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RESUMO
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O mecanismo pelo qual o H. pylori provoca a inflamacdo géastrica inclui a secrecdo de
substancias pro-inflamatérias pela bactéria e a estimulacdo da liberacdo de citocinas
induzida pelo contato direto entre a bactéria e as células epiteliais gastricas. A resposta
inicial & infeccdo por H. pylori é predominantemente neutrofilica e estes, liberam
mediadores inflamatdrios e enzimas proteoliticas que induzem o dano gastrico. Estresse
oxidativo ocorre em pacientes infectados com H. pylori onde a expressdo de enzimas como
a oOxido nitrico sintase induzida (iNOS), superdxido dismutase e catalase encontram-se
aumentadas. A iNOS participa da resposta inflamatdria e promove a apoptose de células na
mucosa gastrica. Durante a infeccdo por H. pylori, observa-se niveis reduzidos da
expressao de Bcl-2 e 0 aumento da expressdo de Bax na mucosa gastrica, sugerindo que
uma tendéncia pro-apoptética na infeccdo. A erradicacdo pode ser alcancada pela
combinacdo de antibidticos associada a uma droga anti-acida. As duas maiores classes de
inibidores de secrecdo acida séo: os inibidores de bomba proténica, como o omeprazol, e 0s
antagonistas de receptor de histamina H,, como a ranitidina. Varias evidéncias
experimentais tém mostrado que o omeprazol apresenta efeitos anti-ulcerogénicos
adicionais. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do tratamento com
omeprazol e ranitidina em um modelo animal de infeccdo por H. pylori, enfocando

possiveis propriedades adicionais destes farmacos.

Para este estudo foram utilizados camundongos machos C57BL/6 com 4 semanas de idade.
Os camundongos receberam por via oro-gastrica suspensdo de H. pylori. Na 112 semana de
inéculo, os animais foram tratados (i.p.) com omeprazol (100 mg/kg), ranitidina

(100 mg/kg) ou veiculo (PBS) durante 7 dias sempre no mesmo horario.

As duas drogas inibiram a producdo de acido gastrico no tratamento agudo, porém no
tratamento por uma semana, apenas o omeprazol inibiu a secre¢do acida. Os animais
tratados com omeprazol apresentaram um aumento significativo nos niveis de colonizagdo
gastrica e elevado nivel de MPO. Ambas as drogas diminuiram as lesdes da mucosa
provocada pela infec¢do. O tratamento com omeprazol restaurou a producdo de Bcl-2 na
mucosa gastrica e ndo alterou a produgdo de Bax. O omeprazol ndo protegeu a mucosa
gastrica contra o dano ao DNA gerado pela infeccdo e o tratamento com ranitidina

aumentou os niveis de dano oxidativo ao DNA.
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N&o observamos a presenca de propriedades anti-neutrofilicas, atribuidas ao omeprazol,
apos uma semana de tratamento, sugerindo que essas propriedades sdo restrita a ensaios
in vitro. Entretanto, o omeprazol restaurou a producdo de Bcl-2 na mucosa gastrica,

sugerindo uma atividade anti-apoptotica dessa droga.
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ABSTRACT
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H. pylori induces gastric inflammation characterized by secretion of pro-inflammatory
substances by bacteria and the stimulation of cytokine release by the gastric epithelial cells.
The initial response to the H. pylori infection is predominantly by neutrophils and these
cells liberate inflammatory mediators and enzymes that induce the gastric damage.
Oxidative stress also occurs in infected patients where induced nitric oxide sintase (iNOS),
superoxide dismutase and catalase expression were increased. Nitric oxide participates in
the inflammatory response and promotes apoptosis of gastric mucosa cells. Eradication
therapy can be achieved with antibacterial agents in association with anti-acid drugs. There
are two major classes of gastric acid inhibitors: the proton pump inhibitors, such as
omeprazole, and the histamine H, receptor antagonists, such as ranitidine. Some
experimental evidence demonstrates that omeprazole has additional pharmacological
properties. Thus, the aim of this study was to evaluate the effect of omeprazole and
ranitidine treatment on H. pylori-infected mice, focusing on possible additional
pharmacological properties. For this study, male C57BL/6 mice that received H. pylori
suspension were used. After the 11" week, the mice were treated intraperitoneally (i.p.)
with omeprazole (100 mg/kg), ranitidine (100 mg/kg) or vehicle (PBS) for 7 days. Both
drugs inhibited the gastric acid production after acute administration; however after one
week of treatment just omeprazole inhibited gastric acid secretion. Omeprazole-treated
mice presented an increase in H. pylori and MPO levels in gastric mucosa. Both drugs
reduced the mucosa damage provoked by H. pylori infection. Omeprazole treatment
restored the Bcl-2 production in the gastric mucosa and did not modify Bax production.
Omeprazole did not reduce the DNA damage in the gastric mucosa while ranitidine
treatment increased it. We conclude that some additional omeprazole-related properties,
such as antineutrophil properties, were not observed in H. pylori-infected mice after one
week of treatment. However, the antiapoptotic activity of omeprazole could be attributed to

an ability to modify the protein expression of Bcl-2, decreased by H. pylori infection.

Abstract
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1.1- Helicobacter pylori
1.1.1- Historico da descoberta

Um dos avancos mais importantes na Gastroenterologia foi o isolamento da
bactéria Helicobacter pylori, por Warren e Marshall, em 1983. Warren ja estudava esta
bactéria desde 1979 e a descrevia como uma bactéria curva em amostras de tecido gastrico
obtidas por bidpsia e submetidas a exame histologico (Goodwin et al., 1987;
Dunn et al., 1997; Blaser, 1993). Warren descobriu que organismos similares tinham sido
descritos por patologistas europeus no século XIX; mas, por nunca terem sido isolados,

foram ignorados e esquecidos (Dunn et al., 1997).

Assim que foi isolado, o H. pylori foi classificado como pertencente ao género
Campylobacter, que sdo bactérias gram-negativas em forma de virgula, oxidase e catalase
positivas, que se locomovem por meio de um flagelo polar. A principio recebeu as
seguintes denominagdes: “gastric Campylobacter like organism”, Campylobacter pyloridis,

Campylobacter pyloricus e Campylobacter pylori (Goodwin e Armstrong, 1990).

A partir de 1989, a bactéria recebeu a denominagdo de Helicobacter pylori
(Dunn et al., 1997), sendo que foi a andlise da seqiiéncia de acidos nucléicos da bactéria
que permitiu sua diferenciagdo do género Campylobacter (bastio curvado), para o novo
género denominado Helicobacter (forma helicoidal). A espécie foi denominada pylori pelo
fato de a bactéria ser mais comumente encontrada na mucosa do antro gastrico proximo ao

piloro (Goodwin e Armstrong,1990).

Warren e Marshal (1984) isolaram esse microorganismo e, através da ingestao
de bactérias desenvolvidas em cultura, demonstraram sua relacdo com o desenvolvimento
de gastrites e de ulceras gastricas e duodenais; além de relaciona-lo ao surgimento de
cancer gastrico. (Sullivan et al., 1990; Parsonnet et al., 1991). Eles também observaram que
diferentes cepas apresentavam viruléncias variaveis provavelmente causadas pela producao

de citotoxinas distintas (Dev et al., 1998).

Introducéo
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1.1.2- Epidemiologia

Acredita-se que quase a metade da populacdo mundial encontra-se infectada por
esta bactéria (Go, 2002), sendo considerado um importante problema de saude publica. A
infec¢do pelo H. pylori é adquirida principalmente na infancia e se caracteriza por sua
cronicidade, fato que predispde ao desenvolvimento de carcinoma gastrico e Ulcera péptica

em adultos (Dunn et al., 1997).

