

de GSH, a partir de GSSG, na presença de NADPH (Nicotinamida adenina 

dinucleotídeo fosfato reduzido), formando um ciclo, como disposto na figura 3 

(MEISTER, ANDERSON, 1983; BALLATORI; DUTCZAK, 1994; WEI et al., 2017; 

OLMOS et al., 2017; DALMIZRAK et al., 2019).  

Além disso, em casos de estresse oxidativo severo o GSSG pode ser 

exportado das células levando a uma depleção dos níveis de GSH (LEIER, et al., 

1996, CNUBBEN, 2001). Já foi evidenciado o papel da glutationa na proteção 

gástrica em lesões induzidas por etanol (ROBERT; MENARY,1984; SOUZA, 2016; 

OLIVEIRA et al., 2019), antiinflamatórios não esteróides (TURKYILMAZ et al., 2019) 

e alendronato (CARVALHO et al., 2015), onde observa-se um decréscimo da 

glutationa em caso de estresse, demonstrando a importância do estudo dessa 

enzima nos modelos de lesão gástrica. 
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Figura 3- Mecanismo antioxidante 

 

Legenda: Autoria própria, 2019. Abreviaturas: CAT: catalase; GPx:glutationa peroxidase; GSSG: 
glutationa oxidada; GR: glutationa redutase; GSH: glutationa reduzida; NADP+: Nicotinamida adenina 
dinucleotídeo fosfato; NADPH: Nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato reduzido 

 

2.3.2  Úlcera péptica 

 

As úlceras pépticas embora possam ocorrer em qualquer lugar do trato 

digestório são mais frequentes no estômago e duodeno. Essas lesões variam em 

profundidade, podendo ocorrer como um mero desprendimento do epitélio até 

lesões mais profundas, chegando até ulcerações (MILANI; CALABRÓ, 2001; 

BARKUN; LEONTIADIS, 2010; HUNT et al., 2015; FANG et al., 2019). 

As úlceras pépticas quando ocorrem no estômago são nomeadas de úlceras 

gástricas e são consideradas como um grave problema de saúde pública. Esses 

tipos de úlceras se desenvolvem devido à ação prejudicial do ácido e da pepsina. 

Em condições fisiológicas, a exposição a esses agentes agressores é 

contrabalanceada pelos fatores protetores da mucosa gástrica como o muco, 

bicarbonato (OLIVEIRA et al., 2019), prostaglandinas (FANG et al., 2019), óxido 

nítrico (MAGIEROWSKI et al., 2018), fluxo sanguíneo (TARNAWSKI; AHLUWALIA; 

JONES, 2014), regeneração da mucosa (MATSUOKA et al., 2005)  e agentes 

antioxidantes (PINTO et al., 2019). 
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No entanto, infecções por H. pylori (BORGES et al., 2019), bem como o uso 

exacerbado de AINES (FANG et al., 2019) e de álcool (OLIVEIRA et al., 2019), 

tabagismo e idade avançada (TABIRI; AKANBONG; ABUBAKARI, 2016) podem 

levar a um desequilíbrio entre os fatores protetores da mucosa e as ações 

prejudiciais do ácido e da pepsina sobre a mucosa gástrica, levando ao 

aparecimento das lesões ulcerativas, como disposto na figura 4 (SILVA et al., 2019, 

LEE et al., 2019a). 

 

Figura 4- Fisiopatologia da úlcera gástrica 

 

Legenda: Autoria própria, 2019. 

 

As úlceras gástricas desenvolvidas devido ao uso indiscriminado de álcool 

são consideradas como a causa mais comum de ulceração gástrica em homens 

(JAHOVIC, et al., 2007; MATSUHASHI, et al., 2007; SARDA; GARD, 2018;  YEGEN, 

2018; AL-MARSOUMI; JABOO et al., 2018). O etanol afeta a integridade da mucosa 

gástrica, aumentando a permeabilidade da mucosa e, em certos casos, causando 

sangramento, levando a lesões hemorrágicas de coloração avermelhada. Além 

disso, o uso de etanol eleva as concentrações de espécies reativas de oxigênio e, 

portanto, o estresse oxidativo é considerado um fator com papel crítico no dano a 
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mucosa gástrica (PAN et al., 2008; GUZMÁN-GÓMEZ et al., 2018; FAHMI et al., 

2019). 

Estudos demonstraram que a utilização de doses elevadas ou repetidas de 

etanol leva a uma diminuição das enzimas antioxidantes SOD, GSH e catalase, além 

da diminuição dos níveis de PGE2 e óxido nítrico, fatores protetores da mucosa 

gástrica (SALAMA et al, 2016; LIM et al., 2018; FAHMI et al., 2019; OLIVEIRA., 

2019; GÓMEZ et al., 2019). A lesão gástrica induzida por etanol também é capaz de 

levar a uma diminuição do fluxo sanguíneo (OHYA; GUTH, 1988), alteração da 

permeabilidade vascular e resposta inflamatória grave, com o aumento de citocinas 

pró-inflamatórias (TNF-α, IL-6, IL-1β), da infiltração neutrofílica e diminuição de 

citocinas anti-inflamatórias (IL-10) (SALAMA et al, 2016; FAHMI et al., 2019).  

 

Figura 5- Efeitos macroscópicos e microscópicos do etanol na mucosa gástrica 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Autoria própria, 2019. 

 

O uso desse agente agressor leva a lesões macroscópicas hiperêmicas e 

edema da mucosa acompanhado de necrose por hemorragia linear e por pontos. 

Além disso, o seu uso pode levar ao aparecimento de lesões microscópicas, 

marcadas por hemorragia extensa, edema, necrose e infiltração de leucócitos, como 

disposto na figura 5 (WANG et al., 2015; CZEKAJ et al., 2018; OLIVEIRA et al., 

2019). Diante dessa problemática vários estudos estão buscando novos 

mecanismos envolvidos no processo de lesão gástrica, a fim do desenvolvimento de 
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novos medicamentos, entre eles, podemos citar os estudos com receptores TRP 

(MEDEIROS et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2019). 

Levando em consideração a descoberta recente de TRPV4, os inúmeros 

estudos demonstrando a sua relação com o desenvolvimento de doenças e a 

ausência de estudos que correlacionem o TRPV4 com o desenvolvimento de úlceras 

gástricas, esse estudo tem como objetivo avaliar o possível envolvimento desse 

receptor com as lesões gástricas induzidas por etanol. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o possível envolvimento do TRPV4 no desenvolvimento de lesões 

gástrica induzidas por etanol em camundongos swiss. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar os efeitos macroscópicos da ativação e bloqueio do receptor TRPV4 

na lesão gástrica induzida por etanol em camundongos; 

  

 Estudar as alterações histopatológicas, como perda de células, hemorragia, 

infiltração de células inflamatórias e edema na mucosa gástrica após a lesão 

promovida pelo etanol e as possíveis alterações no envolvimento do TRPV4; 

 

 Avaliar a integridade da mucosa gástrica, por meio da Microscopia de força 

atômica (MFA), após a utilização do GSK2193874, antagonista de TRPV4, e 

lesão induzida por; 

 

 Analisar a expressão de TRPV4 na mucosa gástrica após a administração do 

etanol, por meio da técnica de PCR e imunohistoquímica 

 

 Avaliar a participação do TRPV4 no estresse oxidativo, no modelo de lesão 

gástrica induzida por etanol, a partir na análise de malondialdeído (MDA), um 

marcador de peroxidação lipídica; 

 

 Avaliar o envolvimento do TRPV4 na alteração da concentração das enzimas 

antioxidantes superóxido dismutase (SOD) e glutationa reduzida (GSH) no 

dano gástrico induzido por etanol. 

