MARTA CONTIERI MAROSTICA

“EFEITO DO TRATAMENTO COM INIBIDORES DE
SECRECAO ACIDA NA INFECCAO POR HELICOBACTER
PYLORI EM CAMUNDONGOS”

CAMPINAS

2007



MARTA CONTIERI MAROSTICA

“EFEITO DO TRATAMENTO COM INIBIDORES DE
SECRECAO ACIDA NA INFECCAO POR HELICOBACTER
PYLORI EM CAMUNDONGOS”

Dissertagdo de Mestrado apresentada a Pds-Graduagdo da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de
Campinas, para obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias

Meédicas, drea de concentracdo em Patologia Clinica.

Orientadora: Prof®. Dr" Nelci Fenalti Hoehr

Co-Orientadora: Prof’. Dr" Alessandra Gambero

CAMPINAS

2007



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS DA UNICAMP
Bibliotecario: Sandra Licia Pereira — CRB-8% / 6044

Maréstica, Marta Contieri

M347e Efeito do tratamento com inibidores de secre¢do 4cida na infec¢do
por Helicobacter Pylori em camundongos / Marta Contieri Mardéstica.
Campinas, SP : [s.n.], 2007.

Orientador : Nelci Fenalti Hoer, Alessandra Gambero
Dissertagdo ( Mestrado ) Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Helicobacter pylori. 2. Omeprazol. 3. Apoptose. 1. Hder,
Nelci Fenalti. II. Gambero, Alessandra. III. Universidade
Estadual de Campinas. Faculdade de Ciéncias Médicas. IV. Titulo.

Titulo em inglés : Effects of a one-week treatment with acid gastric
inhibitors on Helicobacter pylori-infected mice

Keywords: « Helicobacter pylori
» Omeprazole
* Apoptosis

Titulagao: Mestre em Ciéncias Médicas
Area de concentracao: Patologia Clinica

Banca examinadora:

Profa. Dra Nelci Fenalti Hoer
Profa. Dra. Nicola Conran
Profa. Dra. Carla Fernanda Franco Penteado

Data da defesa: 30 - 08 - 2007



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS DA UNICAMP
Bibliotecario: Sandra Lucia Pereira — CRB-8* / 6044

Marostica, Marta Contient

M347¢ Efeito do tratamento com inibidores de secregdo acida na infecgdo
UNIDADE  ~5C, por Ht_e]jcobacter Pylori em camundongos / Marta Contier1 Marostica.
Campinas, SP : [s.n.], 2007.

N° CH 2113 DA:

THINICAMP

€ Orientador : Nelci Fenalti Héer, Alessandra Gambero

o Ex. Dissertacdo ( Mestrado ) Universidade Estadual de Campinas.

T0 M'.‘ : :TEEL\:] c’i 215 E: Faculdade de Ciéncias Médicas.
PROC. _16 K503
-+ 5 D ] 1. Helicobacter pylori. 2. Omeprazol. 3. Apoptose. 1. Hoer,
PRECO Nelci Fenalti. II. / Gambero, Alessandra. IIl. Universidade
DATA = Estadual de Campinas. Faculdade de Ciéncias Médicas. IV. Titulo.
BIB-ID ___ 419304

Titulo em inglés : Effects of a one-week treatment with acid gastric
inhibitors on Helicobacter pylori-infected mice

Keywords: - Helicobacter pylori
» Omeprazole
» Apoptosis

Titulagdo: Mestre em Ciéncias Médicas
Area de concentragao: Patologia Clinica

Banca examinadora:

Profa. Dra Nelci Fenalti Hoer
Profa. Dra. Nicola Conran
Profa. Dra. Carla Fernanda Franco Penteado

Data da defesa: 30 - 08 - 2007



Banca examinadora da Dissertacido de Mestrado

Orientador(a): Prof(a). Dr(a). Nelci Fenalti Hoehr

Membros:

1. Profa. Dra. Nelci Fenalti Hoehr — N7, Fo... + Meoted

7
2. Profa. Dra. Nicola Conran Zorzetto — /7/ Cda
/

3. Profa. Dra. Carla Fernanda Franco Penteado — JJ%M

Curso de pos-graduacdo em Ciéncias Médicas, da Faculdade de Ciéncias Médicas
da Universidade Estadual de Campinas.

Data: 30/08/2007

1



DEDICATORIA

Aos meus pais.



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, pelo amor e apoio incondicional em todas as minhas decisdes.

Ao Marcos, pelo amor, paciéncia e compreensdo durante todo esse longo

processo, além das discussoes cientificas que enriqueceram este trabalho.
A Vilma e Mdrio, meus sogros, que sempre estiveram do meu lado.

A Tais, Léo e Lais, pelos momentos de descontracdo quando eu estava muito

estressada.
Ao Paulo, pelas conversas durante a madruga que me relaxavam.

A minha primeira orientadora Alessandra, por sempre acreditar e confiar na

minha capacidade, por seus conselhos e amizade.

A minha orientadora Nelci, que me recebeu na UNICAMP e acreditou no meu

trabalho.

Aos membros da banca, prof* Nicola, prof® Carla e prof® Soraia pelos

comentarios que enriqueceram meu trabalho.
As amigas Angela e Thafs, pelas conversas e discussdes sobre ciéncias.

A todos os colegas da UNIFAG, em especial Tagliane, por me mostrar como
ser uma pesquisadora; Anita e Fernanda, pelas conversas sempre animadas; Wlad e

Demétrius, pela ajuda nos experimentos.

As minhas colegas da FCM, em especial Fernanda, por me ajudar muito durante

as aulas e durante o processo de qualificacao.

Ao prof. José Pedrazzoli Jr, por permitir o desenvolvimento dos experimentos

na UNIFAG.

A CAPES pela bolsa de mestrado.



"Aprender é a uinica coisa de que a mente nunca se cansa,

nunca tem medo e nunca se arrepende".

Leonardo da Vinci

Vi



SUMARIO

PAG.
RESUMO ...ttt ettt ettt ettt sae et et e eneenees Xiii
ABSTRACT ...ttt e e ae e e ae e et e e s rae e saree e sseeennes xvi
1- INTRODUGAO..........ooooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 18
1.1- Helicobacter pYLOri...................ccoooeueeeceeeeiiieeiieeeiee e 19
1.1.1- Historico da deSCODEIta........cc.eerueriiiniiiiieniccieceieeee e 19
1.1.2- EpidemiolO@ia......ccueeeiuiieeiiieeiiieeiieeciee et e e 20
1.1.3- ASPECIOS ZETAIS...ccuviieiiieeitieeiieeeitee et eeite e et e et e et esear e s e 20
1.1.4- COlONIZACAO. ..cc.uueeiiiieeiiie ettt ettt saee e 20
1.1.5- Patogenicidade € VIrul€ncia..........ccceeevieeenieeenieeeniieeieeeiiee e 22
1.2- Processo inflamatorio € apoptose................cccceevvveriieniiecieenieenieeieene 23
1.3- Tratamentos CHNICOS..............cccoeoierieiiiiiiiieieeeeee e 25
1.3.1- Antagonistas de receptor de histamina Hp..........ccooceeviiiinniiennnenn. 26
1.3.2- Inibidores de bomba protonica..........ceeeuveeeiveeriieeniieeniieeieeeeeenn 26
1.4- Modelo experimental..................ccccoeeiiiiiiiiiniiiecie e 28
2- OBJETIVOS. ...ttt sttt 30
3- MATERIAL E METODOS..........oossiiiriiireeineeesnnesesssesesssssesssssesseee 32
3u1- ADEINALS. ...t 33
3.2- Cultura de H. PYLori..............oooocueeeeiiieiiiieiiieeeieeee e 33
3.3- Determinacao da atividade anti-secretora por ligadura de piloro..... 33