A prevaléncia do H. pylori varia de acordo com uma série de fatores, dentre os
quais area geografica, idade, raga e fatores socio-econdmicos. Estudos epidemiologicos nas
diferentes regides geograficas sdo baseados na soroprevaléncia, j& que ¢ praticamente

impossivel identificar quando a contaminagao ocorre (Brown, 2000).

1.1.3- Aspectos gerais

O H. pylori é um organismo relativamente simples, sua seqiiéncia genomica foi
publicada em 1997, com cerca de 1,7 milhdes de nucleotideos (dependendo da linhagem),
0s quais representam aproximadamente 1600 genes (Tomb, 1997). Dos genes codificados,
55% s3o encontrados em outros organismos e 45% sdo considerados exclusivos

(Dorrel, 1998).

O H. pylori é uma bactéria gram-negativa, ndo esporulada, de forma curva ou

espiralada, de crescimento lento e microaerofilico, ou seja, com concentragdes de O2 que

variam de 2 a 8% (Goodwin e Armstrong, 1990). A temperatura Otima para o seu
desenvolvimento ¢ de 37° C e ela ndo sobrevive em pH menor que 4 (Sachs et al., 2003).
Sua principal caracteristica bioquimica ¢ a produ¢do abundante da enzima urease; além

disso, apresenta positividade para as reacdes de catalase e oxidase (Dunn et al., 1997).

1.1.4- Colonizagao

O H. pylori tem seu nicho ecoldgico restrito ao estomago humano e,
ocasionalmente habita outros mamiferos (Crabtree e Figura, 1999). Sua sobrevivéncia no

ambiente gastrico pode ser atribuida ao desenvolvimento de caracteristicas especializadas,
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sendo a mais importante delas a capacidade de colonizar a superficie do epitélio gastrico

abaixo da camada do muco (McGowan et al., 1996).

Os mecanismos de colonizacdo desta bactéria sdo determinados por trés passos:
penetragdo, ajuste ao meio e aderéncia (Beachey, 1981). Os fatores de penetragdo sao
aqueles que possibilitam a infec¢do da bactéria no organismo. Sua forma espiralada e a
presenga de cinco ou seis flagelos unipolares permitem que o H. pylori se movimente
rapidamente da luz do estobmago, onde o pH ¢ muito baixo, através da mucosa, para uma
area onde o pH esteja proximo do neutro, tornando as condi¢des favoraveis para seu
crescimento. Seus flagelos sdo compostos por subunidades de flagelina e cobertos por uma
dupla camada de fosfolipideos, que tem como finalidade protegé-los da acidez géstrica

(Eaton et al., 1989; Suerbaum et al., 1993).

Como citado anteriormente, o H. pylori produz grande quantidade de urease.
Esta enzima tem o papel de hidrolisar a uréia da mucosa gastrica, transformando-a em
dioxido de carbono e amonia, a qual tampona a acidez gastrica e otimiza o pH ao redor da
bactéria, permitindo o seu crescimento (McGowan et al., 1994). A transformagdo da uréia
em amonia também funciona como fonte de nitrogénio para a sintese de proteinas,

necessarias para a aderéncia bacteriana (Eaton e Krakowka, 1995).

O H. pylori apresenta amidases que também contribuem para a produgdo de
amonia (Skouloubris, 1997) que ¢ de grande importdncia na colonizagdo. Conforme
Bury-Mone et al. (2003), as amidases sdo encontradas principalmente em espécies muito

habeis na colonizagao.

Outra enzima que exerce papel importante na colonizagdo ¢ a catalase que
protege a bactéria contra os efeitos danosos dos metabolitos de perdxido de oxigénio
produzidos pelos neutrofilos (Marshall, 1991), permitindo assim a sobrevivéncia da
bactéria na superficie da mucosa gastrica inflamada (McGowan et al., 1996). As adesinas
do H. pylori sdo descritas como responsaveis pela associagao especifica da bactéria com a

superficie celular gastrica, sendo essencial para a colonizagdo (Lee e Hazell, 1993).
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O lipopolissacarideo (LPS) ¢ um produto bacteriano que tem a fungdo de
estimular varias fungdes biologicas. O LPS do H. pylori parece estar bem adaptado a
mucosa gastrica, permitindo que a bactéria permane¢a por muito tempo no hospedeiro

(Muotiala et al., 1992).

A infecgdo cronica pelo H. pylori esta associada a deple¢dao da camada de muco
que recobre as células gastricas pela atividade da mucinase. Essa diminui¢do do muco pode
decorrer tanto da inibi¢do da secrecdo quanto da sua degradacdo depois de secretada. A
degradac¢dao do muco pode romper a fungdo normal de barreira, facilitando a penetra¢do do

H. pylori na mucosa gastrica (Smith et al.,1994).

1.1.5- Patogenicidade e viruléncia

Além dos fatores de colonizagdo, o H. pylori causa danos aos tecidos através da
liberagdo de toxinas. Na década passada, foram identificados alguns genes do H. pylori

relacionados ao desenvolvimento de doengas gastricas (Cover et al., 1994).

Sdo considerados fatores de viruléncia a citotoxina vacuolizante
(vacuolating cytotoxin — VacA) e a proteina associada a esta citotoxina
(cytotoxin-associated protein — CagA), que sdo codificadas respectivamente pelos genes

vacA e cagA (Cover et al., 1990).

A producdo de VacA ¢é um importante fator de viruléncia do H. pylori por
induzir a vacuolizagdo citoplasmatica em células eucariontes. Os diferentes alelos que
expressam VacA determinam a habilidade das cepas de H. pylori em expressar toxinas
ativas. As cepas que expressam niveis de toxinas mais altos estdo relacionadas com doencas

gastricas mais severas (Salama et al., 2001).

A descrig¢ao de Cover et al. (1990) mostra que existem duas regides variaveis no
gene vacA. Uma denominada s que apresenta os subtipos sl e s2; o alelo sl pode ser
classificado em sla, slb, slc. E outra que apresenta uma grande heterogeneidade, chamada

de m, localizada na regido mediana do gene e que apresenta os subtipos m1 e m2.
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As bactérias conseguem transmitir segmentos de seu material genético para
outras linhagens, aumentando a diversidade entre elas; este fato foi observado em relacdo a
ilha de patogenicidade cag (cagPAl), contida nas cepas mais virulentas (Marchetti e
Rappuolli, 2002). Conforme Tummuru et al. (1993), o gene cagA estd presente em

aproximadamente 70% das cepas de H. pylori.

Ha evidéncias de que dois genes, piCA e picB, sdo exclusivamente encontrados
em cepas de Helicobacter pylori possuidoras do cagA, os quais estio envolvidos na
inducdo de interleucina-8 (IL-8) nas células epiteliais gastricas, facilitando a resposta
inflamatoria (Tummuru, 1995). Segundo Weel (1996), apenas as cepas cagA podem estar
associadas com doenca ulcerosa péptica, sendo essa infeccdo um fator de risco para o
adenocarcinoma gastrico. Um outro gene, denominado iceA, pode também estar associado

com doenga ulcerosa péptica (Peek et al., 1998).

1.2- Processo inflamatorio e apoptose

A integridade funcional da mucosa gastrica depende do balango entre
mecanismos agressivos ¢ defensivos. A presenca de acido gastrico e enzimas digestivas ¢
contrabalanceada pela sintese de muco e pela regulagdo das células epiteliais. Se esse

delicado balanco ¢ perdido, ocorrem lesdes gastricas (Abdel-Salam et al., 2001).

