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“Um homem pode ser destruido, mas nunca derrotado”.

(Ernest Hemingway)



Nao se pode ensinar tudo a alguém, pode-se apenas ajudd-lo a

encontrar por si mesmo’’.

(Galileu Galilei)
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RESUMO

As principais causas de ulceragdo da mucosa gastrica sdo o uso prolongado de
antiinflamatérios nao-esteroidais (AINEs) e a infecg8o pelo Helicobacter pylon.
Pacientes com ulceragles gastrica sdo fratados, principalmente, com antagonistas de
receptor de histamina-2 e inibidores de bomba proténica, que neutralizam efou reduzem
a secrecéo acida. Estudos tdm mostrado que estas drogas possuem propriedades
adicionais de inibirem fungdes leucocitarias. Estas propriedades s@o de relevante
importancia, visto gque a lesdo na mucosa gastrica induzida tanto por AINEs quanto pelo
H. pylori, envoive diretamente a participacao de neutréfilos. Baseado nestes relatos, os
objetivos deste trabalho foram: 1) padronizar o modelo de inflamac&o induzida por H.
pylori em bolsa de ar na pele dorsal de ratos; 2) avaliar a possivel atividade
antiinflamatéria de inibidores de secregio acida modelo experimental. A inoculacéo de
H. pylori na bolsa de ar em ratos causou um significativo infiltrado neutrofilico, sendo
este, dependente da concentragdo e, independente da viabilidade e do gendtipo das
linhagens inoculadas. Nota-se que apés o tratamento com os inibidores de secrecéo
acida, durante 7 ou 28 dias, a producdo de exsudato inflamatério e migracdo de
leuctcitos na bolsa de ar incubada com H. pylori ou carragenina ndo foi alterada. Em
contraste, a dexametasona, antiinflamatéric esteroidal, inibe significantemente a
resposta inflamatéria. Ao contrario dos estudos anteriores, esses resultados indicam
que os inibidores de bomba protdnica e os antagonistas de receptor Hy; n&o possuem
atividade antiinflamatéria no modelo de inflamacgao in vivo induzido pelo H. pylori em

boisa de ar em ratos, quando utilizados por curto ou longo periodo.
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ABSTRACT

Helicobacter pylori infection and the administration of nonsteroidal anti-
inflammatory drugs are the main causes of gastric ulcerations. In the clinical setting,
patients with gastric ulcerations are treated with histamine-2 (Hy) receptor antagonists
and proton pump inhibitors (PPI} to neutralize or reduce the acid secretion. Recently,
studies have shown that these drugs have additional properties related to their capacity
to inhibit some neutrophil functions. Since the damage to gastric mucosa, associated
with H. pylori or nonsteroidal anti-inflammatory drugs, is also induced by neutrophils
these properties could be beneficial. In the present study, we characterized the
inflammatory response induced by H. pylori in the rat air pouch model. We also
evaluated the anti-inflammatory activity of acid secretion inhibitors such as omeprazole,
lanzoprazole, pantoprazole and cimetidine in this experimental model. The injection of
H. pylori into rat air pouch caused pronounced neutrophi! infiltration. This response was
dependent upon the number of bacteria injected and independent of bacterial viability
and genotype. The duration of treatment with the acid secretion inhibitors did not affect
the ability of neutrophils to migrate in response to H. pylori or carrageenan. On the other
hand, dexamethasone, a classic anti-inflammatory drug, reduced the exudate formation
and leukocyte migration. Our results indicate that proton pump inhibitors or histamine-2

receptor antagonists have no anti-inflammatory activity in vivo.
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1. INTRODUGAO
T

1.1. PROCESSO INFLAMATORIO

A inflamag&o € uma resposta local e inespecifica do tecido a um agente lesivo,
caracterizada por uma série de alteragbes que tendem a minimizar os efeitos da
agressdo. Essas alteragdes sdo denominadas sinais “cardinais”, sendo eles: rubor,
calor, tumor e dor. No século XV, Virchow acrescentou um quinto sinal, a perda da

fungdo (MONTENEGRO e FECCHIO, 1999).