3.4- Modelo experimental de infeccao por H. pylori e tratamento com os

inibidores de secrecao acida....................cccoeviieiiiiiiiiien 34

vii



3.5- Determinacao das Lesoes Macroscopicas...............ccoceeveeeveenieenneennnan.

3.6- Analise histologica...................cccooeiiiiiiiiiiceee e

3.7- Determinacio da atividade de mieloperoxidase na mucosa gastrica.

3.8- Extracdo de DNA e Avaliacdo dos niveis de colonizacao por PCR

em Tempo Real.............cooooiiii e

3.9- Extracao de proteinas e Western blot.......................cccccouvveneninenenncn.

3.10- Avaliaciao de dano ao DNA através do Ensaio do Cometa................

3.11- ANALISE @SEALISTICA. ......ooeeee et e e e e e e e e eeeeeas

4- RESULTADOS ..ottt

4.1- Determinacao da atividade anti-secretora por ligadura de piloro......

4.2- Avaliacao dos niveis de colonizacao por PCR em Tempo Real...........

4.3- Determinacio das Lesoes Macroscopicas..............ccoeceeveeieevenieeeenenene.

4.4- Analise histolOgica...............ccooovieiiiiiiiiiiiiceeee e

4.5- Determinacao da atividade de mieloperoxidase na mucosa gastrica..

4.6- Expressao de Interleucina-1 na mucosa gastrica...............c.coceeeeee.

4.7- Expressao de proteinas apoptoticas na mucosa gastrica......................

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

SeDISCUSSAOD . ... r e s e s s s e s e ses s s e

6- CONCLUSAO ...

7- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o,

8- ANEXOS

viii

34

35

35

36

37

38

39

40

41

44

45

46

47

48

50

51

56

58

69



LISTA DE ABREVIATURAS

H. pylori
SS1
26695
J99

LPS
HP-NAP
PAF
TNF-a
IFN-y
iNOS
COX-2
VacA
vacA
CagA
cagPAI
s

sl es2
sla, slb e slc
m

ml e m2

iceA

Helicobacter pylori

Sydney strain 1 (cepa de Helicobacter pylori)

Cepa de Helicobacter pylori

Cepa de Helicobacter pylori

Lipopolissacarideo

Proteina ativadora de neutréfilos de Helicobacter pylori
Fator de ativagdo plaquetéria

Fator de necrose tumoral-alfa

Interferon-gama

Oxido nitrico sintase induzida

Ciclooxigenase-2

Citotoxina vacuolizante

Gene vacA

Proteina associada a citotoxina VacA

Ilha de patogenicidade cag

Regido que codifica o sinal peptidico do gene vacA
Alelos da regido s

Subtipos do alelo sl

Regido média do gene vacA

Alelos da regido m

Gene iceA



PicA
picB
IL-8
IL-1p
IL-6
DNA
MALT
PCR
ILU
PPIs
EPM
ANOVA
MPO
HE
PBS
HTAB
SDS
SDS-PAGE
HBSS
TCC
Tris
EDTA
PMSF

DTT

Gene picA

Gene picB

Interleucina-8

Interleucina-1f3

Interleucina-6

Acido desoxirribonucléico

Mucosa Associated Limphoid Tissue (linfoma tipo MALT)
Reagdo de Cadeia em Polimerase

Indice de lesdo ulcerativa

Inibidores de bomba protonica (proton pump inhibitors)
Erro padrao da média

Andlise de variancia

Mieloperoxidase

Hematoxilina e Eosina

Tampao Fosfato Salina

Hexadeciltrimetil brometo de amonia

Dodecil sulfato de sodio

Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS
Hank’s balanced salt solution

2,3,5, triphenyl-tetrazolium chloride

Tri (hidroximetil) aminometano

Acido etilenodiaminotetracético
Phenylmethylsulphonyl fluoride

Dithiothreitol



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Parametros utilizados na determinacdo do indice de lesdo

ULCETAIVA. et e e e eee e e e et e e e e e e e e e eeeraenaees 35

xi



LISTA DE FIGURAS

PAG.

Figura 1-  Foto representando os possiveis danos a0 DNA..........cc.ccccceeeene 39
Figura 2- Efeito do tratamento com omeprazol ou ranitidina sobre a

secrecdo acida avaliada através de ligadura de piloro..................... 42
Figura 3- Niveis de colonizagdo por Helicobacter pylori em animais

nao-infectados e infectados tratados com omeprazol ou ranitidina. 43
Figura 4- Indice de Lesdo Ulcerativa nos animais nao-infectados e

infectados tratados com omeprazol ou ranitidina............ccceccueenneene 44
Figura 5- Corte histologico de mucosa gastrica de animal nao-infectado e

presenga de H. pylori em animais infectados...........cccceeevveruveennennne. 45
Figura 6- Atividade de mieloperoxidase na mucosa gastrica de animais

ndo-infectados e infectados tratados omeprazol ou ranitidina......... 46
Figura7- Expressio de IL-1B na mucosa géstrica de animais

nao-infectados e infectados tratados omeprazol ou ranitidina......... 47
Figura 8- Niveis de expressdo das proteinas Bcl-2 e Bax na mucosa géstrica

de animais ndo-infectados e infectados tratados com omeprazol

OU TANTEIAING. c..eoueeiiiieiieeee e 49

Figura 9- Nivel do dano ao DNA na mucosa gastrica de animais
ndo-infectados e infectados tratados com omeprazol ou

FANTEIAIIIA ¢ et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeaaaeeeeeeeeeeeenanans 50

xii



RESUMO




O mecanismo pelo qual o H. pylori provoca a inflamacao gdastrica 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 a infeccdo por H. pylori é predominantemente neutrofilica e estes, liberam
mediadores inflamatérios e enzimas proteoliticas que induzem o dano géstrico. Estresse
oxidativo ocorre em pacientes infectados com H. pylori onde a expressdo de enzimas como
a oxido nitrico sintase induzida (iNOS), superoxido dismutase e catalase encontram-se
aumentadas. A iNOS participa da resposta inflamatdria e promove a apoptose de células na
mucosa géstrica. Durante a infeccdo por H. pylori, observa-se niveis reduzidos da
expressao de Bcl-2 e o aumento da expressdo de Bax na mucosa géstrica, sugerindo que
uma tendéncia pré-apoptética na infec¢do. A erradicacdo pode ser alcancada pela
combinag¢do de antibidticos associada a uma droga anti-dcida. As duas maiores classes de
inibidores de secrecdo dcida s@o: os inibidores de bomba protdnica, como o omeprazol, e 0s
antagonistas de receptor de histamina H,, como a ranitidina. Vdrias 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-géstrica suspensdo de H. pylori. Na 11* semana de
in6culo, os animais foram tratados (i.p.) com omeprazol (100 mg/kg), ranitidina

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

As duas drogas inibiram a producdo de acido gastrico no tratamento agudo, porém no
tratamento por uma semana, apenas o omeprazol inibiu a secrecdo 4cida. Os animais
tratados com omeprazol apresentaram um aumento significativo nos niveis de colonizacio
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 géstrica e ndo alterou a producdo 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.