Na infecgdo por H. pylori, as bactérias colonizam a camada de muco do epitélio
gastrico e causam inflamag@o. O mecanismo pelo qual o H. pylori provoca a inflamagéo
gastrica inclui a secrecdo de substincias pro-inflamatorias pela bactéria e a estimulagdo da
liberacao de citocinas induzida pelo contato direto entre a bactéria e as células epiteliais

gastricas (Penta, 2005).

A infec¢do gastrica por esta bactéria estd associada a gastrites cronicas, tlceras
pépticas, linfoma MALT (Mucosa Associated Limphoid Tissue) e cancer gastrico
(Wang et al., 2003). Embora, segundo Roth et al. (1999), esta cascata de eventos ocorra
claramente, pouco se sabe sobre o papel da resposta imune do hospedeiro no decorrer da

doenga.
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A resposta inicial a infecgdo por H. pylori ¢ predominantemente neutrofilica e
estes, liberam mediadores inflamatorios e enzimas proteoliticas que induzem o dano
gastrico.Os mecanismos de defesa falham, ou seja, neutrofilos recrutados para o sitio da
infec¢do sdo incapazes de erradicar bactérias presentes e, desta forma, estabelece-se uma
infeccdo cronica, resultando em producao continua aumentada de IL-8 e ativacdo constante
de neutrodfilos. Neutrofilos ativados no local da infeccdo produzem radicais livres e liberam
enzimas lisossomais contribuindo para a lesdo gastrica (Crabtree e Lindley, 1994;
Conlan et al., 1999; Harris et al., 2003). Os neutréfilos também geram espécies reativas de
oxigénio ou nitrogénio que podem induzir dano oxidativo ao DNA, via de formacdo de

dutos no DNA (Baik et al, 1996; Knaapen et al, 1999).

Acredita-se que as cepas de H. pylori cagA positiva induzem a producao direta
de IL-8 pelas células epiteliais (Eaton et al., 2001), por ativagdo de NF-kappa B
(Philpott et al., 2002). Além disto, outros mediadores inflamatérios como a IL-1f3, IL-6,
fator de necrose tumoral-o (TNF-a), interferon gama-y (IFN-y) e fator de ativacdo
plaquetaria (PAF), assim como o oxigé€nio reativo presente no processo inflamatdrio podem

atuar nas células epiteliais aumentando a sintese de IL-8 (Suzuki et al., 1993).

A IL-1B ¢ uma citocina pré-inflamatéria e um potente inibidor da secrecao
acida. Acredita-se que a infecg¢ao pelo H. pylori leve a uma vigorosa resposta inflamatéria
com producdo de IL-1PB, o que pode ser benéfico inicialmente. Contudo, o potente efeito
anti-secretor pode levar a extensdo da infec¢@o, produzindo maior lesdo na mucosa géstrica

(El-Omar, 2001).

Além da producdo enddgena aumentada de IL-8, muitos componentes do
H. pylori sdao capazes de induzir ativagdo e quimiotaxia de neutréfilos, incluindo a
estimulacdo da mieloperoxidase neutrofilica, geracdo de metabolitos reativos de oxigénio e
expressdo de moléculas de adesdo (Montecuco et al., 1999). Varios estudos in vitro tém
fornecido evidéncias da presenga de um componente protéico em extratos aquosos de
H. pylori, denominado proteina ativadora de neutréfilos (HP-NAP). A HP-NAP ¢ capaz de
induzir a adesdo a células endoteliais e quimiotaxia de neutréfilos por modular a expressao

de CD11b/CD18 (Evans et al., 1995), bem como estimular a producao de espécies reativas
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de oxigénio nestas células (Satin et al., 2000) e estimular a expressao de COX-2 em
neutrofilos (Kim et al., 2001). In vivo, a administragdo de diferentes cepas de H. pylori em
uma cavidade artificialmente formada no dorso de animais (bolsa de ar) também ¢ capaz de
induzir a migra¢ao de leucocitos para o local, além de estimular a produgdo de citocinas

como o TNF-a e IL-13 (Gambero et al., 2003).

Estresse oxidativo ocorre em pacientes infectados com H. pylori onde a
expressao de enzimas como a 60xido nitrico sintase induzida (iNOS), superoxido dismutase
e catalase encontram-se aumentadas (Felley et al., 2002). A iNOS participa da resposta
inflamatoria e promove a apoptose de células na mucosa gastrica (Touati et al., 2003;

Miyazawa, 2003).

A integridade do tecido ¢ mantida pelo equilibrio entre a morte celular e a
producdo de novas células. Quando a proliferacdo celular ndo ¢ balanceada pela morte
celular, hd uma maior chance de ocorrer proliferacdo maligna e esse desequilibrio pode ser
um importante mecanismo da carcinogénese (Peck et al., 1997). Acredita-se que o H. pylori
esteja diretamente relacionado as alteracdes desses mecanismos, pois estudos mostram que
apds sua erradicagdo os niveis de proliferagio e apoptose voltam ao normal
(Moss et al., 2001). A apoptose ¢ regulada pelas proteinas da familia Bcl-2, sendo que elas
podem inibir (por exemplo, Bcl-2) ou promover (por exemplo, Bax) a morte celular. O
balanco entre as proteinas pré e anti-apoptdticas regula a morte celular (Martin e Elkon,
2004). A infecgao experimental por Helicobacter pylori resulta no aumento da expressdo de
Bax (Liu et al, 2005) e na diminui¢ao da expressao de Bcl-2 na mucosa gastrica, sugerindo

que ha uma tendéncia pré-apoptotica na infecgao por H. pylori (Nam et al., 2004).

1.3- Tratamentos clinicos

Embora numerosas drogas antibacterianas t€ém atividade contra o H. pylori, in
vitro, as terapias apenas com antibiotico ndo sdo efetivas na pratica clinica. Entdo, a
erradicacdo pode ser alcancada pela combinacdo de dois antibidticos (claritromicina,
amoxicilina ou metronidazol) associada com uma droga anti-acida, porque a alta acidez

intragéstrica prejudica a agdo dos antibidticos (Ulmer, 2003).
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As duas maiores classes de inibidores de secre¢dao acida sdao: os inibidores de
bomba protonica (proton pump inhibitors - PPIs), como o omeprazol, e os antagonistas de
receptor de histamina H,, como a ranitidina. Omeprazol ou ranitidina sdo utilizados
combinados com antibidticos na terapia de erradicagdo do H. pylori ou sozinhos para aliviar

desconfortos provocados pela acidez gastrica (Koivisto et al., 2005; Robinson, 2005).

1.3.1- Antagonistas de receptor de histamina H;

A histamina ¢ o principal estimulante pardcrino da secre¢do acida gastrica e, ao

ser liberada a partir da mucosa flindica, estimula a secre¢do acida por interacdo com
b r . . + +

receptor H, localizado na membrana da célula parietal ativando a bomba H ,K'-ATPase

(Vuyyuru et al., 1997).

As drogas antagonistas H, parecem ser capazes de reduzir o nimero de
leucdcitos circulantes no sangue, reduzindo o fluxo de células da medula dssea para o
sangue ¢ deste, para a mucosa gastrica (Kawamura et al., 2000). Os antagonistas de H,
parecem também induzir apoptose em células Caco-2 (carcinoma de c6lon humano) e inibir
a proliferacdo da mesma linhagem celular, sugerindo que a ranitidina pode ser utilizada

para induzir a regressao tumoral (Rajendra et al., 2004).