O eritema (rubor} e a hipertermia (calor) na inflamac&o sdo conseqiéncias da
vasodilatagéo e do aumento do fluxo sanglineo na regido inflamada. O edema (tumor)
€ provocado pelo acumulo de exsudato, particularmente dos componentes fluidos e
leucocitos; a hiperalgesia (dor) depende do aclUmulo local de aminas, cininas e
mediadores lipidicos que atuam sobre as terminacbes nervosas, e a perda da funcéo é
consequéncia do somatdrio de varios fatores, especiaimente do edema e da dor {(VANE

e BOTTING, 1996).

Em condigbes normais, os elementos figurados do sangue circulam,
preferencialmente, na porgdo central do fluxo sangliineo e somente o fiuido entra em
contato com o endotélio. No processo inflamatério, essa condig&o é modificada, pois os
leucécitos passam a circular na periferia do vaso, o que permite aos mesmos, forte
ades&o ao endotélio vascular (ades&o). Posteriormente, passam por entre as juncdes
endoteliais (diapedese) e migram para o local inflamado em resposta aos inimeros
mediadores do processo inflamatrioc (quimiotaxia) (VANE e BOTTING, 1996

MONTENEGRO e FECCHIO, 1999).
22



1. INTRODUGAO

Os inimeros mediadores inflamatorios podem ter origem no plasma, como no
caso do sistema complemento e cininas (ex: bradicinina), ou serem sintetizados e
liberados pelas células que migram para o local da agressdo, como no caso das aminas
(ex: histamina e serotonina), das citocinas {ex: interleucina-1, IL-1) e dos mediadores
lipidicos {ex: prostaglandinas -PGs e leucotrienos —L.Ts) (STEVENS, 1996; GARRISON,

1998).

1.2. Helicobacter pylori E INFLAMAGAO GASTRICA

A inflamacéo gastrica pode ser definida como uma resposta de protecdo contra
injurias, envolvendo interagbes complexas homeostaticas. Entretanto, quando este
processo ocorre de maneira desordenada, tem-se como resposta ¢ dano celular e
tecidual excessivo, resultando na cronificagéo do processo inflamatorio e destruicdo do

tecido sadio (YOSHIKAWA e NAITO, 2001).

As principais causas de inflamagdo gastrica descritas atualmente sdo o uso

excessivo de antiinflamatérios nao-esteroidais e a infecco pelo Helicobacter pylori.

O H. pylori € um bacilo espiralado e flagelado, Gram-negativo, de crescimento
lento e microaerofilico, cujo nicho ecoldgico & restrito ac estdmago humano e,
ocasionalmente, de outros mamiferos (CRABTREE e FIGURA, 1999). A infecgdo
causada pelo H. pylori na mucosa gastrica tem sido considerada uma das mais comuns
infeccbes cronicas bacterianas em seres humanos (GRAHAM, 2000). Estimativas

indicam que a taxa da populagdo mundial colonizada por esta bactéria seja superior a
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1. INTRODUGAO

50% e a importancia disto reside no fato da infeccéo estar intimamente associada a
gastrite aguda, gastrite cronica, Ulcera péptica e cancer gastrico (TAYLOR e BLASER,

1991, GO, 2002).

O H. pylori tem como principal caracteristica bioquimica a abundante producéo
de urease. Esta enzima tem um papel crucial na fase de colonizagdo do epitélio
gastrointestinal, pois € responsavel por hidrolisar uréia em agua e aménia, tamponando
a acidez gastrica e otimizando o pH ao redor da bactéria, permitindo sua colonizagdo no
epitélio gastrointestinal e, conseqiientemente, seu crescimento (GOODWIN e
ARMSTRONG, 1989). Além disso, é um importante marcador da presenga do
microorganismo, sendo utilizado para diagnosticar a presenca da bactéria através dos

testes rapidos de urease, respiratérios e sorologicos (PETERSON e GRAHAM, 1998).

A resposta inicial a infecgdo pelo H. pylori é caracterizada por um consideravel
infiltrado neutrofilico, o que contribui na indugéo do dano tecidual através da liberagéo
de citocinas pré-inflamatdrias, tais como interleucina-18 (IL-1B), IL-8, IL-8 e o fator de
necrose tumoral-o (TNF-o), interferon gama (IFN-y), fator de ativacéo plaquetéria (PAF),

bem como, a liberagéo de espécies reativas de oxigénio (WALLACE, 1991; KOZOL ef
al., 1991; BLASER, 1992).