Resumo

Xiv



Nao observamos a presenga de propriedades anti-neutrofilicas, atribuidas ao omeprazol,
ap6s 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 géstrica,

sugerindo uma atividade anti-apoptética dessa droga.

Resumo
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ABSTRACT




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 denominag¢do de Helicobacter pylori
(Dunn et al., 1997), sendo que foi a andlise da seqiiéncia de acidos nucléicos da bactéria
que permitiu sua diferenciacdo do género Campylobacter (bastao curvado), para 0 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).

Introdugdo
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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
infeccdo pelo H. pylori ¢ 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 ¢ uma bactéria gram-negativa, nao 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,

Introdugdo
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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 sdo
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 condig¢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 gastrica

(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 produgao 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 perdéxido 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 sao descritas como responsaveis pela associagdo 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 véarias fungdes biologicas. O LPS do H. pylori parece estar bem adaptado a
mucosa gastrica, permitindo que a bactéria permaneca por muito tempo no hospedeiro

(Muotiala et al., 1992).

A infeccdo cronica pelo H. pylori esta associada a deplecdo 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
degradag¢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 colonizagado, 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 ¢ 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 descric¢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 estdo 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 géstrico. 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 infec¢do por H. pylori, as bactérias colonizam a camada de muco do epitélio
gastrico e causam inflamacdo. O mecanismo pelo qual o H. pylori provoca a inflamacao
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 infecgdo 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 infec¢do por H. pylori ¢ predominantemente neutrofilica e
estes, liberam mediadores inflamatdrios 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 crdnica, 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 producdo 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 infec¢do pelo H. pylori leve a uma vigorosa resposta inflamatoria
com producdo de IL-1B, o que pode ser benéfico inicialmente. Contudo, o potente efeito
anti-secretor pode levar a extensdo da infec¢@o, produzindo maior lesdo na mucosa gastrica

(E1-Omar, 2001).

Além da producdo enddgena aumentada de IL-8, muitos componentes do
H. pylori sao capazes de induzir ativacdo e quimiotaxia de neutrdfilos, incluindo a
estimulacdao da mieloperoxidase neutrofilica, geracdo de metabolitos reativos de oxigénio e
expressao de moléculas de adesao (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 neutr6filos (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 expressio de COX-2 em
neutrofilos (Kim et al., 2001). In vivo, a administracao 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-1B (Gambero et al., 2003).

Estresse oxidativo ocorre em pacientes infectados com H. pylori onde a
expressao de enzimas como a 6xido 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
producao 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 (Peek 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 proliferacio 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 expressao de
Bax (Liu et al, 2005) e na diminui¢ao da expressao de Bcl-2 na mucosa gastrica, sugerindo

que ha uma tendéncia pro-apoptética na infec¢do por H. pylori (Nam et al., 2004).

1.3- Tratamentos clinicos

Embora numerosas drogas antibacterianas tém 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 protdnica (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 erradica¢dao 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 secregdo acida gastrica e, ao

ser liberada a partir da mucosa findica, 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 d6ssea 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 redugdao 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
ativacao 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¢ao do acido hidrocloridrico pelas células

parietais (Fellenius et al., 1981). Sdo muito utilizados em pacientes com tUlcera 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 inibicdo 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 inibi¢io 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 reducdao 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 secrecdo 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 ulceragdo, sugerindo propriedades anti-apoptoticas

(Biswas et al., 2003).

Estudos in vitro tém sugerido que PPIs inibem inimeras fungdes 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 expressdao de
moléculas de adesdo em células mononucleares humanas in vitro (Ohara e Arakawa, 1999).
In vivo, ha relatos de que a administra¢dao oral de omeprazol, durante 7 dias a voluntérios
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 neutréfilos 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 ¢

neutrofilo-dependente.

1.4- Modelo experimental

Os estudos que envolvem infec¢do e inflamacao géstrica induzida por H. pylori
sdo limitados pela escassez de modelos animais. Varios trabalhos relatam a infeccdo 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 manutencdo de algumas destas

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

A administragdo 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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Avaliar o efeito do tratamento com os inibidores de secre¢do géstrica,

omeprazol e ranitidina, no modelo experimental de infec¢dao por H. pylori em camundongos

C57BL/6, considerando:
1. Caracteristicas da infeccdo pela quantificacdo das bactérias presentes;

2. Alteracdes inflamatdrias através da andlise macroscopica das lesdes, andlise
histoldgica, da determinacdo do infiltrado de neutréfilos na mucosa gastrica

e da sintese de interleucinas;

3. A modifica¢do na expressdo de fatores anti- e pré-apoptdticos na mucosa

gdstrica;

4. A avaliagdo dos niveis de fragmentacdo de DNA em células isoladas da

mucosa géstrica.
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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- Determinacao 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 infeccao 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-inoculo e seus estdbmagos foram removidos para a

realizacdo de diferentes ensaios.

3.5- Determinacao das Lesoes Macroscopicas

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

ulceracgdes.
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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 determinacao 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 histoldgica

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 inclusdao 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- Determinacao 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 Tampado 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- Extracao de DNA e Avaliacio dos niveis de colonizacao 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 ™ 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 reagao 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 e 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 ¢
J99. E como controle negativo, foi utilizado o DNA isolado da mucosa gastrica de

camundongos (C57BL/6) ndo infectados.