Na mucosa gastrica, a ranitidina produz apenas uma pequena redugdo da
apoptose de células epiteliais induzida por indometacina (Slomiany et al., 1999).
Propriedades anti-neutrofilicas também sdo relatadas para a ranitidina, porque ela reduz
injarias hepaticas em modelos de isquemia/perfusdo por inibir direta ou indiretamente a
ativacdo de neutrofilos. Entretanto, estudos in vitro, ndo mostraram nenhum efeito sobre
funcdes neutrofilicas, como quimiotaxia, fagocitose ou produ¢do de superdxido

(Mikawa et al, 1999).

1.3.2- Inibidores de bomba protdonica

O omeprazol age bloqueando a subunidade oo da H',K'-ATPase gastrica, que ¢
a enzima responsavel pelo passo final na secre¢do do acido hidrocloridrico pelas células

parietais (Fellenius et al., 1981). Sdo muito utilizados em pacientes com Ulcera péptica ndo
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controlada pelos antagonistas H,. Em pH neutro, o omeprazol ¢ quimicamente estavel,
lipossoluvel, base fraca, sem atividade inibidora. Sdo estas bases fracas neutras que atingem
as células parietais através da circulagdo sanguinea e se difundem para os canaliculos
secretores, onde se tornam protonadas e, desta forma, sdo retidas. O agente protonado se
rearranja para formar um acido sulfénico e uma sulfenamida. A sulfenamida interage de
forma covalente com os grupamentos sulfidrila em pontos criticos no dominio extracelular

(luz) da H" K'-ATPase, da superficie da membrana (Langtry e Wilde, 1998).

Assim, o omeprazol deve ser considerado pro-droga que precisa ser ativada
para ser eficaz. A sua administragdo resulta na inibi¢ao permanente da atividade in vivo da
enzima ¢ a secre¢ao de acido retorna apenas apds a insercdo de novas moléculas de
H',K'-ATPase na membrana luminal (McTavish et al., 1991). Como é um inibidor
irreversivel de H',K'-ATPase, provoca uma inibigio dose-relacionada da secre¢io gastrica

do acido, que persiste apds o seu desaparecimento no plasma (McTavish et al., 1991).

Os efeitos farmacoldgicos do omeprazol resultam da redugcdao da secrecao
gastrica através de mecanismo de agdo altamente seletivo, ndo possuindo acdo sobre
receptores da acetilcolina e histamina. Portanto, produz apenas alteracdes pequenas no
volume de suco gastrico, na secre¢do de pepsina e fator intrinseco ¢ ndo afetam a

motilidade géstrica.

Virias evidéncias experimentais tém mostrado que o omeprazol apresenta
efeitos anti-ulcerogénicos adicionais. O omeprazol bloqueia o aumento da producdo de
espécies reativas de oxigénio, a associacdo de peroxidacdo lipidica e a oxidagdo de
proteinas, indicando propriedades antioxidantes; também previne o estresse que induz a
fragmentacdo do DNA durante a ulceragcdo, sugerindo propriedades anti-apoptoticas

(Biswas et al., 2003).

Estudos in vitro t€m sugerido que PPIs inibem intimeras fung¢des neutrofilicas
como a quimiotaxia, a producdo de superoxido e desgranulagdo (Wandall, 1992;
Ritter et al., 1998; Capodicasa et al., 1999), a fagocitose e acidificagdo de fagolisossomas
(Agastya et al, 2000), a expressao de moléculas de adesdo e conseqiiente adesdo estimulada

por IL-1B e por extrato aquoso de H. pylori (Yoshida et al., 2000). Inibem também a
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atividade citotoxica de células natural killer (Capodicasa et al., 1999) e a expressdo de
moléculas de adesdo em células mononucleares humanas in vitro (Ohara e Arakawa, 1999).
In vivo, ha relatos de que a administragdo oral de omeprazol, durante 7 dias a voluntarios
sadios, promove uma reducao da capacidade de geragdo de radicais livres por neutrofilos
(Suzuki et al.,, 1996) e um caso descrito de leucopenia severa apds tratamento com
omeprazol (Odou et al., 1999). No entanto, o tratamento com pantoprazol por 7 ou 28 dias
ndo reduz a capacidade de neutr6filos migrarem em resposta a carragenina ou H. pylori
para a bolsa de ar em ratos (Becker et al., 2004). A hipdtese de que PPI possam modular
diretamente a migracdo e ativagdo leucocitaria poderia representar beneficios adicionais no
controle do processo inflamatorio gastrico induzido por H. pylori, visto que este processo é

neutrofilo-dependente.

1.4- Modelo experimental

Os estudos que envolvem infecg¢do e inflamagao gastrica induzida por H. pylori
sdo limitados pela escassez de modelos animais. Varios trabalhos relatam a infec¢do por
diferentes espécies de Helicobacter, como o H. mustelae, H. felis e H. heilmanii em
camundongos, carneiros, gatos, porcos, macacos ¢ gerbilos. Porém, a maioria destas
espécies geralmente ndo expressa os mesmos fatores de viruléncia (VacA ou CagA, entre
outros) necessarios para a inflamacdo da mucosa e formagdo de tlcera gastrica como
acontece no homem; existe também a dificuldade de manuten¢do de algumas destas

espécies em biotérios (Konturek et al., 2000).

A administracdo de suspensdo de H. pylori por via oral a ratos promove
apoptose celular em estdmagos previamente ulcerados (lesdes produzidas por ligadura da
artéria seguida de reperfusdo) e torna sua cicatrizagdo mais lenta; porém, poucas ou
nenhuma bactéria permanece aderida a mucosa ou ao epitélio, mostrando que ndo ocorreu a

colonizacdo (Konturek et al., 2000).

No entanto, o mesmo procedimento em camundongos tem mostrado que
algumas cepas humanas podem colonizar particularmente os camundongos C57BL/6.

(van Dorn et al., 1999; Wang et al., 2003, Thompson et al., 2004).
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A cepa denominada Sydney strain (SS1), isolada por Lee et al. (1997), possui
uma alta capacidade de colonizar os camundongos C57BL/6. A SS1 ¢ cagA positiva e vacA
positiva e também coloniza, mas ndo em altos niveis, outras linhagens de camundongos,
como BALB/c, DBA/2 e C3H/He. Essa cepa tem sido utilizada amplamente em modelos
animais para o estudo da patogenicidade da doenca, bem como no estudo de farmacos

utilizados nas terapias de erradicagdo.

Considerando o exposto, drogas como os inibidores de bomba protonica
apresentam supostamente propriedades farmacologicas adicionais, em relacdo aos
antagonistas de receptores de histamina H,. Assim, justifica-se o presente estudo, para que
estas supostas propriedades adicionais destes compostos sejam avaliadas na infecgdo por

H. pylori.
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2- OBJETIVOS
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Avaliar o efeito do tratamento com os inibidores de secrecdo gastrica,

omeprazol e ranitidina, no modelo experimental de infeccao por H. pylori em camundongos
C57BL/6, considerando:

1. Caracteristicas da infeccdo pela quantificacdo das bactérias presentes;

2. Alteracdes inflamatorias atraves da analise macroscopica das lesdes, analise

histoldgica, da determinacdo do infiltrado de neutréfilos na mucosa gastrica
e da sintese de interleucinas;

3. A modificacdo na expressdo de fatores anti- e pré-apoptdticos na mucosa
gastrica;

4. A avaliacdo dos niveis de fragmentacdo de DNA em células isoladas da
mucosa gastrica.

Objetivos
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MATERIAL E METODOS
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3.1- Animais

Foram utilizados camundongos machos C57BL/6 com 4 semanas de idade,
pesando 10-15 g, livres de patogenos especificos, adquiridos do Centro Multidisciplinar
para Investigacdo Biologica da Universidade Estadual de Campinas. Os animais foram
acondicionados em gaiolas plasticas coletivas e mantidos no Biotério da Universidade
Sdo Francisco (USF), com ciclos artificiais de 12 horas claro e escuro e se serviram

ad libitum de agua e racao.