A IL-8 é um potente quimiotaxico de neutrdfilos (CRABTREE ef al., 1999: HIDA
et al.,1999). Estudos relatam o aumento significativo da expressdo do RNAm da IL-8 em

bibpsias de pacientes com gastrite induzida pelo H. pylori e esse aumento mostrou-se
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relacionado com a severidade da gastrite, sugerindo que a iL-8 tem um importante

papel na inflamacéo da mucosa (MOSS ef a/., 1996).

Alem dos mediadores inflamatdrios liberados no sitio de inflamacéo,
componentes do proprio H. pylori s&o capazes de induzir ativagdo e quimiotaxia de
neutrofilos, gerag&o de metabdlitos reativos de oxigénio e expressdo de moléculas de
adesdo (MONTECUCCO et a/, 1999). E comumente reconhecido, que o0s
lipopolissacarideos de bactérias Gram-negativas estimulam a producdo do fator de
necrose tumoral alfa (TNF-«) e interleucina-6 (IL-6). Na gastrite cronica ativa associada
ao H. pylori, o TNF-a e a IL-6 podem ser derivados dos macrofagos ou dos linfécitos T
(PAJARES, 1995). O lipopolissacarideo do H. pylori {LPS) possui uma baixa atividade
bioldgica se comparado com o LPS de outras bactérias (NIELSEN et al., 1994). Apesar
disso, o LPS do H. pylori pode estimular a secrecio de IL-8 pelas células epiteliais

gastricas e células mononucleares in vitro (BLISS ef a/., 1998).

Varios estudos in vifro tém fornecido evidéncias da presenca de um componente
protéico em extratos aquosos de H. pyfori, capaz de atrair e ativar neutrdfilos e outras
células inflamatorias, além de estimular a producio de TNF-a e IL —1B (FUJIWARA et
al,, 2001). Atualmente este componente protéico tem sido denominado de proteina
ativadora de neutréfilos (HP-NAP- H. pylori neutrophil-activating protein). O HP-NAP
promove a ades&o de neutrdfilos as células epiteliais e quimiotaxia in vitro, bem como a
produgdo de oxigénio reativo e a expresséo de ciclooxigenase-2 em neutréfilos (SATIN

et al.,, 2000; KIM ef al., 2001), sugerindo que esta molécula tenha um papel importante
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no acumulo dessas células no sitio de inflamacio (EVANS et al, 1995; SATIN ef a/.,

2000).

Acredita-se que a HP-NAP seja capaz de induzir a adeséo a células endoteliais
e quimiotaxia de neutréfilos por modular a express@o de CD11b/CD18 (MAI ef., 1992;
EVANS ef a/, 1995), bem como estimular a produgao de espécies reativas de oxigénio
nestas células através do aumento da concentragdo de calcio e fosforilacdo de
proteinas intracelulares (SATIN ef al., 2—000).. A maioria dos pacientes infectados com o
H. pylori possui anticorpos contra a HP-NAP. Esta proteina é também capaz de
promover a imunizag&o de camundongos protegendo-os da infecgdo pelo H. pylori

{SATIN et al., 2000).

A heterogeneidade na viruléncia das cepas de H. pylori pode ser uma das
principais razbes pela qual apenas uma minoria dos pacientes infectados desenvolve

doenca ulcerosa péptica (BLASER, 1995).

Dentre os fatores de viruléncia conhecidos por diferir entre as cepas bacterianas,
citam-se principalmente a citotoxina de vacuolizagdo VacA, codificada pelo gene vacA,

e a proteina CagA, codificada pelo gene cagA (ATHERTON ef al, 1995).

O gene vacA foi caracterizado por possuir duas familias de alelos estruturais
(m1, m2) e trés familias de alelos da sequéncia sinal (s1a, s1b, s2). Estudos
preliminares sugerem que pacientes com ulcera péptica possuem mais linhagens de H.

pylori s1 do que do tipo s2 (BLASER, 1996).
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A toxina vacuolizante (VacA) induz a formagdo de um grande vacuolo
citoplasmatico em culturas celulares e aumenta a permeabilidade da barreira epitelial,
provaveimente por atuar em jungdes celulares reduzindo a resisténcia trans-epitelial,
potencializando, assim, a migragio de neutréfilos na mucosa gastrica (COVER et al.,

1980; PAPINI ef al., 1998).