3.9- Extracao 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 concentragao 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 soédio — 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-ILIB 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- Avaliaciao 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) e

espalhadas sobre laminas 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 c¢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- Analise 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 ¢ 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.
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4- RESULTADOS
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4.1- Determinacao 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 secre¢do acida avaliada através de ligadura de piloro em camundongos,
apo6s 4 horas da administragdo 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 colonizacao 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 nao-infectados.
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Figura 3- Niveis de colonizacdo 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.
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4.3- Determinacao das Lesoes Macroscopicas

A infecgdo por H. pylori provocou alteracdes 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 ndo-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 andlise histoldgica, 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

alteracdes inflamatorias apos 12 semanas de infec¢do dos animais com H. pylori

B

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

Aumento 100x (A) e 400x (B). Coloracdo Giemsa.
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4.5- Determinacio da atividade de mieloperoxidase na mucosa gastrica

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 mieloperoxidase (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- Expressao 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- Expressao de IL-1P na mucosa géstrica 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 apoptoticas na mucosa gastrica

A apoptose ¢ regulada pelo balango entre as expressdes das proteinas Bcel-2, que
¢ anti-apoptoética, e Bax, que ¢ pro-apoptotica. A infeccdo 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) e Bax (B) na mucosa géstrica 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
ndo 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 nao-infectado e ## p<0,01 quando comparado ao

grupo veiculo.

Resultados

50



5- DISCUSSAO
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Em terapias de erradicacdo ou simplesmente para alivio do desconforto géstrico
em pacientes com infec¢do 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-apoptoticos. 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 produgdo de
secrecdo 4cida. As duas drogas inibiram de maneira efetiva a producio de dcido gastrico.
Entretanto, apds uma semana de tratamento, apenas o omeprazol apresentou inibi¢ao
significativa de secre¢do 4cida; sugerindo que o tratamento com omeprazol resulta em
bloqueio sustentado do dcido géstrico, enquanto que o tratamento com a ranitidina resulta
em periodos de bloqueio de secre¢do dcida intercalados com periodos de producgdo de dcido

gastrico.

O tratamento com as drogas anti-dcidas 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 colonizagdo géstrica quando comparados com os animais tratados com veiculo e
com ranitidina. Esses resultados estdo de acordo com relatos de literatura onde a
administracao oral tnica 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 € antro; entretanto, apds 29 dias de tratamento, ocorre
uma normaliza¢cdo do nimero de bactérias no antro (van Zanten et al., 2003). Este aumento
na colonizagdo € atribuido a reducdo sustentada da secrecdo de 4cido gastrico contribuindo
para um ambiente mais favordvel a proliferacdo das bactérias. Ainda, de acordo com
Danon et al. (1995), o bloqueio de secre¢do dcida pelo omeprazol também produz um
aumento da colonizagdo por H. felis em camundongos, principalmente no corpo do
estdbmago, enquanto o tratamento com ranitidina € responsdvel por uma supressdo acida

parcial e produz um aumento sem importancia na colonizagao.
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O H. pylori pode ser observado quando corado com HE, no entanto, essa
coloragdo 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 importincia na avaliacio do processo inflamatério
(Thiys et al, 1996). As alteragdes inflamatorias descritas na literatura para modelo
experimental de infec¢do por H. pylori (S51) 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 infeccao foi possivel observar a presenca de H. pylori nos cortes histoldgicos,
entretanto, ndo foi possivel observar nenhuma alteracdo inflamatdria nestes animais.
Acreditamos que a auséncia de inflamacao nestes animais pode estar relacionada ao baixo

nivel de colonizacdo observado apds 12 semanas.

A auséncia de alteracdes inflamatérias foi confirmada pelo fato de que os
animais infectados e ndo-infectados apresentaram o mesmo nivel de atividade de MPO na
mucosa géstrica. 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 nao houve modificacdo significativa no conteddo de IL-1p em nenhum
grupo, corroborando os dados da literatura que sugerem um baixo grau de inflamagdo na

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

Entretanto, o aumento da colonizacdo nos animais tratados com omeprazol foi
associado com o aumento do nivel de MPO, sugerindo que o aumento do nivel de
colonizagdo € responsdvel pelo aumento do infiltrado de neutréfilos. Relatos de
experimentos in vitro, mostram que o omeprazol diminui a capacidade dos neutréfilos
migrarem em resposta a estimulos, como a indometacina e a presenca 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 € observada (Becker et al., 2004). Deste modo, nossos

dados confirmam que a capacidade anti-migratéria do omeprazol € restrita aos ensaios

in vitro, provavelmente devido a utilizag@o de altas concentracdes de droga nestes ensaios.
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A infeccdo por H. pylori provocou alteracdes 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, é essencial para a cicatrizagdo das

lesdes desenvolvidas pela bactéria.

A integridade do tecido é mantida pelo equilibrio da morte celular por apoptose
e a produgdo de novas células pela proliferacao celular. Quando ocorre a hiperproliferacao
nido balanceada pela morte celular, h4 uma maior chance de transformagdo maligna,
podendo ser esse desequilibrio um importante mecanismo da carcinogénese
(Peek et al., 1997). O H. pylori parece estar diretamente associado a alteracdes desses
mecanismos, sendo que estudos mostram que ap0s sua erradicagdo os niveis de proliferacao
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, Bcl-X;) ou promover
(por exemplo, Bax, Bcl-Xs, Bak) a morte celular. O balango entre as proteinas pré e
anti-apoptoticas regula a morte celular (Martin e Elkon, 2004). A infec¢do 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 géstrica, sugerindo que hd uma tendéncia
pré-apoptética na infec¢do por H. pylori (Nam et al., 2004). Nossos dados confirmaram
esses relatos e mostraram que o tratamento com omeprazol restaura a produgdo de Bcl-2 na
mucosa gastrica; contudo ndo hé alteracdo na producdo de Bax, sugerindo uma atividade

anti-apoptética nos animais infectados e tratados com omeprazol.

Evidéncias experimentais mostram que o omeprazol previne a fragmentagao 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 tnica de DNA, lesdes em sitios dlcali-ldbeis, 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
andlise permite medir indiretamente esse nimero de quebras no DNA por célula. Embora o

dano oxidativo ao DNA parece ser reduzido pelo tratamento com omeprazol durante o

Discussdo

54



estresse induzido pela ulceragdo gastrica (Biswas et al., 2003), em nossos experimentos nao
pudemos observar nenhuma prote¢do gastrica contra o dano ao DNA gerado pela infec¢ao
por H. pylori apds do tratamento com omeprazol. Em relagdo 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 géstrica apds uma unica administracao
de ranitidina por via oral a ratos e camundongos, sugerindo um efeito genotoxico dessa

droga.
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6- CONCLUSAO
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. Os animais tratados com omeprazol apresentaram um aumento significativo
nos niveis de coloniza¢ido gastrica quando comparados aos animais tratados
com veiculo e com ranitidina. Este aumento na colonizag¢do € atribuido a
reducdo sustentada da secrecdo de 4cido géstrico contribuindo para um

ambiente mais favoravel a proliferacdo das bactérias.

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

concentracoes de droga nestes ensaios.