 

 Verificar a participação do TRPV4 na produção de muco gástrico após lesão 

induzida por etanol. 
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4 METODOLOGIA 

4.1 ANIMAIS 

 

Para a realização dos experimentos foram utilizados camundongos Swiss, 

machos e fêmeas, pesando entre 25-30g, provenientes do Biotério Central da 

Universidade Federal do Piauí (UFPI). Os animais foram acondicionados em caixas 

com xilana, em ambiente com temperatura média de 25 ± 2°C e luminosidade 

controlada em ciclos de claro/escuro de 12 horas, com acesso a água e ração 

padrão ad libitum. Os grupos experimentais apresentaram um número entre 5 e 8 

animais. Todos os princípios e normas internacionalmente aceitas para a utilização 

de animais em projetos de pesquisa e também as normas do COBEA (Colégio 

Brasileiro de Experimentação Animal) foram seguidas. Todos os procedimentos 

cirúrgicos estiveram de acordo com a Lei Federal 11.794 de outubro de 2008, ditada 

pela Sociedade Brasileira de Ciências de Animais de Laboratório. Este trabalho foi 

aprovado pelo comitê de ética em experimentação animal (CEEA) da Universidade 

Federal do Piauí, Campus Ministro Reis Velloso, número de protocolo CEEA nº 

003/19. 
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4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

Figura 6- Representação esquemática do delineamento experimental 

 

 
 
 
 
 

                    

 

 

 

 

 

 
Legenda: Autoria própria, 2019. Abreviaturas:GSK:GSK2193874; VR: vermelho de rutênio; GSK101: 
GSK1016790A; MDA: malondialdeído; GSH: glutationa reduzida; SOD: superóxido dismutase; AFM: 

Microscopia de força atômica; PCR: Reação em cadeia da polimerase 

 

A imagem acima (Figura 6) apresenta de forma esquemática o delineamento 

experimental utilizado para a realização do presente trabalho. 
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4.3 AVALIAÇÃO DO ENVOLVIMENTO DO RECEPTOR TRPV4 NA LESÃO 

GÁSTRICA INDUZIDA POR ETANOL 

 

Para avaliar o envolvimento do receptor TRPV4 na lesão gástrica induzida por 

etanol a 50%, foram utilizados os antagonistas GSK2193874 (GSK; Sigma-Aldrich/ 

St. Louis, MO, EUA) nas doses 0,1, 0,3 e 0,9 mg/kg e Vermelho de rutênio (VR; 

Sigma-Aldrich/ St. Louis, MO, EUA) nas doses 0,03, 0,1 ou 0,3 mg/kg, em grupos 

separados. Além disso, para uma melhor avaliação foi utilizado GSK1016790A 

(GSK101;Sigma-Aldrich/ St. Louis, MO, EUA), agonista de TRPV4, na dose de 0,3 

mg/kg na lesão gástrica induzida por etanol a 30%. As doses foram escolhidas de 

acordo com os trabalhos prévios de Thorneloe e colaboradores (2008) e Buday e 

colaboradores (2017).  

 

4.3.1 Lesão gástrica induzida por etanol e análise macroscópica 

 

Os animais foram previamente divididos nos grupos: Salina; Etanol 50%, 

GSK2193874, Vermelho de rutênio, Etanol a 30% e GSK1016790A. Os animais do 

grupo Salina, Etanol a 50% e Etanol a 30% receberam por via intraperitoneal (i.p) 

salina, enquanto os demais animais GSK2193874 nas doses de 0,1, 0,3 e 0,9 mg/kg 

(i.p) ou Vermelho de rutênio nas doses de 0,03, 0,1 ou 0,3 mg/kg (i.p) ou 

GSK1016790A na dose de 0,3mg/kg (i.p) (Figura 7A). Após 15 minutos, realizou-se 

a indução da lesão gástrica por meio da administração, por gavagem, de etanol 50% 

(Sigma-Aldrich/ St. Louis, MO, EUA), em um volume de 0,5mL/25g, v.o, nos animais 

dos grupos Etanol 50%, GSK2193874 e Vermelho de rutênio e a administração de 

etanol 30% (em um volume de 0,5mL/25g, v.o), nos animais do grupo Etanol a 30% 

e GSK1016790A. Os animais do grupo Salina receberam apenas salina, na 

proporção de 0,5ml/25g (v.o) (Figura 7B). Uma hora após a indução da lesão os 

animais foram eutanasiados. Realizou-se uma laparotomia (Figura 7C) a fim de 

remover o estômago do animal (Figura 7D), em seguida o estômago foi aberto ao 

longo da curvatura maior (Figura 7E), o conteúdo gástrico foi removido e o 

estômago lavado delicadamente com salina. Os estômagos foram estirados a fim de 

expor a lesão e fotografados (Figura 7F).  
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Figura 7- Passo a passo da metodologia da lesão gástrica induzida por etanol  

 

Legenda: Passo a passo da metodologia de lesão gástrica induzida por etanol, demonstrando o (A) 
pré-tratamento por via intraperitoneal (administração de salina, GSK2193874, GSK1016790A ou 
vermelho de rutênio); (B) indução da lesão, por meio da administração de etanol a 50% ou 30% por 
gavagem; (C) laparotomia; (D) remoção do estômago; (E) abertura do estômago por meio da 
curvatura maior e (F) estiramento do estômago para análise macroscópica.  
 

As imagens foram utilizadas para calcular a área de lesão a partir da 

planimetria, por meio da utilização do programa ImageJ, de acordo com as fórmulas 

presentes na figura 8. Além disso, pequenas amostras de tecido do corpo do 

estômago foram retiradas e fixadas em formol a 10% por 24 horas, e após esse 

tempo foram transferidas para etanol a 70%. O restante de tecido oriundo do corpo 

do estômago foi congelado a -80ºC e utilizado para posteriores análises. Após 

análise a melhor dose de GSK2193874 e Vermelho de rutênio foram selecionadas 

para a realização das demais metodologias utilizadas no trabalho.   
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Figura 8- Demonstração do cálculo da lesão por meio de planimetria utilizando o 

programa Image J. 
 

 

Legenda: (A) Imagem da planimetria realizada no programa Image J demarcando a área do quadrado 
(1), a área total do estômago (2) e as áreas de lesão (3).  (B) Valores das áreas demarcadas e (C) 
fórmulas utilizadas para calcular a área total da lesão. Autoria própria, 2019.  
 