E interessante observar que, embora a maioria das cepas de H. pylori possua o
gene vacA, apenas 50-60% de todas as cepas induzem a vacuolizacdo em células
eucaridticas. Em contrapartida, 0 gene cagA esta presente em cerca de 60% de todas
as cepas de H. pylor, e a maioria delas expressa CagA, um antigeno de superficie
associado a progress&o da lesdo gastrintestinal (LEUNK ef a/, 1988; TELFORD et al/,
1994; BLASER, 1996; PETERSON & GRAHAM, 1998; TAKATA ef a/., 1998). Relatos
na literatura mostram que a producéo de IL-8 pelas células epiteliais gastricas encontra-
se aumentada em pacientes com gastrite cronica associada ao H. pylori cagA positivo

(EATON et al., 2001).

Diversos trabalhos relatam a presenca de outros genes da ilha de patogenicidade
cag PAl envolvidos na indugdo de IL-8, dentre eles, o cagE. A inativagdo do cagE
diminui significativamente a inducdo da expresso de IL-8 pelas células epiteliais

géstricas (SHARMA et af., 1995; CENSINI et al., 1996; OGURA ef af., 1998).

Diversos fatores de viruléncia contribuem na patogenicidade do H. pylori.
Entretanto, ndo esta muito claro quais desses, direta ou indiretamente, modulam a

migracéo de neutrofilos durante a infeccdo pelo H. pylor.
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1.3. FARMACOS UTILIZADOS PARA INIBIR OU NEUTRALIZAR A SECREGCAO DE

ACIDO GASTRICO

Na rotina clinica, pacientes com ulceracdes gastrica sdo tratados com
substancias antiacidas como silicato de aluminio, hidroxido de magnésio, antagonistas
de receptor de histamina-2 (H;) ou inibidores de bomba protdnica (proton pump
inhibitors ~ PPI), visando neutralizar ou reduzir a secreg¢éo acida (FELLENIUS ef &/,

1981).

Os inibidores de bomba protdnica, membros da classe dos benzimidazoles,
suprimem a secregdo de acido gastrico por inibirem especificamente o sistema
enzimatico H*,K" - ATPase (adenosina trifosfatase), inibindo fortemente a liberacéo de
H" na superficie secretora das células parietais gastricas (FELLENIUS et af,, 1981). Ja
os antagonistas de receptores H; impedem a acdo do mediador fisiolégico histamina em
receptores presentes na membrana basolateral das células parietais, que séo ligados a
proteina G. A ativag@o deste receptor promove ativag@o de mecanismos intracelulares
que culminam com aumento dos niveis de AMP ciclico, que por sua vez, ativa proteina
quinases, resultando na gerag&o de ions hidrogénio (LICHTENSTEIN & WOLFE, 1993).
Os antagonistas H: e os PPls, em especial, promovem beneficios significativos no
quadro de ulceras devido as suas fungdes de inibir a secrecfio acida, entretanto, os
PPls parecem ser mais efetivos na cicatrizacdo das Glceras quando comparados com

os antagonistas H; (WANDALL,1992).
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OHARA e ARAKAWA (1999) e KAWAMURA et al. (2000) demonstraram que
além de inibir a secrec&o acida, os antagonistas H, parecem ser capazes de dimunuir o
numero de leucocitos circulantes no sangue, reduzindo o fluxo de células da medula

Ossea para ¢ sangue e deste para a mucosa gastrica.

Alguns estudos tém sugerido que os inibidores de bomba protonica s&o capazes
de inibir inumeras fun¢des neutrofilicas in vitro, tais como, a quimiotaxia, a produgéo de
superodxido, a desgranulagdo (WANDALL, 1992; RITTER et a/,, 1998; CAPODICASA et
al., 1999), a fagocitose, a acidificacdo de fagolisossomas (AGASTYA ef al., 2000), bem
como a expressdo de moléculas de adesdo e, conseqliientemente, a adesdo estimulada
por IL-1B e por exirato aquoso de H. pylori (YOSHIDA et al.,, 2000). Inibem também a
atividade citotoxica de células natural kilfler (CAPODICASA et al., 1999) e a expresséo
de moléculas de adesdo em células mononucleares humanas in vifro (OHARA e
ARAKAWA, 1999). Estas acles, caracterizadas em ensaios in vifro, fornecem
evidéncias de gque drogas como 0s antagonistas H; e os PPls possuem propriedades

antiinflamatoriasfimunossupressivas adicionais (YOSHIDA et af, 2000).