. A infeccdo por H. pylori provocou alteracdes 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 infec¢do por H. pylori aumenta a expressao
de Bax e diminui a expressdo de Bcl-2 na mucosa gédstrica e mostraram que
o tratamento com omeprazol restaura a producdo de Bcl-2 na mucosa
gdstrica; contudo ndo ha alteracdo na producdo de Bax, sugerindo uma

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

. Ndo observamos nenhuma protecao géstrica contra o dano ao DNA gerado
pela infec¢do por H. pylori apds do tratamento com omeprazol. Em relagdo
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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Effects of a one-week treatment with acid gastric inhibitors on
Helicobacter pylori-infected mice
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Abstract

Objective. Antiacid drugs, including omeprazole and ranitidine, were prescribed to Helicobacter pylor: -infected subjects in
combination with antibiotics during eradication treatment. Several reports suggest that these drugs have addinonal
pharmacological propernes, such as anuneutrophil, antiapoptouc and anuoxidant characteristcs. The aim of this work was
fo study the effects of acid suppressive medication weatment in the H. pylor: infecton expenimental model, focusing on
possible additional pharmacological properties. Material and methods. The ability of gastric acid suppression was
assessed in pylorus-ligated ammals. Gastric H. pylor: colonizaton levels, myeloperoxidase (MPO) acitvity, macroscopic
damage, Bax and Bcl-2 expression and DNA damage levels were assessed in C57BL/6-infected mice after treatment for one
week with omeprazole (100 mg,kg") or ranitidine (100 mg.kg ‘). Results. Omeprazole treatment increased bactena
zolonization and MPOQ actvity in mice stomachs. Both antiacid drugs efficiently improved macroscopic damage, although
snly omeprazole restored the expression of the anuapoptotic Bcl-2 protein in gastric mucosa of infected animals.
Conclusions. Some additional omeprazole-related properues, such as antneutrophil properties, were not observed in
H. pyiori-infected mice after one week of treatment, suggesting that this property is restricted to m vitre approaches.
However, the antiapoptotic activity of omeprazole could be attributed to an ability to modify the protein expression of Bel-2,
decreased by H. pviori infecton.

Key Words: Apoptosis, comet assay, DNA damage, neutrophil, omeprazole, ranitidine

[ntroduction substances by the bacteria and stmulation of cyto-
kine release, induced by the direct contact between
bacteria and gastric epithelial cells [2]. One of
the consequences of persistent inflammation may
be alterations in cellular rurnover. Several studies
have reported increased levels of gastric epithehal
apoptosis among H. pylori-infected individuals, de-
spite low levels of epithelial cell necrosis [3,4]. Other

The functional integrity of gastric mucosa depends
»n the balance between aggressive and defensive
mnechanisms. The presence of gastric acid and
ligestive enzymes is counterbalanced by mucus
synthesis and the regulated kinetics of epithelial
sells. If this delicate balance is lost, the result will
se gastric lesions [1]. Helicobacter pviori infection is a

major cause of chronic gastritis and peptic ulcer forms of epithelial injury involve actdvated neutro-
disease. In H. pylori infection, the bacterium colo- phils, which generate reactive oxygen or nitrogen
aizes the mucus layer overlying the gastric surface species that may induce oxidative DNA damage via
:pithelium and causes inflammation. The mechan- the formation of DNA adducts [5,6].

sm by which H. pylor: provekes gastric inflamma- Although, i virre, numerous antibacterial drugs
jon includes the secreton of pro-inflammatory have activity against H. pviori, therapy with a single
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antibiotic is generally ineffective in clinical practice.
Thus, eradication may be achieved by the combina-
ton of two antbiotics plus an acid gastric inhibitor
drug [7]. There are two major classes of gastric acid
inhibitors, the proton-pump inhibitors (PPIs), such
as, omeprazole, which act upon the blockade of the
a-subunit of the gastric H",K " -ATPase, the en-
zyme responsible for the final step in the secretion of
hydrochloric acid by parietal cells, and the histamine
H,-receptor antagonists, such as ranitidine, which
block the histamine sumulation of parietal cells.
These drugs are also prescribed alone to relieve
gastric discomfort in undiagnosed individuals, as
well as to treat acid-related disorders of the upper
gastrointestinal tract [8,9].

The more potent antisecretory effects of PPIs, in
comparison with histamine Hs-antagonists, are
claimed to account for their efficacy in the reatment
of gastric disease [10]. However, experimental
evidence demonstrates that omeprazole presents
additional antiulcer effects. Omeprazole blocks
stress-induced increased generation of reactive oxy-
gen species and is associated with lipid peroxidation
and protein oxidation, indicating a putative antiox-
idant role. Omeprazole also prevents stress-induced
DNA fragmentation, suggesting an anuapoptotic
role and blocking of cell death during ulceranon
[11]. The gastroprotective effect of lansoprazole,
another PPI, also seems to be involved in the
reduction of gastric oxidative stress and inflamma-
tory injury [12,13]. In wirre data show that omepra-
zole is able to mnhibit several neutrophil functions,
such as chemotaxis, superoxide production, degra-
nulation and phagocytosis, and some investigators
have suggested that these actions could contribute to
its antiulcer properties [14-17].

Conversely, H,-antagonist drugs seem to induce
apoptosis in Caco-2 cancer cells, inhibitng cell
proliferation and suggesting thar ranitdine can be
used to induce tumor regression [18]. In gastric
mucosa, ranitidine produces only a slight reduction
in indomethacin-induced epithelial cell apoptosis
[19]. Ananeutrophil properdes have also been re-
ported for ranitidine, since this drug reduces ische-
mia/reperfusion-induced liver injury by inhibiting
neutrophil activation, directly or indirectly, through
the productdon of TNF-alpha, which 1s a potent
activator of neutrophils [20]. However, m vitro data
have not demonstrated any effect on neutrophil
function, such as chemotaxis, phagocytosis or super-
oxide producdon [21].

Thus, our aim was to study the effects of a 1-week
treatment with gastric acid mbhibitors, omeprazole
and ranitidine, on gastric responses in H. pylori-
infected mice, focusing on the level of H. pyior:
colonizaton, ulcerative response, neutrophil pre-
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sence, antiapoptotic activity and oxidative DNA
damage.

Material and methods
Animals

Specific pathogen-free male C57BL/6 mice (4 weeks
old, 10-15g) were obrained from CEMIB (State
University of Campinas, Campinas, SP, Brazil). The
experiments were conducted in accordance with the
principles outlined by the Brazilian College for
Animal Experimentation (COBEA). The mice were
maintained in a humidity and temperature-con-
trolled room and in 12-h light-dark cycles. The
animals had free access to tap-water and food.

Antisecretory action accessed in pylorus higation

To determine the ability of annsecretory drugs to
inhibit gastric acid production, the mice were eated
intraperitoneally (1.p.) with omeprazole (Sigma Che-
mical Co., Mo., USA; 100 mg.kg ™ '), ranitidine
(Galena, Campinas, Brazil; 100 mg.kg ™ ') or vehicle
(0.09% NaCl). After 1 h, with the mice under
anesthesia, the abdomen was incised and the pylorus
was ligated. The mice were sacrificed 4 h after
pylorus ligation. The gastric contents were collected
and the acidity determined. Acidity was determined
with a pH meter by ttration against 0.01 M NaOH
to pH 7.0 [22]. In other experiments, mice were
treated with omeprazole for one week (100 mg.kg ™ !
i.p.}, ranindine (100 mg.kg_1 1.p.) or vehicle (NaCl
0.09%) and always at 2000 h. Twelve hours after the
last treatment with gastric acid inhibitor, the animals
were anesthetized and the same procedure as that
described above was performed.