4.4 ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA 

 

Para avaliação histopatológica, amostras de estômago foram fixadas em 

solução de formalina a 10% (v/v), onde permaneceram por 18 horas, quando foram 

transferidas para uma solução de álcool a 70%. Em seguida, o material foi embebido 

em parafina. Com a utilização de um micrótomo, as amostras foram cortadas em 

secções de 4mm de espessura, desparafinizadas e posteriormente coradas com 

hematoxilina-eosina para estudo ao microscópio óptico de forma cega. A severidade 

da lesão gástrica foi classificada usando os seguintes critérios descritos por Laine e 

Weinsten (1988): perda de células epiteliais (0 a 3), edema na superfície de mucosa 

(0 a 4), danos hemorrágicos (0 a 4) e infiltração de células inflamatórias (0 a 3), 

resultando em um score máximo de 14. 
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4.5 AVALIAÇÃO DA MUCOSA GÁSTRICA POR MICROSCOPIA DE FORÇA 

ATÔMICA (MFA) 

 

A análise por MFA da mucosa gástrica de camundongos foi realizada a partir 

de secções de 5 μm de tecido gástrico fixadas em parafina. Em seguida as amostras 

foram desparafinizadas com xilol e álcool etílico em concentrações decrescentes e 

fixadas nas lâminas sem passar pelo processo de coloração. Em seguida, as 

amostras foram analisadas em equipamento TT-AFM (AFM, Workshop, EUA no 

modo de contato intermitente (vibrating) com sonda (cantilever) de silício 

(TEDPELLA) e frequência de ressonância de aproximadamente 237 kHz. Imagens 

de 40 × 40 μm e resolução de 512 × 512 pixels foram obtidas e processadas com 

auxílio do Software Gwyddion 2.4 (ABDON et al., 2014; NOLETO et al., 2019). 

 

4.6 ANÁLISE IMUNOHISTOQUÍMICA DE TRPV4 NA MUCOSA GÁSTRICA 

 

Amostras do tecido gástrico foram retiradas e fixadas em formol a 10%, e 

realizados os procedimentos para processamento e cortes histológicos descritos 

anteriormente. Os cortes foram desparafinizados, reidratados e submetidos a 

recuperação antigênica, e colocados solução de bloqueios de ligação inespecíficos 

(leite desnatado a 1% em PBS; e solução de bloqueio de peroxidase endógena: 

H2O2 3% diluída em metanol). As amostras foram então lavadas em PBS e 

incubadas com anticorpos anti-TRPV4 (Abcam) diluídos a 1: 500 durante a noite a 2-

8 ° C. As lâminas de tecido foram lavadas, e foi realizada a incubação com anticorpo 

secundário anti-coelho biotinilado (1: 250) (Sigma-Aldrich) por 1 h em temperatura 

ambiente, seguida de exposição à solução complexa estreptavidina-biotina-

peroxidase (Vector laboratories, EUA) por 1 h em temperatura ambiente e substrato 

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

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

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

negativo foram processadas ao mesmo tempo como descrito, mas sem 

anticorpo TRPV4 (SONG et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2019). 
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4.7 ANÁLISE DA EXPRESSÃO GÊNICA DE TRPV4 POR MEIO DA TÉCNICA DE 

REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) 

 

O RNA total foi extraído de 50 mg de tecido gástrico com o reagente TRIzol® 

(Invitrogen, EUA), seguindo as instruções do fabricante e o cDNA sintetizado a partir 

de 100 ng de RNA total usando o kit de transcrição reversa de cDNA de alta 

capacidade (Applied Biosystems, EUA), seguindo as instruções do fabricante, e 

armazenado a -30 ºC até o uso. A expressão dos genes alvo foi investigada por PCR 

quantitativo em tempo real (Applied Biosystems, EUA), usando alíquotas de cDNA 

nas quais o TaqMan® Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems, EUA), 

primer e mix de sondas de TRPV4 (Mm00499025_m1)  ou GAPDH 

(Rn01775763_g1), bem como o ensaio de expressão do gene Taqman (Applied 

Biosystems, EUA), foram utilizados como indicado pelo fabricante. Todas as 

amostras foram processadas em triplicata, e a expressão relativa de mRNA 

determinada após normalizar todos os valores aos de GAPDH. Os resultados foram 

analisados usando o método 2- ΔΔCt  com GAPDH como gene de manutenção e o 

controle não tratado como calibrador (grupo SAL) (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). 

4.8 DETERMINAÇÃO DOS NÍVEIS DE GLUTATIONA REDUZIDA (GSH) NA 

MUCOSA GÁSTRICA DE CAMUNDONGOS PRÉ TRATADOS COM VERMELHO 

DE RUTÊNIO E GSK2193874 NA LESÃO GÁSTRICA INDUZIDA POR ETANOL A 

50% 

 

A concentração de GSH em amostras de tecidos do estômago foi analisada 

de acordo com o método descrito por Sedlak e Lindsay (1968). Para determinação 

dos níveis de grupos sulfidrílicos não-protéicos, amostras da mucosa gástrica dos 

animais foram homogeneizadas na concentração de 1ml de ácido etilenodiamino 

tetra-acético (EDTA) 0,02M para cada 100mg de tecido. Alíquotas de 400μL do 

homogenato foram misturadas em 320μL de água destilada e 80μL de ácido 

tricloroacético (TCA) 50% para que ocorresse a precipitação de proteínas. Os tubos 

com o material foram centrifugados por 15 minutos a 3.000 rpm/4°C. Em seguida, 

400μL do sobrenadante foi adicionado a 800μL de tampão Tris 0,4M (pH 8.9) e 20μL 

de ácido ditio-nitrobenzoico DTNB (reagente de Ellman) 0,01M. Agitou-se a mistura 

por 3 minutos e a absorbância foi lida a 412nm em espectrofotômetro (Modelo 
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UV1000A/ INSTRUTHERM). Os resultados foram expressos em μg de GSH/ g de 

tecido 

 

4.9 DETERMINAÇÃO DOS NÍVEIS DE SUPERÓXIDO DISMUTASE (SOD) NA 

MUCOSA GÁSTRICA DE CAMUNDONGOS PRÉ-TRATADOS COM VERMELHO 

DE RUTÊNIO E GSK2193874 NA LESÃO GÁSTRICA INDUZIDA POR ETANOL A 

50% 

 

A atividade de SOD foi medida de acordo com o proposto por Sun, Oberley e Li 

(1988). Utilizando-se de amostras do tecido do estômago foi preparado um 

homogenato a 10%, que posteriormente foi centrifugado a 3000 rpm, por um período 

de 15 minutos a uma temperatura de 4ºC.  Em seguida, 100μL do sobrenadante foi 

retirado e transferido para um outro tubo, e adicionado 1110 μL de tampão fosfato , 

descontando o que já foi adicionado desse tampão no homogenato,  75 μL de L-

metionina (20mM), 40 μL de Triton X-100 (1% v/v), 75 μL de cloreto de hidroxilamina 

(10 mM) e 100 μL de EDTA (50 μM). Após a adição de todos os reagentes, os tubos 

foram colocados em banho-maria a 37ºC por cinco minutos. Após o tempo 

necessário, sob pouca luz, foi adicionado 80 μL de riboflavina (50 μM) e todos os 

tubos colocados em uma caixa apropriada com luz branca, sendo expostos a luz por 

um tempo de 10 minutos. Em seguida, ainda sob pouca luz, 100 μL da solução 

preparada foi adicionada a poços da placa para Ensaio de imunoabsorbância ligado 

a enzima (ELISA), seguido da adição de 100 μL de reagente de Griess. Após 10 

minutos, em temperatura ambiente, realizou-se a leitura em leitor de Elisa a 550nm. 