3.2- Cultura de H. pylori

A cepa de H. pylori SSI foi cultivada em placas contendo Columbia Agar,
sangue desfibrinado de carneiro 10%, 6 pg/mL vancomicina, 20 ng/mL acido nalidixico,
2 pg/mL anfotericina B e 40 pg/mL 2,3,5 TCC (2,3,5, triphenyl-tetrazolium chloride ). As
placas foram incubadas por 48-72 horas a 37° C, utilizando-se condicdes
microaerofilicas - 5-6 % de O,, 8-10% CO,, 80-85% N,, 98% de umidade relativa
(Godoy et al., 2003).

A identificagdo das colonias foi confirmada por coloragdo de Gram, producao
de oxidase, catalase e urease. As bactérias foram coletadas da placa e colocadas em PBS
(Tampao Fosfato Salina) contendo Cloreto de Sodio 0,15 M, Fosfato de Sodio Dibasico
0,0072 M ¢ Fosfato de S6dio Monobasico 0,00 28M.

3.3- Determinacéo da atividade anti-secretora por ligadura de piloro

Para determinar a inibicdo da producdo de acido gastrico das drogas
anti-secretora, apos jejum de 24 horas, os animais foram tratados intra-peritonialmente
(i.p.) com omeprazol (Sigma Chemical Co., MO, USA; 100 mg/kg), ranitidina (Galena,
Campinas, Brasil; 100 mg/kg) ou veiculo (NaCl 0,09%).
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Apo6s 1 hora, os animais foram anestesiados (Ketalar/Diazepan — 4:1, 2 ul/g de
peso do animal), a cavidade abdominal aberta e o piloro ligado. Os camundongos foram
sacrificados por deslocamento cervical apos 4 horas, tendo o es6fago ligado e o estdbmago
removido. O conteudo gastrico foi coletado e a acidez determinada através de uma titulagao

até pH 7,0 com NaOH 0,01M (Shay et al., 1945).

Em outro experimento, os animais foram tratados (i.p.) por uma semana com
omeprazol (100 mg/kg), ranitidina (100 mg/kg) ou veiculo (NaCl 0,09%). As drogas foram
administradas no mesmo horario e 20 horas ap6s a ultima administracdo, os camundongos

foram submetidos ao mesmo procedimento descrito acima.

3.4- Modelo experimental de infec¢éo por H. pylori e tratamento com os inibidores de

secrecao acida

Para a inoculac¢do, os camundongos permaneceram em jejum por 24 horas e
receberam por via oro-gastrica 0,15 mL de suspensio de H. pylori contendo
aproximadamente 10° bactérias/mL em PBS, trés vezes num intervalo de 5 dias. Um grupo

controle recebeu somente o PBS (Lee et al, 1997).

Na 11* semana de indculo, os animais foram tratados (i.p.) com omeprazol
(100 mg/kg), ranitidina (100 mg/kg) ou veiculo (PBS) durante 7 dias sempre no mesmo
horario. Os camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical no oitavo dia,
quando completaram 12 semanas pds-inodculo e seus estdmagos foram removidos para a

realizacdo de diferentes ensaios.

3.5- Determinacdo das Lesdes Macroscopicas

Os estdomagos foram abertos cuidadosamente pela grande curvatura, lavados
com solucdo fisioldgica, e observados quanto a caracteristicas, nimero ¢ tamanho das

ulceracgoes.
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O indice de lesao ulcerativa (ILU) de cada animal foi calculado pela soma de

cada item observado, conforme mostrados na Tabela 1 (Shay et al., 1945).

Tabela 1- Parametros utilizados na determinagdo do indice de lesdo ulcerativa (ILU).

Perda da morfologia normal 1 ponto
Descoloragdo da mucosa 1 ponto
Edema mucosal 1 ponto
Hemorragias 1 ponto
Pontos de petéquia (até 9) 2 pontos
Pontos de petéquia (> 10) 3 pontos
Ulceras até 1 mm *n x 2 pontos
Ulceras acima de 1 mm *n x 3 pontos
Ulceras perfuradas *n x 4 pontos

* numero de Glceras encontradas.

3.6- Analise histologica

Um quarto de cada estdmago foi armazenado em formalina tamponada 10% e,
ap6s 24 horas, processados em banhos de formol, etanol e xilol, seguido por inclusao em
parafina. Os cortes histologicos foram feitos com seccdes de 4 a 7 pm de espessura,
colocados em laminas de vidro e corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE) ou
com Giemsa, para a avaliacdo das alteracdes inflamatdérias e presenca da bactéria,
respectivamente. As ldminas foram analisadas em colaboracao com a Dra. Miriam Trevisan

do Laboratdrio Multpat de Campinas.

3.7- Determinacéo da atividade de mieloperoxidase na mucosa gastrica

Amostras da mucosa gastrica foram previamente pesadas e armazenadas
a —70°C. Apds descongelamento, foram homogeneizadas em tampao HTAB
(Hexadeciltrimetil brometo de amonia 0,5 % — Sigma —diluido em Tampao Fosfato de

Potassio 50 mM, pH 6) e centrifugadas (10 minutos, 14000 rpm e 4° C).
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Em seguida, 15 ul do sobrenadante foram transferidos para uma placa de 96
pocos e foram adicionados 200 pl o-dianisidine (0,167 mg/mL de o-dianisidine — Sigma;
agua oxigenada 0,0005% em Tampao Fosfato de Potassio 50 mM; pH 6,0). Imediatamente
foram realizadas leituras de absorbancia em 460 nm por 5 minutos utilizando um leitor de

multiplaca (Multiscan MS, Labsystems) (Bradley et al., 1982).

3.8- Extracdo de DNA e Avaliagdo dos niveis de colonizacdo por PCR em Tempo Real

As bidpsias da mucosa géstrica foram armazenadas em 300 ul de tampao de
extracdo (Tris-HCl 20 mM - pH 8, Tween 20 0,5%) e Proteinase K para atingir
concentragdo final de 0,5 mg/mL (Sigma Chemical Co., MO, USA) . Ap6s uma incubacao
de 12 horas (overnight) a 37°C, o DNA foi extraido pelo método Fenol-Cloroférmio. A

concentragdo de cada amostra foi determinada por absorbancia 260/280 nm.

A Reagdo de Cadeia em Polimerase (PCR) em Tempo Real das amostra de
DNA obtidas foi realizada no iCycler IQ™ (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), a obtengdo e
analise dos dados foi obtida utilizando-se o programa Real-Time Detection System

Software (Bio-Rad).

Utilizou-se o gene napA e o corante SybrGreen I, que se liga de maneira
inespecifica ao DNA em fita dupla. A mistura (50 pl) para a reacdo foi preparada da
sequinte maneira: 25 pl de iQ 7 SYBR® Green Supermix (Bio-Rad), 50 nM de cada primer
(F: 5°- GAATGTGAAAGGCACCGATT-3’; R: 5’- TCCTTTCAGCGAGATCATCA-3’),
e 1 ul do DNA extraido (200 ng).

Os ciclos da reagdo foram: denaturacdo de 5 minutos a 95 °C seguida por 45
ciclos de 30 segundos a 95°C; anelamento por 30 segundos a 65°C ¢ extensdo do primer
por 30 segundos a 72°C. Estas etapas foram seguidas pela amplificagdo da fita dupla que
consistiu de 40 ciclos de 45 segundos cada com temperaturas decrescentes (iniciando em

95°C e terminando em 1°C).
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Como controle positivo, foi utilizado o DNA de H. Pylori das cepas 26695 e
J99. E como controle negativo, foi utilizado o DNA isolado da mucosa gastrica de

camundongos (C57BL/6) ndo infectados.