Helicobacter pvlori preparation and inocularion of mice

In this study, the H. pylori Sydney Strain 1 (S881)
was used. Bacternia were routinely grown on brain
heart infusion supplemented with 2.5gl ' yeast
extract and 10% lysed sheep blood, 6 mgl™!
vancomycin, 20mgl~! nalidixic acid, 2mgl '
amphotericin B, 40 mg.1 ™! 2,3,5, triphenyl-tetrazo-
lium chloride, followed by incubation for 48-72 h at
37°C under microaerophilic conditions (8-10%
COs, 5-6% 0O,, 80-85% N3, at 98% humidiry).
The identity of the colony was confirmed by Gram
staining and oxidase, catalase and urease produc-
tion. Bacteria were collected from solid medium in
phosphate-buffered saline (PBS).

After 24 h of food deprivaton, the mice were given
0.15ml H. pyiori suspension in PBS (10°
CFUs.ml ") orally via a gavage needle. Oral inocu-
lanon was repeated 2 and 4 days later. Control
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animals received only PBS by the same route. Eleven
weeks after H. pylori inoculation, the mice were
treated intraperitoneally for one week with omepra-
wle (100 mg.kg™ '), ranitidine (100 mgkg™") or
vehicle (NaCl 0.09%), always at 2000 h, and were
sacrificed the day after the last dose, corresponding
to 12 weeks post-inoculation. The group that was
inoculated with PBS onlv (non-infected) also re-
ceived vehicle treatment (0.09% NaCl).

DNA extraction and quantitanive reai-time PCR

The biopsy samples were transferred to microcen-
mifuge tubes and 300 pl extraction buffer (20 mM
Tris-Hel (pH 8.0), 0.5% Tween20) and proteinase
K (final concentration of 0.5 mg.ml~ ' (Sigma Che-
mical Co.)) was added. After overnight incubation at
37°C, DNA was extracted using a phenol-chloro-
form method. The absorbance at 260/280 nm was
determined for each sample. The DNA samples
obtained were subjected to real-time polymerase
chain reaction (PCR), performed in an iCycler IQ
(Bio-Rad, Hercules, Calif., USA), data acquisition
and analysis were carried out using the Real-Time
Detecion System Software (Bio-Rad). Real-time
PCR was targeted at the napA gene and a double-
stranded DNA-specific dye SYBR Green I was used.
The 50 pl reaction mixture was prepared as follows:
25 ul iQ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad), 50 nM
of each primer (F: 5'- GAATGTGAAAGGCACC-
GATT-3; R: 5- TCCTTTCAGCGAGATCATCA-
3, and 1 pl extracted DNA (200 ng). The reacnon
was cycled with preliminary denaturation for 5 min
at 95°C, followed by 45 cycles of denaturaton at
95°C for 30 s, annealing at 65°C for 30 s, and primer
extension at 72°C for 30s. This was followed by
melting-point analysis of the double-stranded am-
plicons consisting of 40 cycles of 1°C decrement
(45 s each) beginning at 95°C. As positive controls,
genomic DNA from H. pyiori reference strains
26695 and J99 were used. Addidonally, DNA
isolated from gastric mucosa of uninfected mice
(C57BL/6) was used as a negative control. The first
derivaave of this plot, dF/dT, is the rate of change of
fluorescence in the reaction, and a significant change
in fluorescence accompanies the meltng curve of the
double-stranded PCR products. A plot of —dF/dT
versus temperature displays these changes as distinct
peaks. To evaluate the detecton limit of this
reacton, serially diluted samples of H. pylori
DNA, ranging from 10~ ' to 10° fg, were used as a
template. The efficiency was determined by standard
curves on the basis of 10-fold serial dilutions of
H. pylori DNA in a background of 200 ng human
DNA. Each sample was tested in triplicate, and the
results were averaged to obtain the final cycle

C:/3B2WIN/temp files/SGAS251306_5100.3d[x]

Wednesday, 27th June 2007 16:56:6

Acid gastric inhibitors on H. pylori infection 3

threshold (Ct), ie. the point at which sample
fluorescence rises above the background level. A
standard curve, constructed by plotting the log of the
initial DNA concentration versus the Ct, was used to
determine H. pylor:t DNA concentrations.

Macroscopic damage assessment and histological findings

Stomachs were opened along the greater curvature
and the ulcerative lesion index of each animal was
calculated by adding the following values, as de-
scribed by Gamberini et al. [23]: loss of normal
morphology (1 point), discoloration of mucosa
(1 point), hemorrhages (1 point), petechial points
(1-3 points), ulcers up to 1 mm (nx2 points),
ulcers =1 mm (n x 3 points).

Mpyeloperoxidase (MPQO) activity in the gastric mucosa

Biopsy samples were defrosted and homogenized in
0.5% (w/v) hexadecyltrimethylammonium bromide
in 50 mM potassium phosphate buffer, pH 6.0. Fifty
microliters of each sample was added to 200 ml
o-dianisidine soluton (0.167 mg/ml o-dianisidine
dihydrochloride, 0.0005% hydrogen peroxide in
50 mM phosphate buffer, pH 6.0) immediately prior
to reading a change in absorbance at 460 nm over
5 min using a microplate reader (Multscan MS,
Labsystems) [24].

Protein extraction and Western blot analysis

Mucosal stomach fragments were excised and im-
mediately homogenized in solubilization buffer at
4°C (1% Triton X-100, 100 mM Tris-HCI (pH 7.4),
100 mM sodium pyrophosphate, 100 mM sodium
fluoride, 10 mM EDTA, 10 mM sodium orthovana-
date, 2.0 mM PMSF, and 0.1 mg aprounin/ml).
Insoluble material was removed by centrifugation
for 20 min, at 9000g, at 4°C. The protein concen-
tration of the supernatants was determined by the
Biuret method. The protein extracts were treated
with Laemmli sample buffer conraining 100 mM
dithiothreitol and heated in a boiling water bath for
5 min. For immunoblot experiments, 0.2 mg protein
extract from each sample was separated by SDS-
PAGE in a Bio-Rad miniature slab gel apparatus
(Mini-Protean), transferred to nitrocellulose mem-
branes, and blotted with anti-Bcl-2, anti-Bax, anu-
IL1B and ant-B-actin antbodies (Santa Cruz Bio-
technology Inc., Calif., USA). The nitrocellulose
membranes were developed using a chemolumines-
cent commercial kit (GE Healthcare, UK). Band
intensities were quantified by optical densitometry
(Scion Image Software; ScionCorp, Frederick, Md.,
USA) of the developed autoradiographs.
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DNA damage assessed by comer assay

The cells from gastric biopsies were isolated as
described by Pool-Zobel et al. [25]. Briefly, the
biopsies were pooled and incubated with 5.5 mg
proteinase K (Sigma-Aldrich) and 3 mg collagenase
I (Invitrogen Life Technologies, Grand Island, N.Y.,
USA) in 3 ml Hank’s balanced salt solutdon (HBSS;
Invitrogen) for 45 min at 37°C to liberate the cells;
the cells were then resuspended in 10 ml HBSS. The
resulting suspensions were centrifuged at 750g for
5 min and the supernatant was discarded.