Ha relatos de que a administracdo oral de omeprazol, durante 7 dias, a
voluntarios sadios, promove uma reducgdo da capacidade de geragdo de radicais livres
por neutrofilos (SUZUKI et al., 1996) e ha um caso descrito de leucopenia severa apos

tratamento com omeprazol (ODOU ef af., 1999).

Utilizando um sistema de microscopia intravital SUZUK! ef al (1999)
demonstraram que o0 omeprazol foi capaz de inibir a adesao de neutrdfilos induzida por

extrato aguoso de H. pylori em vénulas mesentéricas de ratos.
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STYRT e KLEMPNER (1982) mostraram que a alcalinizagdo de lisossomas
interfere na fus@o de vesiculas citoplasmaticas, inibindo também a ativagio da NADPH
oxidase. A expressdc de moléculas de ades@o na superficie celular parece ser
dependente de um processo de fus@o de granulos citoplasmaticos, embora o
mecanismo exato pelo qual os PPls inibem a expressdo de moléculas de adesdo em

neutrofilos permanece inexplicado (YOSHIDA et al., 2000).

A estimulacéo de neutrofilos por fMLP e outros quimiotaxicos como PAF, PMA e
LTB4, promove a formacgéo de ions H™ pela ativagio da NADPH oxidase. A oxidagéo do
NADPH para NADP" resulta no aumento da concentragdo de H' e concomitantemente a
queda do pH; e a despolarizagio da membrana celular (NANDA e GRINSTEIN, 1991).
Essas alteragbes s&o prontamente corrigidas através do transporte de prétons pela
membrana, que ocorre por trés mecanismos distintos e bem descritos na literatura,
sendo eles, a ativag&o dos trocadores Na'/H™ (GRINSTEIN ef al., 1986), a ativacéo das
H'-ATPases vacuolares (NANDA et af., 1996 ; SUZUKI ef al, 1996) e pelos canais de

H* metais sensiveis (LUKACS et al., 1993).

RITTER ef af. (1998), através de experimentos de imunoblot, verificaram que &
incubag&o de lisados de neutrdfilos e de mucosa géstrica com o anticorpe monocional
da B-subunidade da H',K" - ATPase detectava a presenca da proteina em ambos os
lisados, sugerindc a existéncia de uma H',K* - ATPase nos neutréfilos, que também
teria importante participacdo como trocadora de H*. Dessa forma, tanto a quimiotaxia
quanto outros eventos de ativagdo de neutrdfilos dependeriam desses trocadores H, os
quais, possivelmente seriam inibidos pelos PPls.

30



1. INTRODUGAO

1.4. MODELO EXPERIMENTAL DE INFLAMAGAO NA BOLSA DE AR EM RATOS

Relatos sobre a capacidade do H. pylori induzir inflamacao s&o restritos, na sua
maioria, & analise de bidpsias de pacientes, bem como a aspectos da interacio, in vitro,

enire leuctcitos e H. pylori (KONTUREK et al., 2000).

Nos ultimos anos, diversos modelos animais tém sido utilizados para ¢ estudo da
fisiopatologia e terapia das infecgbes causadas pelo H. pylori. Entre eles macacos,
gatos, cées, e varias espécies de roedores, incluindo camundongo, rato, gerbil e porco
da india. Camundongos geneticamente modificados também tém sido utilizados em

alguns estudos (NEDRUD, 1999).

Diversos trabalthos relatam a infecc&o por diferentes espécies de Helficobacter,
como H. mustelae, H. feiis e H. heilmanii, nas espécies anteriormente citadas.
Entretanto, o processo n&o mimetiza o que acontece no homem, pois essas espécies
geralmente n&o expressam os mesmos fatores de viruléncia (vacA, cagA ou iceA,
citotoxinas, etc) necessarios para a inflamagio da mucosa e formacado de Ulcera
gastrica. Além disso, algumas dessas espécies apresentam dificuldades em relacdo a

sua manutenc@o em biotérios (KONTUREK et a/., 2000).