Para a dosagem de proteínas totais foi utilizado um kit fornecido pela empresa 

LABTEST. A partir do valor da dosagem de proteínas totais calculou-se o valor de 

Unidade de SOD (ug) / ug de proteínas totais. 

 

4.10 DETERMINAÇÃO DOS NÍVEIS DE MALONDIALDEÍDO (MDA) NA MUCOSA 

GÁSTRICA DE CAMUNDONGOS PRÉ-TRATADOS COM VERMELHO DE 

RUTÊNIO E GSK2193874 NA LESÃO GÁSTRICA INDUZIDA POR ETANOL A 50%. 

 

Para dosagem de malondialdeído, utilizou-se a metodologia proposta por 

Myhara e Uchyama (1978). Utilizando-se de pequenos fragmentos da mucosa 

gástrica, preparou-se um homogenato a 10% (100mg de tecido por mL de tampão) a 

partir da utilização de uma solução tampão de KCL gelado 1,15%. Foi adicionado 

1,5 mL de H3PO4 a 1% em um tubo de ensaio, 250 µL do homogenato e por último 
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500 µL de solução de ácido Tiobarbitúrico 0,6%. Todos os tubos foram agitados e 

em seguida aquecidos em banho-maria a 100ºC por 45 minutos. Após o tempo 

necessário realizou-se um choque térmico com a utilização de água gelada e cubos 

de gelo. Após o resfriamento dos tubos, adicionou-se 2mL de n-butanol e todos os 

tubos foram tampados. Os conteúdos foram misturados por 1 minuto a partir da 

utilização de um vortex. Em seguida, realizou-se a centrifugação do material por 15 

minutos a 4000 rpm. A fase butanólica foi retirada e utilizada para mensuração da 

absorbância a 520 e 530 nm. Os resultados obtidos foram expressos em nmol por 

grama de tecido, a partir da utilização de uma curva padrão. 

 

4.11 DETERMINAÇÃO DO MUCO GÁSTRICO 

 

Os camundongos foram previamente divididos nos grupos: Salina; Etanol 

50%, GSK (0,9mg/kg), e VR (0,3mg/kg), o pré-tratamento seguiu os experimentos 

anteriores. Após uma hora da administração do etanol os animais foram 

eutanasiados e amostras de tecido gástrico coletadas e transferidas para solução de 

alcian blue 1% (0,16 M de sacarose em 0,05 M acetato de sódio, pH 5,8). O excesso 

do corante no tecido foi removido com lavagem em uma solução de 0,25 M de 

sacarose. O complexo muco - corante foi extraído colocando o tecido em 0,5 M de 

MgCl2 durante 2 horas. O extrato do corante foi misturado com éter dietílico, 

centrifugado a 1.400g durante 10 min e a absorbância medida a 598 nm. A 

quantidade de alcian blue extraída (μg/g de tecido) foi calculada utilizando uma 

curva padrão (CORNE et al., 1974).  

 

4.12 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Para a realização das análises estatísticas foram utilizados o teste de análise 

e variância (ANOVA), seguido do teste de Student-Newman-Keuls, em caso de 

diferença estatística entre os grupos. Os resultados foram expressos como média ± 

erro padrão da média (E.P.M), sendo as diferenças consideradas significativas 

quando p<0,05. Para a avaliação histológica, foram utilizados testes não 

paramétricos Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn, diferenças foram 

consideradas significantes quando p<0,05. As análises estatísticas foram realizadas 

a partir do programa GraphPad Prism, software versão  7. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 ANÁLISE MACROSCÓPICA DO EFEITO DA UTILIZAÇÃO DOS 

ANTAGONISTAS DE TRPV4 NA LESÃO GASTRICA INDUZIDA POR ETANOL   

 

Na figura 9, podemos observar os efeitos macroscópicos da utilização de 

antagonistas do TRPV4 na lesão gástrica induzida por etanol. Nas figuras 9 (B, C e 

D) é possível observar que o etanol levou a lesões hemorrágicas (20,99± 3,28 mm2), 

de cor avermelhada que não estavam presentes no grupo salina (Figura 9A). No 

entanto, a mucosa dos animais tratados com GSK2193874 (Figura 9C) e Vermelho 

de rutênio (Figura 9D), antagonistas do TRPV4, apresentaram uma área de lesão 

significativamente inferior ao grupo sem tratamento que teve apenas a lesão 

induzida etanol (Figura 9B), sugerindo o possível envolvimento da ativação desse 

receptor nesse modelo de lesão. 

Na figura 9 (E) é possível identificar que a utilização de GSK2193874, nas 

doses 0,1, 0,3 e 0,9 mg/kg, foi capaz de reduzir significativamente (p<0.05) as 

lesões macroscópicas causadas pelo etanol em 47,4%, 74,05% e 89,65%, 

respectivamente. Da mesma forma, o vermelho de rutênio, nas doses de 0,03, 0,1 e 

0,3 mg/kg, também foi capaz de reduzir as lesões macroscópicas causadas pelo 

etanol 50% em 90,09%, 72,73% e 64,99%, respectivamente. De acordo com os 

dados apresentados, concluiu-se que as melhores doses para GSK e RR foram as 

de 0,9mg/kg (2,97 ± 1,7 mm2) e 0,03mg/kg (2,83 ±1,62 mm2) respectivamente, 

sendo essas as doses utilizadas para as demais análises. 
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Figura 9- Análise macroscópica do envolvimento do TRPV4 na lesão gástrica 

induzida por etanol e curva dose resposta. 
 

 

 

Legenda. (A) Grupo salina, controle negativo. (B) Grupo lesionado (etanol a 50%) (C) Grupo pré 

tratado com GSK2193874 na dose de 0,9mg/kg seguido de etanol a 50% (D) Grupo teste pré tratado 

com vermelho de rutênio 0,03mg/kg e etanol a 50%. (E) Curva dose resposta da utilização do pré 

tratamento com GSK2193874 nas doses de  0,1, 0,3 e 0,9 mg/kg e Vermelho de rutênio  nas doses 

de 0,03, 0,1 e 0,3 mg/kg, seguidos de etanol a 50%. Os resultados estão expressos pela média ± erro 

padrão da média de pelo menos 5 animais por grupo. (*) P < 0.05 quando comparado ao grupo 

tratado com etanol; (#) P< 0.05 quando comparado ao grupo tratado com salina, o resultados foram 

analisados por one-way ANOVA seguido por Newman–Keuls. Abreviaturas:SAL: salina; GSK: 

GSK2193874; VR: Vermelho de rutênio, 
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5.2 ANÁLISE MACROSCÓPICA DO EFEITO DA UTILIZAÇÃO DO AGONISTA DE 

TRPV4, GSK1016790A, NA LESÃO GASTRICA INDUZIDA POR ETANOL 

 

Também foi realizada a análise macroscópica da utilização de GSK1016790A 

na lesão gástrica induzida por etanol. A partir disso, observamos que a utilização 

desse agonista do TRPV4 levou a uma exacerbação significativa (p<0,05) da área 

de  lesão(8.29± 2.83 mm2)  (Figura 10B e C) quando comparado ao grupo etanol a 

30%  (2.77±1.12 mm2)  (Figura 10A e C).  