Since the comet assay should be performed only
on samples with a cell viability of more than 75%,
the cell viability was determined using the fluores-
cein-diacetate (FDA/ethidium bromide (EtBr);
(Sigma-Aldrich)) assay [26]. Briefly, a fresh staining
solution was prepared containing 30 pl FDA in
acetone (5mg/ml), 200w EBr in PBS (PBS;
200 ug/ml), and 4.8 ml PBS (Invitrogen); 25 pl
single-cell suspension was then mixed with 25 pl
staining solution, spread onto a slide, and covered
with a coverslip. Viable cells appeared green-fluor-
escent, whereas red-stained nuclei indicated dead
cells. At least 200 cells were counted per sample.

The alkaline comet assay was performed accord-
ing to Singh et al. [27] with some modifications.
Briefly, 15 ul single-cell suspension (=2 x 10 cells)
was mixed with molten 0.5% low-melting-point
agarose (Promega Co., Madison, Wis., USA) and
spread on agarose-precoated microscope slides. The
slides were immersed overnight at 4°C in freshly
prepared cold lysing solution (2.5 M NaCl, 100 mM
EDTA, 10mM Trs, 1% sodium salt N-Lauryl
sarcosine, pH 10, with 1% Triton X-100 and 10%
DMSO:; all from Sigma-Aldrich). Subsequently, the
cells were exposed to alkaline buffer (1 mM EDTA
and 300 mM NaOH, pH =~13.4) at 4°C for 40 min
to allow DNA unwinding and expression of alkah-
labile sites. Electrophoresis was then done in the
same solution at 4°C for 20 min using 25V and
300 mA. After electrophoresis, the slides were neu-
tralized (0.4 M Tris, pH 7.5), stained with 40 pl
EBr (20 ug/ml) and analyzed with a fluorescence
microscope (Eclipse E400; Nikon, Melville, N.Y.,
USA), using an image analysis system (Komet 5.5;
Kinetic Imaging, Nottingham, UK). Two hundred
randomly selected cells (100 from each of two
replicate slides) were evaluated from each sample
and the mean of the tail DNA was determined. Tail
moment is defined as the product of DNA in the tail
and the mean distance of migration in the tail and is
calculated by multplying tail intensity/sum comet
intensity according to the tail center of gravity — peak
positon.
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Staristical analvsis

All data are expressed as means +SEM. Compar-
1sons among groups of data were done using one-way
ANOVA followed by the Dunnett Muluple Compar-
isons test. Score values were expressed as individual
data with respective medians and were analyzed
using the Mann-Whimey test. The DNA damage
data were analyzed using the Kruskal-Wallis test. An
associated probability (p-value) of less than 5% was
considered significant.

Results
Characterization of antisecretory effects

The dosage of 100 mg/kg omeprazole and ranindine
effectively promoted a gastric acid blockade, evalu-
ated 5 h after the intraperitoneal administration
(Figure 1A). Since these dosages were effective,
they were used in the further experiments. The
animals were given omeprazole, ramudine or vehicle,
intraperitoneally, daily at 2000h for 7 days, and

~J
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Figure 1. Effect of omeprazole (100 mg.kg_l) and raniodine
(100 mgkg™') rtreamment on basal gastric acid secretion in
pvlorus-ligated mice, evaluated after acure administration {A)
and after the l-week protocol, as descnbed in the Matenal and
methods section. The columns represent the means +SEM of five
mice. *p <0.05 and **p <0.01 compared to the vehicle-treated
group.
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were evaluated on the 80th day. Seventeen hours
after the last treatment, only the omeprazole group
presented a reduced gastric acid content, while
there was no difference in the values obtained from
the ranitdine-treated group and those from the
vehicle group (Figure 1B).

Level of H. pylori colonizanon

After one week of acid-suppressing medication, the
bacteria colonization level was evaluated by assessing
the amount of H. pvlori DNA in samples of gastric
biopsies by quantitative real-ume PCR. Omeprazole-
treated mice presented an increased level of H. pvlori
when compared with non-treated and ranitidine-
wreated mice (Figure 2). In non-infected animals, no
detectable H. pylor: DNA was observed.

Annulcerogenic response

The animals infected with H. pylori (vehicle-treated
group) presented macroscopic alterations, such as
mucosa discoloraton, small ulcers and petechial
points, resulting in an Ulcerative Lesion Index that
was significantly different from that of the non-
infected animals. After one week of treamment with
omeprazole and ranitidine, the Ulcerative Lesion
Index obtained was reduced in comparison with thart
of the vehicle-treated animals (Figure 3). In these
animals only some petechial points were observed.

MPO acrivity in the gasiric mucosa

No significant differences were observed berween the
MPOQ actvity in the mucosa of non-infected animals
and those infected with H. pylori (vehicle-treated
group). However, after one week of omeprazole

p<0.01
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Figure 2. H. pylori colonizaton levels in non-infected and
infected mice treated with omeprazole (100 mg.kg ™ '), ramtidine
(100 mg.kg ") or vehicle. Individual data are plotted and race
represents the mean value of 11-18 mice. p <0.01 compared t0
the vehicle-treated group.
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Figure 3. Ulcerative lesion mdex in non-infected mice and H
pviori infected mice treared with omeprazole (100 mgkg™ '),
ranitidine (100 mgkg™ ') or vehicle. Indwidual data are plotted
and trace represents the median value of 5-9 mice. p <0.05 or
p=<0.01 compared to the vehicle-treated group or non-infected
animals

treatment, there was a significant increase in the level
of MPO acuvity in these animals in comparison with
the vehicle-treated group. Ranitidine treatment did
not modify the MPO actvity in the gastric mucosa
(Figure 4). Furthermore, there were no significant
differences in gastric mucosal IL-1B content in all
groups (data not shown).

Bax and Bcl-2 expression in the gastric mucosa

H. pyior: nfection induces reduced expression of the
Bcl-2 protein and increased expression of Bax
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Figure 4. Myeloperomdase acuviry (MPO) in gastmc mucosa
from non-infected mice and H. pyior: infected mice treated with
omeprazole (100 mgkg™ '), ranitidine {100 mg.kg ™) or vehicle.
The columns represent the means +SEM of s mice. *p<0.05
compared to the vehicle-treated group.
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protein in gastric mucosa, as evaluated by Western
blot, when compared with non-infected animals.
The one week of treatment with omeprazole led to
an increase in the level of Bcl-2 expression, but did
not modify the Bax levels in the same animals. No
differences were observed in expressions of the Bax
and Bcl-2 proteins in ranitidine-treated animals

(Figure 5).