3.9- Extracéo de proteinas e Western blot

As biopsias do tecido géstrico foram imediatamente homogeneizadas em
tampao de extracdo (Triton X-100 1%, Tris-HCl 100 mM (pH 7.4), Pirofosfato de Sédio
100 mM, Fluoreto de Sodio 100 mM, EDTA 10 mM, Ortovanadato de Sodio 10 mM,
PMSF 2,0 mM, e 0,1 mg/ml de aprotinina) e centrifugadas (20 minutos, 12000 rpm, 4° C).
A concentragdo de proteinas presente no sobrenadante foi determinada pelo método de
Biureto (Gornall et al, 1949), onde 20 ul do sobrenadante foram adicionados a 1 ml de
reagente de Biureto (Labtest). Apds 30 minutos, a absorbancia das amostras foi lida em
espectrofotometro (modelo Hitachi U-2001) em 595 nm. As amostras receberam Tampao
de Laemmli (azul de bromofenol 0,1%; fosfato de sédio 1 M, pH 7,0; glicerol 50%;
SDS - dodecil sulfato de sédio — 10%) contendo DTT (dithiothreitol) 100 mM; foram

aquecidas em banho-maria por 5 minutos e estocadas a -70° C.

Nos ensaios de Western Blot, aliquotas contendo 0,2 mg de proteina foram
aplicadas em gel de poliacrilamida e separadas por eletroforese em gel de policrialamida
contendo SDS (SDS-PAGE) em cubas para eletrofores (Bio-Rad). Apos separacdo, as
amostras foram transferidas para membranas de nitrocelulose e incubadas com solucao
contendo anticorpo anti-Bax, anti-BCL-2, anti-ILIp e anti-B-actin (Santa Cruz

Biotechnology Inc. CA, USA) overnight a 4° C.

As membranas foram reveladas utilizando Kit comercial de
quimioluminescéncia (GE Healthcare, UK). A intensidade das bandas foi quantificada por
densitometria Otica utilizando o programa Scion Image Software (ScionCorp, Frederick,
MD).
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3.10- Avaliacao de dano ao DNA através do Ensaio do Cometa

As células das biopsias gastricas foram isoladas de acordo com
Pool-Zobel et al. (1994). As amostras foram incubadas com 5,5 mg de proteinase K
(Sigma-Aldrich) e 3 mg de colagenase I (Invitrogen Life Technologies, Grand Island, NY,
USA) em 3 mL de Hank’s (HBSS - Hank’s balanced salt solution; Invitrogen) por
45 minutos a 37°C para liberar as células; que foram suspensas em 10 mL de HBSS. A
suspensdo resultante foi centrifugada (750 g por 5 minutos) e o sobrenadante foi

descartado.

O Ensaio alcalino do cometa foi realizado de acordo com Singh et al. (1988),
com algumas modificagdes: 15 ul de suspensio celular (aproximadamente, 2 X 10* células)
foi misturada em agarose low-melting-point 0,5% (Promega Co. Madison, WI, USA) ¢

espalhadas sobre 1aminas de microscopia pré-tratadas com agarose.

As laminas foram imersas (overnight, 4°C) em solucdo gelada (NaCl 2,5 M;
EDTA 100 mM; Tris 10 mM; pH 10; com Triton X-100 1% ¢ DMSO 10%; todos da
Sigma-Aldrich). Depois, as células foram expostas a um tampao alcalino (EDTA 1 mM e
NaOH 300 mM, pH 13,4) por 40 minutos a 4°C para permitir o desenrolamento do DNA e

a expressao de sitios alcali-labeis.

A eletroforese foi realizada na mesma solugdo (20 minutos, a 4°C), utilizando
corrente elétrica de 350 mA e 25 V. Depois da eletroforese, as laminas forma neutralizadas
(Tris 0,4 M, pH 7.5), coradas com 40 ul EtBr (20 pg/ml) e analisadas com microscopio
fluorescente (Eclipse E400; Nikon, Melville, NY, USA), utilizando um sistema de analise

de imagem (Komet 5.5; Kinetic Imaging, Nottingham, UK).

Foram analisadas 200 cé¢lulas, selecionadas randomicamente, de cada amostra
(sendo 100 células de cada lamina da duplicata) e a média do tamanho da cauda do DNA

foi determinada de acordo com.o grau do dano (Figura 1).
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Figura 1- Foto representando os possiveis danos ao DNA: nenhum dano (A), dano de grau

1 (B), grau 2 (C) e grau 3 (D).

3.11- Anélise estatistica

Os resultados foram expressos como média, acompanhado do respectivo erro
padrao da média (EPM) de n experimentos. Diferencas estatisticamente significantes foram
determinadas utilizando-se anélise de variancia (ANOVA), teste t de Student nao-pareado
ou teste de Dunnett para comparagdes multiplas. Os resultados ndo paramétricos foram
expressos como mediana ou média e analisados pelo teste de Mann-Whitney. Os dados de
dano ao DNA foram analisados utilizando o teste de Kruskal-Wallis. Valores de p<0,05

foram considerados significantes.

Material e Métodos
39



4- RESULTADOS
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4.1- Determinacéao da atividade anti-secretora por ligadura de piloro

Apo6s 4 horas da administracdo de 100 mg/Kg de omeprazol e 100 mg/Kg de
ranitidina foi observado um bloqueio efetivo da producdo de acido gastrico quando
comparado com os animais que receberam somente solucao salina (Figura 2A). Apos 7 dias
de tratamento, onde os animais receberam (i.p.), sempre no mesmo horario, omeprazol
(100 mg/Kg), ranitidina (100 mg/Kg) ou veiculo (salina). Os animais foram sacrificados no
oitavo dia e apenas o grupo tratado com omeprazol apresentou redugdo de secrecdo acida.
A producdo de secre¢do acida nos animais tratados com ranitidina foi semelhante a dos

animais que receberam apenas veiculo (Figura 2B).
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Figura 2- Efeito do tratamento com omeprazol (100 mg//Kg) e ranitidina (100 mg/Kg)
sobre a secrec¢do acida avaliada através de ligadura de piloro em camundongos,
apo6s 4 horas da administragao das drogas (A) e ap6s uma semana de tratamento
(B). Os resultados estdo expressos como média + EPM (n=5). * p<0,05 **

p<0,01 quando comparado ao grupo veiculo.
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4.2- Avaliacao dos niveis de coloniza¢ao por PCR em Tempo Real

Os animais tratados com omeprazol durante 7 dias apresentaram um aumento
na colonizagdo, avaliada por PCR em tempo real, quando comparados com os animais
tratados com veiculo e com ranitidina (Figura 3). Nao foi detectada a presenca de material

genético de H. pylori nos animais nio-infectados.
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Figura 3- Niveis de colonizagdo por Helicobacter pylori em animais nao-infectados e
infectados tratados com 100 mg/kg de omeprazol ou 100 mg/kg de ranitidina ou
veiculo. Os dados individuais foram marcados e as linhas representam a média

(11-18 animais). p<0,01 quando comparado ao grupo veiculo.