 

Figura 10- Análise macroscópica da ativação do TRPV4 na lesão induzida por 
etanol 

 
 
Legenda. (A) Grupo lesionado a partir da utilização de etanol a 30%. (B) Grupo pré tratado com 
GSK1016790A (0,9 mg/kg) e posteriormente com etanol a 30%. Os resultados estão expressos pela 
média ±  erro padrão da média de pelo menos 5 animais por grupo. (*) P < 0.05 quando comparado 
ao grupo tratado com etanol, os resultados foram analisados por one-way ANOVA seguido por 
Newman–Keuls. Abreviaturas:SAL: salina; GSK101: GSK1016790A. 
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5.3 AVALIAÇÃO HISTOPATOLOGICA DO EFEITO DO VERMELHO DE RUTÊNIO 
E GSK2193874, ANTAGONISTAS DO TRPV4, NA LESÃO GÁSTRICA INDUZIDA 
POR ETANOL EM CAMUNDONGOS 
 

Para análise microscópica os parâmetros hemorragia, perda de células 

epiteliais, edema e infiltrado de células inflamatórias foram analisados e estão 

dispostos na figura 11, marcados respectivamente pelos símbolos: seta, cerquilha e 

asterisco. Na figura 11(B) observa-se que a administração do etanol 50% 

(0,5ml/25g) provocou graves lesões microscópicas. Sendo constatados, perda de 

células epiteliais, danos hemorrágicos e edema. Além disso, observou-se que o 

grupo pré-tratado com GSK 0,9 mg/kg (Figura 11C) e VR 0,03 mg/kg (Figura 11D) 

apresentaram reduções significativas (p< 0,05) nas lesões microscópicas causadas 

pelo etanol, em relação aos parâmetros: edema (Figura 11E), danos hemorrágicos 

(Figura 11G) e perda de células epiteliais (Figura 11F). No entanto, não foram 

encontradas diferenças significativas em relação ao parâmetro infiltrado inflamatório 

quando comparado o grupo etanol com o grupo salina e demais grupos (Figura 

11H). 
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Figura 11- Análise histopatológica do efeito do GSK2193874 e vermelho de rutênio 

na lesão gástrica induzida por etanol 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:(A-D) Fotomicrografia da mucosa gástrica de camundongos (40x), (A) Grupo salina. (B) 
Grupo etanol 50% (0,5 ml/25g), perda de células epiteliais (#), hemorragia (seta) e edema (*). (C-D) 
Grupo GSK2193874 0,9 mg/kg e Vermelho de rutênio 0,03 mg/kg, respectivamente. Os painéis E, F, 
G e H demonstram os escores referentes aos parâmetros: edema, perda de células epiteliais, dano 
hemorrágico e infiltrado inflamatório, respectivamente. (*) P < 0.05 quando comparado ao grupo 
tratado com etanol; (#) P< 0.05 quando comparado ao grupo tratado com salina, foram utilizados 
testes não paramétricos Kruskal- Wallis, seguido do teste de Dunn. 
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5.5 AVALIAÇÃO DA INTEGRIDADE DA MUCOSA GÁSTRICA APÓS A 

UTILIZAÇÃO DE ANTAGONISTAS DE TRPV4 E LESÃO INDUZIDA POR ETANOL 

 

A análise por MFA demonstrou que o grupo controle salina apresentou a 

mucosa gástrica íntegra e com menor profundidade nas depressões (6,2 μm) 

comparado ao grupo etanol a 50%. No grupo etanol evidenciou-se o 

desaparecimento das estruturas típicas do tecido e perda da integridade da mucosa, 

com ruptura das camadas submucosas e fibras de colágeno, bem como o aumento 

da profundidade das depressões (7,4 μm) presentes no tecido.  A utilização do GSK 

diminuiu a ação do etanol sobre a mucosa, uma vez que as amostras desse grupo 

apresentaram depressões com menor profundidade (5,9 μm) e integridade do 

epitélio.  

Figura 12- Análise histológica da mucosa gástrica por Microscopia de Força atômica 

Legenda: (A) Grupo salina; (B) Grupo etanol; (C) GSK2193874 
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5.6 ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE TRPV4 NA MUCOSA GÁSTRICA APÓS A 

ADMNISTRAÇÃO DE ETANOL 

 

A análise imunohistoquímica de TRPV4 no tecido gástrico demonstrou uma 

maior marcação de TRPV4 no tecido lesionado pelo etanol (Figura 13B), com 

intensa coloração com DAB, principalmente na superfície do epitélio, em 

comparação com o grupo salina (Figura 13A). Esses resultados foram confirmados 

pela análise da deconvulução das cores, onde a utilização de etanol levou um 

aumento da intensidade de DAB (13,45±3,95 DABwt; Figura 13D) quando 

comparado ao grupo salina (3,95±2,48 DABwt) (Figura 13C).  

A análise de PCR demonstrou que a expressão de mRNA  de TRPV4 no 

grupo etanol (2,45±0,52 mRNA expressão) foi 75,57% maior do que no grupo salina 

(0,5925±0,24 mRNA expressão) (Figura 13E). 
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Figura 13- Expressão gênica e imunohistoquímica de TRPV4 após lesão gástrica 

induzida por etanol 
 

 
 
 
 
 
 
 
                
 

Legenda: (A-D) Análise imunohistoquímica do receptor TRPV4 na mucosa gástrica após lesão 
induzida por etanol a 50%. (A) Grupo controle salina. (B) Grupo lesionado após indução com etanol a 
50%. (C; D) Análise de deconvolução colorida da coloração DAB para TRPV4 no grupo (C) solução 
salina e (D) grupo etanol, na mucosa gástrica. Os resultados foram analisados por ANOVA 
unidirecional seguida por Newman - Keuls. (E) Análise da alteração da expressão do mRNA de 
TRPV4 após lesão induzida por etanol a 50%. Os resultados são expressos como alteração na dobra 
do mRNA de TRPV4 normalizado para GAPDH. Os resultados são média ± SEM de pelo menos 5 
animais por cada grupo experimental. (*) P <0,05 
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5.7 EFEITO DA UTILIZAÇÃO DE DOIS ANTAGONISTAS DE TRPV4 NA REDUÇÃO  

DO ESTRESSE OXIDATIVO NA LESÃO GÁSTRICA INDUZIDA POR ETANOL 

 

A análise de marcadores de estresse oxidativo demonstrou que a utilização 

de etanol a 50% levou a diminuição significativa (p<0,05) dos níveis de glutationa 

reduzida (158.24 ± 16.10 μg GSH / g tecido) na mucosa gástrica quando comparado 

ao grupo salina (280.78 ± 23.08 μg GSH / g tecido). Por outro lado, a utilização dos 

antagonistas de TRPV4 (p<0,05), GSK  (221.58 ± 47.85 μg GSH / g tecido) e VR 

(228.98 ± 39.74 μg GSH / g tecido) reverteram esse efeito significativamente, 

reestabelecendo os níveis de GSH para valores próximos ao do grupo salina, como 

disposto na figura 14(A).   