A administragdo de suspenséo de H. pylor ou de seus produtos afravés da via
oral a ratos promove apoptose celular em estdmagos previamente ulcerados e retarda a
cicatrizagéo das ulceragbes, mas poucas bactérias ou nenhuma permanecem aderidas
a camada mucosa ou a superficie epitelial mostrando a auséncia de colonizacio
(KONTUREK et a/., 2000). Ja o mesmo procedimento em camundongos tem mostrado
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que algumas linhagens de H. pyloi (p.ex. S81 e SPM326) podem colonizar
particularmente camundongos C57BL/6, promovendo respostas inflamatérias com a

participagdo de neutréfilos (Van DOORN et al., 1999)

O modelo experimental de bolsa de ar (air pouch model) inicialmente descrito por
SEYLE (1953), tem sido amplamente utilizado na investigagéo do processo inflamatorio
induzido por uma variedade de estimulos, come o zimozan (KONNO e TSURUFUJI,
1983), carboximetil celulose (ISHIKAWA et a/., 1968), adjuvante de Freund (OHUCHI ef
al., 1982), fragmentos de parede celular, toxinas bacterianas (CLARK e WEINHOLD
1979; YOSHINO et a/., 1985; TESSIER ef al., 1998; KON et al, 1999) e carragenina
(FUKUHARA e TSURUFUJI, 1969). Nesse modelo, uma cavidade artificial é formada e
diferentes parémetros do processo inflamatorio podem ser monitorados, como a
formacao de exsudato, influxc de leucdcitos e acumulo de mediadores do processo
inflamatorio, permitindo a observac@o da cinética do processo inflamatdrio induzido na
cavidade. O modelo de bolsa de ar tem sido extensivamente empregado em estudos
que obijetivam avaliar a atividade antiinflamatoria de diversos compostos (FORREST et

al., 1988).



2. OBJETIVOS

S
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+ Caracterizar 0 modelo de inflamag&o induzida por H. pylor na boisa de ar em ratos,
avaliando a influéncia dos fatores de viruléncia, bem como 0 padraoc de citocinas e

mediadores lipidicos formados;

+ Avaliar a possivel atividade antiinflamatéria de inibidores de secrecdo acida, através
da observagdo da resposta inflamatdria na bolsa de ar em ratos induzida por

carragenina e por H. pylon.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos Wistar, pesando entre 180-220g, adquiridos do
Centro Multidisciplinar de Investigac8o Bioldgica da Universidade Estadual de
Campinas (CEMIB - UNICAMP). Os animais foram acondicionados em gaiolas plasticas
coletivas, em numero de cinco (5) animais por unidade e mantidos no Biotério da
Universidade Sao Francisco (USF), com ciclos artificiais de 12 horas clarofescuro. Os

ratos se serviram ad fibitum de agua e ragao.

Os experimentos foram executados de acordo com as normas do Colégio

Brasileiro de Experimentacao Animal.

3.2. CULTURA DO Helicobacter pylori

O fornecimento das culturas, bem como a caracterizacio dos fatores de
viruléncia foram realizados pelo Prof. Dr. Sérgio de Mendongca e Prof. Dr. Marcelo

Ribeiro de Lima ~ Laborat6rio de Microbiologia e Biotogia Molecular — UNIFAG/USF.

Os isolados clinicos de H. pylori foram obtidos de pacientes com dispepsia ndo
ulcerosa (DNU) ou Ulcera peptica (UP) e armazenados no banco de linhagens da
UNIFAG. As linhagens estocadas foram reativadas segundo o protocolo descrito por
MENDGONCA et al. (2000). O inoculo foi feito em placas de Petri com meio seletivo
contendo infusa@o de coragéo e cérebro (BHI - Brain heart infusion), sangue de carneiro
a 10%, vancomicina (10 mg/l), acido nalidixico (20 mgfl), anfotericina B {10 mg/l),
cloreto de trifenil tetrazolium (40 mg/i). As placas foram incubadas a 37°C em

condigbes microaerofilicas (5-6% O, 8-10% CO,, 80-85% No), com 98% de umidade
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relativa, durante um periodo de 3-7 dias.

A morfologia das bactérias obtidas das cultura foi observada ao microscopio
6ptico apos coloracdo de Gram, e as amostras que apresentaram forma caracteristica
de H. pylori foram confirmadas pela producdo de urease, catalase e oxidase e pela
amplificac@o dos genes especificos g/mM (BICKLEY ef al., 1993) e 165 rRNA (HO et al.,

1991).