Resultados
43



4.3- Determinacao das Lesdes Macroscopicas

A infecgdo por H. pylori provocou alteragdes macroscopicas na mucosa gastrica
dos animais, como descoloracdo, pequenas tlceras e pontos de petéquias, o que resultou em
um indice de les@o ulcerativa significativamente diferente dos animais nao-infectados. O
tratamento com omeprazol e ranitidina por uma semana reduziu o indice de lesao ulcerativa
dos animais, sendo observado apenas alguns pontos de petéquias, quando comparados com

os animais tratados apenas com veiculo (Figura 4).
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Figura 4- Indice de Lesdo Ulcerativa nos animais nao-infectados e infectados tratados com
omeprazol (100 mg/Kg), ranitidina (100 mg/Kg) ou veiculo. Os dados
individuais foram marcados e as linhas representam a média (5-9 animais).
p<0,05 ou p<0,01 quando comparado ao grupo veiculo ou aos animais

ndo-infectados.
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4.4- Analise histologica

Na analise histologica, ndo foi observada a presenga de bactérias nos animais
ndo-infectados (Figura 5A), mas foi possivel observar a presenga de H. pylori na forma de
gaivota nos animais infectados (Figura 5B). Histologicamente, ndo foi possivel observar

alteragOes inflamatodrias ap6s 12 semanas de infec¢do dos animais com H. pylori

B

Figura 5- Corte histolégico de mucosa gastrica de animal nio-infectado (A) e presenca de
H. pylori em forma de gaivota na mucosa gastrica de animais infectados (B).

Aumento 100x (A) e 400x (B). Coloracao Giemsa.

Resultados
45



4.5- Determinacao da atividade de mieloperoxidase na mucosa géstrica

Nao houve diferengas significativas da atividade de MPO na mucosa dos
animais nao-infectados e, dos infectados e tratados com veiculo. Entretanto, houve um
aumento significativo na atividade de MPO nos animais tratados por uma semana com
omeprazol quando comparados com os animais tratados com veiculo. O tratamento com

ranitidina ndo modificou a atividade de MPO na mucosa gastrica dos animais (Figura 6).
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Figura 6- Atividade de micloperoxidase (MPO) na mucosa gastrica de animais
ndo-infectados e infectados tratados com 100 mg/kg de omeprazol ou 100
mg/kg de ranitidina ou veiculo. Os resultados estdo expressos como média +

EPM (n=6). * p<0,05 quando comparado ao grupo veiculo.
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4.6- Expressdo de Interleucina-1p na mucosa gastrica

A expressao de IL-1p nos animais ndo-infectados e infectados foi semelhante
como pode ser observado na Figura 7. Adicionalmente, o tratamento com as drogas
anti-acidas omeprazol e ranitidina nao alterou significativamente a expressao de IL-1[3

(Figura 7)
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Figura 7- Expressdo de IL-1p na mucosa gastrica de animais ndo-infectados e infectados
tratados com 100 mg/kg de omeprazol ou 100 mg/kg de ranitidina ou veiculo.
As proteinas foram analisadas por Western Blot. Os resultados estdo expressos

como média + EPM (n=3). *p<0,05 quando comparado ao grupo veiculo.
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4.7- Expressao de proteinas apoptéticas na mucosa gastrica

A apoptose ¢ regulada pelo balango entre as expressdes das proteinas Bcel-2, que
¢ anti-apoptoética, ¢ Bax, que € pro-apoptética. A infecgdo por H. pylori induziu nos animais
a reducdo da expressdo da proteina Bcl-2 e o aumento da expressdo da proteina Bax na
mucosa gastrica, quando comparado aos animais nao-infectados. O tratamento com
omeprazol por uma semana induziu o aumento da expressdo de Bcl-2, mas ndo modificou
os niveis de Bax no mesmo animal. O tratamento com ranitidina ndo modificou a expressao

das proteinas Bcl-2 e Bax nos animais (Figura 8A e 8B, respectivamente).
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Figura 8- Niveis de expressdo das proteinas Bcl-2 (A) ¢ Bax (B) na mucosa gastrica de
animais ndo-infectados e infectados tratados com 100 mg/kg de omeprazol ou
100 mg/kg de ranitidina ou veiculo. Os resultados estao expressos como média
+ EPM (n=3). *p<0,05 quando comparado ao grupo veiculo. Imagem

representativa de um experimento.
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4.8- Avaliacao de dano ao DNA através do Ensaio do Cometa

Os animais infectados com H. pylori apresentaram um aumento de dano ao
DNA quando comparados com os animais ndo infectados. O tratamento com omeprazol
nao modificou o dano causado pela infecgdo. No entanto, o nivel de dano ao DNA nos
animais tratados com ranitidina foi significativamente maior quando comparado aos

animais nao-infectados (Figura 9).
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Figura 9- Nivel do dano ao DNA na mucosa gastrica de animais ndo-infectados e
infectados tratados com 100 mg/kg de omeprazol ou 100 mg/kg de ranitidina
ou veiculo. Os resultados estdo expressos como média = S.D (n=6). *p<0,05
quando comparado ao grupo ndo-infectado e ## p<0,01 quando comparado ao

grupo veiculo.
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5- DISCUSSAO
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Em terapias de erradicacdo ou simplesmente para alivio do desconforto géastrico
em pacientes com infeccdo causada por H. pylori sdo utilizados inibidores de secrecdo
acida, como omeprazol ou ranitidina. Relatos da literatura sugerem propriedades adicionais
do omeprazol, como efeitos anti-inflamatdrios, anti-ulcerogénicos e anti-apoptéticos. Deste
modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do tratamento com omeprazol e
ranitidina em um modelo animal de infeccdo por H. pylori, enfocando possiveis
propriedades adicionais destes farmacos. Para isso, inicialmente avaliamos o efeito agudo
da administracdo da dose de 100 mg/Kg de omeprazol e de ranitidina sobre a producdo de
secrecdo acida. As duas drogas inibiram de maneira efetiva a producdo de acido gastrico.
Entretanto, ap6s uma semana de tratamento, apenas o omeprazol apresentou inibicdo
significativa de secrecdo &cida; sugerindo que o tratamento com omeprazol resulta em
bloqueio sustentado do acido gastrico, enquanto que o tratamento com a ranitidina resulta
em periodos de blogueio de secrecao acida intercalados com periodos de producédo de acido

gastrico.

O tratamento com as drogas anti-acidas foi capaz de modificar o nivel de
colonizagdo pelo H. pylori na mucosa gastrica dos camundongos, avaliado por PCR em
tempo real. Os animais tratados com omeprazol apresentaram um aumento significativo nos
niveis de colonizacdo géastrica quando comparados com os animais tratados com veiculo e
com ranitidina. Esses resultados estdo de acordo com relatos de literatura onde a
administracdo oral Unica de omeprazol em camundongos infectados com SS1 resulta em
um aumento significativo da quantidade de bactérias (determinada histologicamente) na
porcdo de transicdo entre o corpo e antro; entretanto, apos 29 dias de tratamento, ocorre
uma normalizacdo do nimero de bactérias no antro (van Zanten et al., 2003). Este aumento
na colonizacdo é atribuido a reducédo sustentada da secrecéo de &cido gastrico contribuindo
para um ambiente mais favoravel a proliferacdo das bactérias. Ainda, de acordo com
Danon et al. (1995), o bloqueio de secrecdo acida pelo omeprazol também produz um
aumento da colonizacdo por H. felis em camundongos, principalmente no corpo do
estbmago, engquanto o tratamento com ranitidina é responsavel por uma supressdo acida

parcial e produz um aumento sem importancia na colonizacao.
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O H. pylori pode ser observado quando corado com HE, no entanto, essa
coloracdo pode ser imperceptivel quando poucas bactérias estiverem presentes, além de
poderem ocorrer erros na identificagdo devido a restos de tecido da superficie do epitélio
(Dunn et al., 1997). Além de confirmar a presenca da bactéria H. pylori nas amostras de
tecido gastrico, a histologia tem importancia na avaliacdo do processo inflamatdrio
(Thijs et al., 1996). As alteracdes inflamatdrias descritas na literatura para modelo
experimental de infeccdo por H. pylori (SS1) em camundongos C57BL/6 sdo caracterizadas
por um pequeno infiltrado de neutréfilos (Lee et al., 1997; van Doorn et al., 1999). Apos 12
semanas de infeccdo foi possivel observar a presenca de H. pylori nos cortes histolégicos,
entretanto, ndo foi possivel observar nenhuma alteracdo inflamatdria nestes animais.
Acreditamos que a auséncia de inflamacdo nestes animais pode estar relacionada ao baixo

nivel de colonizag&o observado apds 12 semanas.