Da mesma forma, a utilização de GSK2193874 (15.40 ± 3.94 μSOD / mg de 

proteína) e VR (13.09 ± 0.64 μSOD / mg de proteína) levaram a um aumento 

significativo (p<0,05) dos níveis de superóxido dismutase na mucosa gástrica se 

comparado com o grupo etanol (9.65 ± 0.59 μSOD / mg de proteína), enquanto a 

utilização de etanol a 50% levou a uma diminuição significativa desses níveis se 

comparado ao grupo salina (12.72 ± 1.83 μSOD / mg de proteína)  (Figura 14B). 

  

Figura 14- Avaliação do efeito da inativação de TRPV4 sobre os níveis de GSH e 
SOD na mucosa gástrica lesionada por etanol. 
 

 

Legenda: (A) Concentração de glutationa reduzida (GSH), (B) Atividade da superóxido dismutase 
(SOD), na mucosa gástrica após pré tratamento com GSK2193874 (0,9mg/kg) ou Vermelho de 
rutênio (0,03mg/kg) com posterior indução da lesão a partir da administração de etanol a 50%.   Os 
resultados estão expressos pela média ± erro padrão da média de pelo menos 5 animais por grupo. 
(*) P < 0.05 quando comparado ao grupo tratado com etanol; (#) P< 0.05 quando comparado ao 
grupo tratado com salina, os resultados foram analisados por one-way ANOVA seguido por Newman–
Keuls. Abreviaturas:SAL: salina; GSK: GSK2193874; VR: Vermelho de rutênio. 
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As dosagens de malondialdeído na mucosa gástrica demonstraram que o 

etanol (251.68 ± 50.68 nmol / g) levou a um aumento significativo (p<0,05) dos níveis 

desse marcador, demonstrando uma intensa peroxidação lipídica se comparado ao 

grupo controle negativo (salina) (182.15 ± 40.48 nmol / g). Entretanto, quando 

realizada a administração de GSK (0,9 mg/kg) (148.72 ± 22.11 nmol / g) e VR 

(183.04 ± 14.83 nmol / g) observou-se uma redução significativa dos níveis gástricos 

de MDA, quando comparado ao grupo que recebeu apenas etanol (Figura 15). 

 

Figura 15- Determinação dos níveis de MDA na mucosa gástrica após bloqueio de 

TRPV4 e lesão gástrica 

 

Legenda: Os resultados estão expressos pela média ± erro padrão da média de pelo menos 5 
animais por grupo. (*) P < 0.05 quando comparado ao grupo tratado com etanol; (#) P< 0.05 quando 
comparado ao grupo tratado com salina, os resultados foram analisados por one-way ANOVA 
seguido por Newman–Keuls. Abreviaturas:SAL: salina; GSK: GSK2193874; VR: Vermelho de rutênio. 

 

5.8  MUCO GÁSTRICO 

 

A utilização de etanol a 50% diminuiu a adesão (0,015±0,005)  do Alcian Blue 

ao muco da parede gástrica em comparação com o grupo salina (0,031±0,008). Por 

outro lado a utilização dos antagonistas de TRPV4, GSK2193874 (0,028±0,007) e 

Vermelho de rutênio (0,031±0,006), reestabeleceram a adesão do Alcian Blue ao 

muco em comparação com o grupo etanol, mesmo após a indução da lesão (Figura 

16). 
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Figura 16 - Efeito da utilização dos antagonistas de TRPV4 sobre a quantidade de 

muco, após lesão gástrica induzida por etanol. 

 

 

Legenda: Os resultados estão expressos pela média ± erro padrão da média de pelo menos 5 

animais por grupo. (*) P < 0.05 quando comparado ao grupo tratado com etanol; (#) P< 0.05 quando 

comparado ao grupo tratado com salina, os resultados foram analisados por one-way ANOVA 

seguido por Newman–Keuls. Abreviaturas:SAL: salina; GSK: GSK2193874; VR: Vermelho de rutênio. 
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 6 DISCUSSÃO  

 

Levando em consideração os inúmeros distúrbios causados pela ativação de 

TRPV4, principalmente distúrbios gastrointestinais, e o número reduzido desses 

estudos a nível gástrico (ABBAS et al., 2019; FAHMI et al., 2019; YAO et al., 2019; 

GOUTSOU et al., 2019; SONI et al., 2019; HINES et al.,2019; CHAN; NELSON; 

CIPOLLA, 2019; NABISSI et al., 2018), visamos com esse trabalho investigar a 

associação entre a ativação desse receptor e o desenvolvimento de lesões gástricas 

induzidas pelo etanol. Para isso, realizamos a indução da lesão por meio da 

utilização de etanol a 50% e a fim de verificar a participação do receptor, utilizamos 

o GSK2193874, antagonista seletivo, e o vermelho de rutênio, antagonista não 

seletivo, do TRPV4. Além disso, também realizamos a indução da lesão com etanol 

a 30% juntamente com a utilização de um agonista do TRPV4, o GSK1016790A. 

Nossos dados macroscópicos demonstraram uma exacerbada área de lesão 

nos grupos que não receberam nenhum tipo de pré-tratamento com os antagonistas 

de TRPV4 e no grupo que recebeu pré tratamento com o agonista de TRPV4  e 

passaram pelo processo de indução da lesão, em relação ao grupo controle salina. 

Esse processo já está bem estabelecido na literatura, uma vez que o alto consumo 

de etanol está associado ao afinamento da mucosa gástrica, necrose, por meio de 

sua ação tóxica direta, e esfoliação das células epiteliais (SU et al., 2017; LIU et al., 

2019). Isto ocorre porque o etanol tem a capacidade de solubilizar o muco protetor, 

expondo o epitélio a pepsina e ácido clorídrico, além de levar a uma diminuição da 

secreção de bicarbonato e desregulação da produção de muco gástrico (GLAVIN et 

al., 1992; BRZOZOWSKI et al., 1998; ZATORSKI et al., 2019).    

No entanto, quando utilizados antagonistas do TRPV4, a mucosa gástrica dos 

camundongos apresentou uma significativa diminuição na área de lesão quando 

comparado ao grupo etanol, e quando utilizado o agonista juntamente com etanol a 

30% os animais apresentaram uma exacerbação da lesão. Esses dados evidenciam 

a participação do TRPV4 na lesão gástrica induzida por etanol, uma vez que o 

bloqueio e a ativação do receptor levaram a uma diminuição e exacerbação da área 

de lesão, respectivamente. Afim de confirmar o envolvimento desse receptor nesse 

processo de lesão, realizou-se os testes de imunohistoquímica e PCR, onde foi 

confirmado que o TRPV4 está mais expresso no epitélio gástrico lesado. Isto estaria 

de acordo com alguns trabalhos que demonstram o envolvimento entre a ativação 
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desse receptor e o desenvolvimento de desordens gastrointestinais, como o 

aumento de efeitos pró inflamatórios no trato gastrointestinal (TGI), e a alta 

expressão de mRNA de TRPV4 em pacientes e animais com doenças inflamatórias 

intestinais (BRIERLEY et al., 2008; HOLZER et al., 2011; FICHA et al., 2012; 

ZHANG et al., 2015b). 