As linhagens identificadas como H. pylori foram transferidas para meio de cuitura
liquido (BHI, soro fetal bovino a 10%, 10 mg/ de anfotericina B) e incubadas por 3 a 5
dias a 37°C em condigbes microaerofilicas no Orbital Shaker a 50 rpm ou coletadas das
placas com auxilio de um swab e transferidas para tubos contendo 1 mi de PBS. A
concentragao de bacterias tanto no meio liquido quanto em PBS foj ajustada através da
escala nefelometrica de McFarland onde a concentracéo de bactéria é determinada

pela turvacdo do meio liquido.

Os fatores de viruléncia da bactéria foram determinados através da amplificacdo
dos genes vacA (s1, s2 e m1, m2), cagA ,cagE e HP-NAP pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR- Polimerase chain reactions) em termociclador. O DNA foi extraido

com DNAzol®.

3.3. MODELO EXPERIMENTAL DE INFLAMAGCAQ NA BOLSA DE AR EM RATOS

Os ratos foram transitoriamente anestesiados com halotano e a bolsa de ar foi
produzida na regi&o dorsal dos animais conforme descrito por MARTIN ef a/. (1994). No

dia O (zero), 20 ml de ar estéril foi injetado subcutaneamente no dorso dos animais. No

37



3. MATERIAIS E METODOS
A

dia 3, as bolsas de ar foram novamente infladas, com 10 mi de ar estéril. No dia 6 foi

injetado, dentro da bolsa de ar, 2 mi do estimulo inflamatorio.

Apos percorrido o tempo determinado para a observagio da resposta
inflamatdria, os ratos foram novamente anestesiados com halotano e a bolsa de ar foi
cuidadosamente aberta por uma pequena incis@o. O exsudato formado foi coletado e
seu volume determinado por gravimetria. A contagem de leucdcitos total foi realizada
em contador automatico de células e a contagem diferencial de leucécitos foi feita no
microscopio Optico em lamina preparada em citocentrifuga e corada com May-
Grunwald-Giemsa. Aliquotas do exsudato foram estocadas em freezer -20°C para

subseqUente quantificacdo de mediadores inflamatorios.

Amostras de sangue periférico foram coletadas pela veia abdominal e
transferidas para tubos de vidro contendo EDTA. A contagem de leucdcitos total foi
realizada em contador automatico de células. E a contagem diferencial de leucacitos foi
feita no microscopio optico em l&minas de esfregago coradas com May-Grunwald-
Giemsa. Em seguida os tubos foram centrifugados (1000 g, 10 min) e aliquotas de
plasma armazenadas para posterior determinacdo dos niveis de mediadores

inflamatorios.

Os ratos foram sacrificados logo apos a coleta do sangue pelo aprofundamento

da anestesia.
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3.4. DETERMINAGCAO DA CINETICA DA RESPOSTA INFLAMATORIA INDUZIDA
PELO Helicobacter pylori

A presenca e a cinética da resposta inflamatéria induzida pelo H. pylori foi
determinada através da inoculagé&o na bolsa de ar de 2 ml de meio de cultura liquido
contendo um pool das linhagens 109 e 551 (Tabela 1) de H. pylori. O grupo controle
recebeu somente meio de cultura liquido. Apds 1, 6, 12 e 24 horas da administragdo

dos estimulos, os ratos foram submetidos ao procedimento descrito no item 3.3.

3.5. REALIZAGAO DA CURVA DE CONCENTRAGAO-RESPOSTA INDUZIDA PELO
Helicobacter pylori

A curva de concentracg@o-resposta de H. pylori foi obtida pela inoculac&o de 2mi
de suspensdo, da linhagem 551, contendo 3, 6 ou 18 x 10° bactéria na bolsa de ar.
Apds 6 horas da administracdo dos estimulos, os ratos foram submetidos ao

procedimento descrito no item 3.3.

3.6 DETERMINACAO DA RESPOSTA INFLAMATORIA EM FUNGCAO DA
VIABILIDADE BACTERIANA

A viabilidade bacteriana foi testada através da inoculagdo de 2 mi de suspensao
contendo 6 x 10® bactéria da linhagem 551 apos tratamento térmico a temperatura de
100°C, durante 15 minutos e posteriormente injetadas na bolsa de ar. O grupo controle
recebeu bactérias sem tratamento térmico. ApGs 6 horas da administracdo dos

estimulos, os ratos foram submetidos ao procedimento descrito no item 3.3.
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3.7. AVALIACAO DA RESPOSTA INFLAMATORIA INDUZIDA POR DIFERENTES
LINHAGENS DE Helicobacter pylori

Para verificar se os fatores de viruiéncia interferiram na resposta inflamatéria, 2
mi de suspenséo contendo 3 x 10° bactéria de diferentes linhagens de H. pylori foram
inoculados na bolsa de ar. As caracteristicas genotipicas das linhagens est3o descritas
na tabela 1. Apds 6 horas da administragdo dos estimulos, os ratos foram submetidos

ao procedimento descrito no item 3.3.