A auséncia de alteracBes inflamatérias foi confirmada pelo fato de que os
animais infectados e nao-infectados apresentaram o mesmo nivel de atividade de MPO na
mucosa gastrica. Estes dados estdo de acordo com Elizalde et al. (2003) que ndo
observaram diferencas na atividade de MPO entre animais infectados com H. pylori por
quatro semanas quando comparados com o0s animais controles. Adicionalmente,
observamos que ndo houve modificacdo significativa no conteddo de IL-1 em nenhum
grupo, corroborando os dados da literatura que sugerem um baixo grau de inflamacéo na

mucosa gastrica neste modelo experimental (Wadstrom et al., 1994).

Entretanto, 0 aumento da colonizagdo nos animais tratados com omeprazol foi
associado com o aumento do nivel de MPO, sugerindo que o aumento do nivel de
colonizacdo € responsavel pelo aumento do infiltrado de neutréfilos. Relatos de
experimentos in vitro, mostram que o omeprazol diminui a capacidade dos neutrofilos
migrarem em resposta a estimulos, como a indometacina e a presenga do H. pylori
(Suzuki et al.,1999; Martins de Oliveira et al., 2007). Porém, in vivo, essa capacidade do
omeprazol de inibir a migracdo ndo é observada (Becker et al., 2004). Deste modo, nossos
dados confirmam que a capacidade anti-migratoria do omeprazol é restrita aos ensaios

in vitro, provavelmente devido a utilizacdo de altas concentra¢fes de droga nestes ensaios.
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A infeccdo por H. pylori provocou alteragfes macroscopicas na mucosa gastrica
dos animais e, apesar do elevado nivel de MPO observado nos animais tratados com
omeprazol, ambas as drogas diminuiram as lesbes, sugerindo que o bloqueio total ou
parcial pelo omeprazol e ranitidina, respectivamente, é essencial para a cicatrizacdo das

lesGes desenvolvidas pela bactéria.

A integridade do tecido é mantida pelo equilibrio da morte celular por apoptose
e a producdo de novas células pela proliferacdo celular. Quando ocorre a hiperproliferacéo
ndo balanceada pela morte celular, h& uma maior chance de transformacdo maligna,
podendo ser esse desequilibrio um importante mecanismo da carcinogénese
(Peek et al., 1997). O H. pylori parece estar diretamente associado a alteracfes desses
mecanismos, sendo gque estudos mostram que apos sua erradicacdo os niveis de proliferacdo
e apoptose voltam ao normal (Moss et al., 2001). A apoptose é regulada pelas proteinas da
familia Bcl-2, sendo que elas podem inibir (por exemplo, Bcl-2, Bcl-X.) ou promover
(por exemplo, Bax, Bcl-Xs, Bak) a morte celular. O balanco entre as proteinas pro e
anti-apoptoticas regula a morte celular (Martin e Elkon, 2004). A infeccdo experimental por
Helicobacter pylori resulta no aumento da expressdo de Bax (Liu et al, 2005) e na
diminuicdo da expressdo de Bcl-2 na mucosa gastrica, sugerindo que ha uma tendéncia
pro-apoptotica na infeccdo por H. pylori (Nam et al., 2004). Nossos dados confirmaram
esses relatos e mostraram que o tratamento com omeprazol restaura a producao de Bcl-2 na
mucosa gastrica; contudo ndo ha alteracdo na producdo de Bax, sugerindo uma atividade
anti-apoptotica nos animais infectados e tratados com omeprazol.

Evidéncias experimentais mostram que o omeprazol previne a fragmentacao do
DNA e deste modo previne a apoptose das células do epitélio gastrico, contribuindo para a
proliferacdo das células e a recuperacdo das lesdes na mucosa gastrica (Biswas et al., 2003).
O ensaio do cometa é um teste simples e sensitivo para avaliar o dano oxidativo ao DNA,
incluindo quebras de fita dnica de DNA, lesdes em sitios alcali-labeis, reparo incompleto
dos sitios e cross links para células individuais (Tice et al., 2000; Hartmann et al., 2003). A
extensdo da migracdo da cauda é proporcional ao nimero de quebras no DNA e a sua
analise permite medir indiretamente esse niumero de quebras no DNA por célula. Embora o

dano oxidativo ao DNA parece ser reduzido pelo tratamento com omeprazol durante o
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estresse induzido pela ulceracdo gastrica (Biswas et al., 2003), em nossos experimentos nao
pudemos observar nenhuma protecdo gastrica contra o dano ao DNA gerado pela infeccéo
por H. pylori ap6s do tratamento com omeprazol. Em relacéo ao tratamento com ranitidina,
nossos dados demonstraram um aumento nos niveis de dano oxidativo ao DNA nos animais
tratados. Esses dados confirmam os achados de Brambilila et al (1983) que relataram
também um aumento no dano ao DNA na mucosa gastrica ap6s uma Unica administracdo
de ranitidina por via oral a ratos e camundongos, sugerindo um efeito genotéxico dessa

droga.
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6- CONCLUSAO
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. Os animais tratados com omeprazol apresentaram um aumento significativo
nos niveis de colonizagdo gastrica quando comparados aos animais tratados
com veiculo e com ranitidina. Este aumento na colonizagdo é atribuido a
reducdo sustentada da secrecdo de &cido gastrico contribuindo para um

ambiente mais favoravel a proliferacdo das bactérias.

. O aumento da colonizacdo nos animais tratados com omeprazol foi
associado ao aumento do nivel de MPO, sugerindo que o aumento do nivel
de colonizacdo é responsavel pelo aumento do infiltrado de neutrofilos.
Assim, sugerimos que a capacidade anti-migratéria do omeprazol é restrita
aos ensaios in vitro, provavelmente devido a utilizacdo de altas

concentracdes de droga nestes ensaios.

. A infeccdo por H. pylori provocou alteragdes macroscopicas na mucosa
gastrica dos animais e, apesar do elevado nivel de MPO observado nos
animais tratados com omeprazol, ambas as drogas diminuiram as lesdes,
sugerindo que o bloqueio total ou parcial pelo omeprazol e ranitidina,
respectivamente, € essencial para a cicatrizacdo das lesdes desenvolvidas

pela bactéria.

. Nossos dados confirmaram que a infeccdo por H. pylori aumenta a expressao
de Bax e diminui a expressao de Bcl-2 na mucosa gastrica e mostraram que
0 tratamento com omeprazol restaura a producdo de Bcl-2 na mucosa
gastrica; contudo ndo ha alteracdo na producdo de Bax, sugerindo uma

atividade anti-apoptotica nos animais infectados e tratados com omeprazol.

. Nao observamos nenhuma protecdo gastrica contra o dano ao DNA gerado
pela infec¢do por H. pylori apds do tratamento com omeprazol. Em relagéo
ao tratamento com ranitidina, nossos dados demonstraram um aumento nos
niveis de dano oxidativo ao DNA nos animais tratados, sugerindo um efeito

genotoxico dessa droga.
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