 Mesmo que frequentemente citado, ainda não há muitos estudos na literatura 

que demonstrem a associação desse receptor com o desenvolvimento de doenças 

causadas pelo consumo de álcool e de distúrbios gástricos. Porém, em um estudo 

sobre pancreatite crônica, hipotetizou-se que os canais TRPV4 seriam ativados em 

um ambiente rico em álcool, o que está de acordo com os nossos resultados 

(ZHANG et al., 2015a). Além disso, a ativação de TRPV4 também já foi associada 

ao desenvolvimento de lesões ulcerosas no intestino causadas pela utilização aguda 

de antinflamatórios não esteroidais (YAMAWAKI et al., 2014). Se levarmos em 

consideração que os AINES também são uma grande causa do desenvolvimento de 

úlceras gástricas (KIM et al., 2019; PINEDA-PEÑA et al., 2019), e que a sua 

utilização pode culminar com a ativação de TRPV4 e desenvolvimento de lesões 

ulcerosas (YAMAWAKI et al., 2014), essa seria mais uma evidência que demonstra 

a importância do aprofundamento dos estudos sobre o papel da ativação de TRPV4 

no desenvolvimento de úlceras gástricas. 

Para um maior aprofundamento dos estudos, foram realizadas análises 

microscópicas aonde foi possível observar que a utilização dos antagonistas do 

receptor levou a uma diminuição dos parâmetros edema, hemorragia e perda de 

células epiteliais que se encontravam aumentados no grupo etanol.  Sabe-se que 

um dos motivos para o desenvolvimento das lesões hemorrágicas/hiperêmicas, 

desenvolvidas pelo uso exacerbado de etanol, ocorrem devido a um distúrbio na 

circulação gástrica (OATES; HAKKINEN, 1988). Já foi demonstrado que a ativação 

de TRPV4 está intimamente associada a uma alteração hemodinâmica, podendo 

levar a hemorragias em órgãos como pulmão, rim e intestino grosso (WILLETE et al., 

2008). Além disso, o mesmo estudo demonstrou que a ativação desse receptor 

também está associada a edema pulmonar e queda da pressão arterial, no entanto o 

mecanismo de ação não foi desvendado, o autor apenas sugeriu que isso ocorreu 

devido à intensa alteração hemodinâmica. Levando em consideração os resultados 

aqui apresentados e os encontrados por Willete e colaboradores (2008) sugere-se 

que as alterações do fluxo sanguíneo ocasionadas pela ativação de TRPV4 podem 
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ter associação com as lesões hemorrágicas advindas dessa ativação. No entanto, 

para fins de confirmação seria interessante o aprofundamento dos estudos sobre as 

alterações do fluxo sanguíneo gástrico, na lesão induzida por etanol e seu possível 

envolvimento com a ativação de TRPV4. 

A fim de confirmar e complementar as análises microscópicas, realizou-se a 

microscopia por força atômica, onde foi evidenciado que o etanol levou a destruição 

da camada submucosa e ao aumento das depressões presentes do tecido, da 

mesma forma que ocorreu nos estudos de Noleto e colaboradores (2019), onde 

realizou-se  a indução da lesão gástrica por alendronato e Abdon e colaboradores 

(2014), na lesão por etanol. Como resultado, observou-se que a utilização de GSK 

impediu que o etanol levasse a uma diminuição da integridade da mucosa, 

confirmando o envolvimento de TRPV4 nesse processo de lesão. 

Sabe-se também que outro fator causador das lesões macro e microscópicas 

na mucosa gástrica, após a utilização de etanol, é o aumento da concentração de 

ácido clorídrico (MATSUHASHI, et al., 2007; KIM et al., 2019; LONG et al., 2019). 

Estudos já demonstraram que o TRPV4 quando ativado leva a um influxo de cálcio 

que ativa a bomba H+K+/ATPase culminando com a secreção de ácido gástrico 

(NILIUS et al., 2004; SHIKANO et al., 2011; D'ALDEBERT et al., 2011). Dessa 

forma, a ativação de TRPV4 com a utilização do etanol, pode ser um fator 

desencadeador para o aumento da secreção de ácido clorídrico e intensificação da 

lesão na mucosa gástrica. Todavia, mais estudos devem ser realizados para 

desvendar esse possível mecanismo, como por exemplo a partir dos experimentos 

para avaliação da secreção ácida gástrica juntamente com a utilização de agonistas 

e antagonistas de TRPV4. 

Além dos prejuízos acima citados o consumo de etanol é capaz de levar a um 

estresse oxidativo na mucosa gástrica, por meio da geração espécies reativas de 

oxigênio que estão envolvidas diretamente com o dano das membranas celulares 

(ZAMORA et al., 2007; YEO et al., 2018; BANG et al., 2019). Estudos anteriores 

também já demonstraram que a ativação de TRPV4 leva a um aumento da 

sobrecarga de liberação de Ca+2 e geração de espécies reativas de oxigênio, e que 

por sua vez isso está associado à geração de dano celular (BULBOZ et al., 2012; 

HONG et al., 2016; SURESH et al., 2018).  

Tendo em vista que a utilização do álcool está relacionado a geração de 

espécies reativas de oxigênio, e que a ativação de TRPV4 também já foi associada 
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ao aumento de EROS em outras situações de estresse buscou-se observar se o 

estresse oxidativo presente na mucosa gástrica após a lesão induzida por etanol 

poderia ter alguma associação com a ativação desse receptor. Para isso foram 

avaliadas as dosagens de glutationa reduzida, malondialdeído e superóxido 

dismutase. Enquanto a SOD e GSH são consideradas protetoras da mucosa 

gástrica, por serem enzimas antioxidantes envolvidas na redução de radicais livres 

(MICHIELS et al., 1994; SALIM; MCCORD, 1975; GURUNATHAN et al., 2019; 

ZHANG et al., 2019b; OLIVEIRA et al., 2019), o MDA é um produto final do processo 

de peroxidação lipídica (UCHIYAMA; MIHARA, 1978; LI et al., 2016; WU et al., 

2019). Esses parâmetros podem ser utilizados para avaliar indiretamente o estresse 

oxidativo e os níveis de radicais livres no tecido, já que em tecidos lesados, como na 

lesão gástrica induzida por etanol, ocorre uma redução dos níveis das enzimas 

antioxidante citadas e aumento dos níveis de malondialdeído (LIU et al., 2017; 

OLIVEIRA et al., 2019; BANG et al., 2019).   

Os presentes resultados evidenciaram que a utilização dos dois antagonistas 

de TRPV4 levaram a uma diminuição da peroxidação lipídica quando comparado ao 

grupo etanol bem como ao aumento dos níveis de GSH e de SOD. Um estudo 

realizado anteriormente por Hong e colaboradores (2016), também relatou a relação 

entre TRPV4 e esses marcadores de estresse oxidativo demonstrando que a 

utilização do agonista GSK1016790A levou a um aumento de MDA e diminuição de 

GSH, e que o TRPV4 está envolvido no processo de neurotoxicidade. 