DNA damage in gastric cells

Animals infected with H. pylori had higher gastric
levels of DNA damage compared with non-infected
animals. There was no difference in the level of DNA
damage in omeprazole-treated mice compared with

A

R
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that of infected animals. Conversely, the level of
DNA damage in ranitidine-treated mice was signifi-
cantly higher than that observed in infected animals
(Figure 6).

Discussion

PPIs, such as omeprazole, and histamine H,-recep-
tor antagonists, such as ranitidine, are extensively
used for the therapeutic control of acid-related
disorders and for peptic-ulcer disease. PPIs inhibit
the gastric acid secretion by irreversibly interacting
with HTK *ATPase, the terminal proton pump of
the parietal cell [28]. This mechanism of action
provides a prolonged duration of acid suppression

- o dPay -
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- bax (23K)
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Figure 5. Bcl-2 (Panel A) and Bax (Panel B) protein expression in gastric mucosa of non-infected mice and H. pylori infected mice treated
with omeprazole (100 mg.kg ™ 1y, ranitidine (100 mg.kg ™ ") or vehicle. Proteins were extracted and then subjected to Western blot analysis.
The blot is representative of one experiment. Data are presented as means + SEM (n =3). *p <0.05 compared to the vehicle-treated group.
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Figure 6. Levels of DNA damage in gastnc mucosa of non-
infected mice and infected mice treated with omeprazole
(100 mg.kg ™ "), ranindme (100 mgkg ') or vehicle. The col-
umns represent the means = SD of six mice. *p<0.05; compared
to the non-infected group, and ##p<0.01 compared to the
vehicle-treated group.

and a shorter nocturnal acid breakthrough in healthy
volunteers when compared with histamine Hj-re-
ceptor antagonists [29]. Experimental data also
show that omeprazole provides a superior acid
blockade than that observed with ranindine after
pylorus ligation [30]. We therefore first evaluated the
effects of acute administration of 100 mg.kg ' upon
acid suppression; both omeprazole and ranitdine
effectively inhibited gastric acid producuon. How-
ever, after one week of treamment, only omeprazole
provided significant gastric acid inhibition one day
after cessation of treatment, suggesting that omepra-
zole treatment results in a sustained acid gastric
blockade while ranitidine treatment results in a daily
period of acid blockade interchanged with a period
of acid production.

The data presented here show a significant in-
crease In H. pylor: gastric colonizadon levels by
omeprazole, whereas ranitidine treatment did not
modify the number of bacteria. It has been shown
that blockade of gastric acid with omeprazole
produces a greater H. felis colonization in mice,
mainly in the body part of the stomach, while
ranindine treatment is responsible for partial acid
suppression and produces a slight increase in colo-
nization [31]. Omeprazole treatment for 2 months
also increased H. pylor: infection in mice, suggesting
that hypochlorhydria induced by PPI predisposes the
stomach to bacterial overgrowth [32].

The mouse model of H. pylori infection by SS1 is
characterized by a low neutrophilic infiltradon
[33,34]. Our data show that infected and non-
infected mice present the same level of MPO activity
in gastric mucosa. This is in agreement with previous
reports by Elizalde et al. [35] who did not observe
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any differences in MPO actdvity between animals
infected with H. pylori for 4 weeks and control
animals. However, the higher H. pyiori colonization
in omeprazole-treated mice was associated with an
increased MPO level, suggestng that increased
colonization evoked greater neutrophil infiltration.
In wirro data suggest that omeprazole decreases
the abilitv of neutrophils to migrate in response
to classical sumuli and to H. pylor: presence
[14,15,36], but this ability was not observed in
vivo [37]. Thus, we provide additonal data to
support the hyvpothesis that the antu-migrarory ability
of omeprazole 1s restricted to the in wirro assay,
probably due to the higher concentration achieved in
this situation.

Despite the higher MPO level observed in ome-
prazole-treated animals, both of these acid suppres-
sive drugs were able to decrease the macroscopic
lesions caused by H. pylori infection, suggesting that
total or partial acid blockade provided by omepra-
zole and raniudine, respectively, is essenual to the
healing of lesions developed by the bacteria. The
lack of IL-1B inducton could be related to the fact
that H. pylori infecuon often causes low-grade
inflammartion in the gastric mucosa [38].

Apoptosis is regulated by proteins from the Bcl-2
family, encoding proteins that can either inhibit (for
example, Becl-2, Bel-X;) or promote (for example,
Bax, Bcl-Xg, Bak) cell death. The fine balance
between pro- and antiapoptotc Bcl-2 family mem-
bers regulates the cell fate in response to many (but
not all) stress or signaling pathways [39]. H. pvior:
experimental infection results in a marked increase
in Bax and a decrease in Bcl-2 expression in gastric
mucosa, suggesting that a significant proapoptotic
tendency 1s induced by H. pvior? infection [40]. Our
data confirm this previous report and show that
omeprazole treatment restores gastric mucosa Bcl-2
producnon; however, no alteranons were observed in
Bax producnoon, suggestung an antapoptotic actvity
i H. pylori-infected stomachs.

The comet assay is a simple and sensitve test for
evaluation of oxidauve DNA damage, including
double- and single-strand breaks, incomplete repair
sites, alkali-labile sites, and crosslinks, at the indivi-
dual cell level [26,41]. Thus, the extent of migraton
is proportonal to the number of breaks in DNA, and
s analysis allows indirect measurement of the
number of DNA breaks at the single-cell level.
Although the oxidative DNA damage seems to be
reduced by omeprazole reatment during cold stress-
and indomethacin-induced gastric ulceranon [11],
we did not find any gastric protecuon against the
DNA damage generated by H. pylori infecton after
omeprazole treatment. Thus, we suggest that, in the
experimental model of H. pyiori infecton in mice,
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omeprazole did not reduce DNA damage, probably
owing to an increase in the colonization rates
generated after the treatment. With regard to the
raniddine treatment, our data show an increase in
the oxidatrive DNA damage levels among treated
animals. These data confirm earlier findings from
Brambilla et al. [42] who found an increase in DNA
fragmentation damage in gastric mucosa after ram-
ridine administration.

Thus, we conclude that omeprazole promotes a
sustained acid blockade in comparison with raniti-
dine, which results in a higher level of H. pylori
colonization that correlates with high MPO levels;
therefore, both drugs are able to improve the
macroscopic damage induced by H. pyiort infection.
The additional antineutrophil properties ascribed to
omeprazole were not observed in this iz zzvo animal
model, corroborating with the idea that this action
can only be observed with in vitro dosages. Further-
more, omeprazole may restore Bcl-2 production in
gastric mucosa, decreased by H. pylori colonization,
suggesting an antapoptotic acuvity of this drug.
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