Embora alguns estudos que demonstrem a associação entre TRPV4 e 

estresse oxidativo nas doenças do trato gastrointestinal ainda sejam escassos, 

diversos autores demonstram essa associação no desenvolvimento de outras 

patologias (AKIYAMA et al., 2016; DALSGAARD et al., 2016; MOORE et al., 2018; 

SONI et al., 2019).  Diante disso, os resultados apresentados corroboram com 

outros estudos que relatam, por exemplo, que a ativação de TRPV4 no hipocampo 

pode levar a danos neurais e astrocíticos e que isso está intimamente relacionado à 

liberação de Ca2+ e estresse oxidativo, e que a utilização de bloqueadores de 

TRPV4 pode levar a redução desses dados neurais (BAI; LIPSKI, 2010; BAI; LIPSKI, 

2014).  Outro estudo demonstrou que a entrada de Ca2+ mediada pela ativação 

de TRPV4 pode ser um importante evento de sinalização que leva à liberação 

induzida de EROS mitocondriais e o aumento da produção de H2O2 em células 

hipocampais (BULBOZ et al., 2012). 
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Da mesma forma, o estudo realizado por Suresh e colaboradores (2018) 

demonstrou que o aumento da produção de espécies reativas de oxigênio e o influxo 

de Ca2+ via TRPV4 estão diretamente associados a disfunção do endotélio 

microvascular, podendo contribuir para o desenvolvimento de hipertensão arterial 

pulmonar. A ativação de TRPV4 e consequentemente o influxo de cálcio também já 

foram associados a geração de espécies oxidativas em cardiomiócitos (WU et al., 

2017). Além desses, o estudo de Li e colaboradores (2019) evidenciou que a 

ativação de TRPV4 está presente na lesão pulmonar induzida por lipopolissacarídeo 

(LPS) e que a utilização de macrófagos Knockdown para TRPV4 leva a uma 

diminuição da geração de EROS no modelo de lesão, quando comparado a animais 

normais.  

Diante disso, pode-se observar que há um bom número de estudos que 

associam o estresse oxidativo com a ativação de TRPV4, porém é necessário mais 

análises que demonstrem como isso ocorre na mucosa gástrica. Um estudo que 

investigou a utilização da carbenoloxona na disfunção miccional, acabou por 

demonstrar que possivelmente esse fármaco possa atuar por meio da inibição dos 

canais de TRPV4, uma vez que a utilização de carbenoloxona levou a diminuição do 

estresse oxidativo e lesão celular em células uroteliais mediados pela ativação do 

TRPV4 (ENDONG et al., 2011; OKINAMI et al., 2014; ZHANG et al., 2017). Levando 

em consideração que esse fármaco é utilizado para o tratamento de úlceras 

gástricas, essa poderia ser mais uma hipótese que demonstra a associação do 

TRPV4 no desenvolvimento de úlceras gástricas, de forma que a carbenoloxona 

além de atuar por outros mecanis mos também possa estar bloqueando os canais 

TRPV4 na mucosa gástrica, reduzindo o estresse oxidativo e levando a uma 

diminuição das úlceras pépticas. Considerando os resultados aqui apresentado bem 

como os encontrados pelos demais autores citados, observamos que os estudos 

sobre TRPV4 e estresse oxidativo são promissores e podem abrir portas para o 

desenvolvimento de novos tratamentos para distúrbios gástricos.  

Outro fator abordado foi à produção de muco ligado à parede gástrica. Sabe-

se que a camada muco protetora é essencial para a proteção da mucosa contra 

agentes lesivos e que ela se encontra diminuída nos casos de dano gástrico 

induzido pelo consumo de etanol (AMANG et al., 2017; SILVA et al., 2019).  

Constatou-se que o bloqueio de TRPV4 levou a um aumento da quantidade de muco 

ligado a parede do estômago, mais uma evidência de que o bloqueio desse receptor 
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está associado a uma diminuição da injúria gástrica. Esta é a primeira evidência 

encontrada sobre a possível relação entre o bloqueio do receptor TRPV4 e o 

aumento da quantidade de muco gástrico. No entanto, diversos estudos demonstram 

que a ativação de receptores da superfamília TRP está associada à liberação de 

muco, uma vez que a ativação desses canais está relacionada ao influxo de Ca+, 

que por sua vez tem um papel fisiológico na produção de muco e bicabornato 

(AIHARA;MONTROSE, 2014; KIM., 2018; HARFORD et al., 2019). Levando isso em 

consideração, pode-se sugerir que esse aumento da quantidade de muco gástrico 

possa não ser devido à ação direta do bloqueio do receptor, mas sim devido à 

diminuição da lesão por outros mecanismos. Contudo, um estudo realizado com um 

probiótico, o L. reuteri, inibidor de TRPV1, outro membro da família de canais TRPV,  

também demonstrou um aumento da quantidade de muco aderido à parede, o que 

corrobora com os resultados aqui apresentados.Existem na literatura diversos 

trabalhos que demonstram o envolvimento de TRPV1 lesão gástrica, incluindo na 

induzida por etanol (GAZZIERI et al., 2007; DRMIC et al., 2017; OLIVEIRA et al., 

2019). No entanto, este estudo é considerado inovador, uma vez que não há na 

literatura outros trabalhos que demonstrem o envolvimento do TRPV4 nesse modelo 

de lesão.  

Diante do exposto, o presente trabalho demonstra que a inativação de TRPV4 

pode levar a uma diminuição dos danos da mucosa gástrica causados pela etanol, 

além de levar a uma diminuição dos parâmetros relacionados ao estresse oxidativo 

(Figura 17) . Além disso, levando em consideração as similaridades entre os 

receptores da família TRPV, podemos considerar de extrema importância estudos 

que demonstrem o envolvimento desses receptores com distúrbios gástricos.  

Figura 17- Conclusão gráfica  

 

Legenda: Autoria própria, 2019. Abreviaturas: GSK1016790A; GSK: GSK2193874; VR: Vermelho de 

rutênio; GSH: Glutationa reduzida; SOD: Superóxido dismutase; MDA: Malondialdeído. 
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7 CONCLUSÕES  

 

Os dados evidenciam o envolvimento do TRPV4 na lesão gástrica induzida 

por etanol, uma vez que a ativação e bloqueio desse receptor levaram 

respectivamente a uma exacerbação e diminuição da lesão induzida por etanol, 

onde a utilização de GSK2193874 e Vermelho de rutênio levaram a redução da 

hemorragia, perda de células e edema na mucosa. Além disso, por meio do PCR e 

imunohistoquímica confirmou-se que o TRPV4 está mais expresso na mucosa 

gástrica lesionada pelo etanol. 

 Em adição, a utilização de antagonistas de TRPV4 levou a uma diminuição 

do estresse oxidativo, aumento do muco gástrico e da integridade da mucosa 

gástrica. Dessa forma, nosso estudo evidencia que o TRPV4 está envolvido no 

mecanismo de lesão gástrica induzida por etanol.  
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