Tabela 1. Relagdo das linhagens utilizadas e suas diferencas genotipicas.

Linhagem Origem* Gendtipo
HP-NAP cagEk cagA vacA
219 upP + + _ s2m2
551 uUpP + + + s1m2
320 uUpP + + + s1m1
109 DNU + + + s2m2

*DNU: Dispepsia ndo ulcerosa; UP: Ulcera peptica.

3.8. DETERMINAGAO DOS NIVEIS DE PGE; E CITOCINAS (TNF-a e IL-1)

A determinagio dos niveis de PGE:; e citocinas (TNF-a e IL-1B) no exsudato foi
realizada nos grupos que receberam 2 ml de suspensao contendo 3 x 10° bactéria das
linhagens 551, 320 e 109. Nesses grupos também foi determinado os niveis de

citocinas plasmaticas. A quantificacéo foi realizada através de kit comercial de ELISA

(Amersham Biosciences, UK).

40



3. MATERIAIS E METODOS

3.9. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-SECRETORA DOS INIBIDORES DE
SECREGAO ACIDA

Para avaliar a atividade anti-secretora dos inibidores de secrecdo acida os
ratosforam tratados por via intraperitoneal (i.p.) com os inibidores de bomba proténica
(pantoprazol, omeprazol, lanzoprazol), antagonista dos receptores H; (cimetidina) ou
com o veiculo dimetilsulfoxido (DMSQO, 1:10, viv). Apdés 30 minutos da administragdo
das drogas os ratos foram anestesiados com Tiopental (40 mg/kg) e realizou-se uma
incis&o abdominal com posterior exposicdo da regido pilérica. O piloro foi amarrado e
em seguida os animais foram suturados adequadamente. Apdés 4 horas do
procedimento cirurgico, os animais foram novamente anestesiados e a regido esofagica
exposta e amarrada. Posteriormente, o estdmago foi retirado e o contetido presente em
seu interior coletado. A acidez foi determinada através da titulag@o contra NaOH 0,01 M

até pH 7,0.

3.10. AVALIAGAO DO EFEITO DOS INIBIDORES DE SECREGAO ACIDA NA
INFLAMAGCAOQ

Os ratos foram previamente tratados por 7 ou 28 dias com pantoprazol,
cimetidina ou veiculos pela via intraperitoneal. Grupos tratados por 7 dias foram
realizados para o omeprazol e lanzoprazol. Para o controle da atividade antiinflamatéria
o tratamento foi realizado com a dexametasona, um potente antiinflamatério. Nesses
ratos, bolsas de ar foram produzidas na regido dorsal conforme descrito no item 3.3
onde carragenina (2 ml; solugdo a 1% em PBS estéril) ou H. pylori (2 ml de 12 x 10°

bacterias da linhagem 551) foram utilizados como estimulo inflamatério. Um grupo
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recebeu somente 2 ml de PBS na bolsa de ar (controle). Apds 6 horas da administrag@o

dos estimulos, os ratos foram submetidos ao procedimento descrito no item 3.3.

3.11. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos come média acompanhada pelo respectivo erro
padréo da média (EPM) de n experimentos realizados. Diferencas estatisticamente
significantes foram determinadas utilizando-se analise de variancia (ANOVA), teste t de
Student n&o-pareado ou teste de Duncan para comparacfes multiplas. Valores de

p<0,05 foram considerados significantes.
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4.1. CINETICA DA RESPOSTA INFLAMATORIA INDUZIDA PELQ Helicobacter
pylori NA BOLSA DE AR

O volume de exsudato coletado das bolsas de ar em diferentes tempos apds o
inoculo de H. pylori (pool das linhagens 109 e 551) nao foi significativamente diferentes
do grupo controle (Figura 1). A inoculac&o de H. pylori dentro das bolsas de ar resultou
em grande acumulo de leucdcitos apds 6 horas e 12 horas comparado com o que foi
encantrado no meio liquido (™p<0,01; Figura 2A). O nimero de leucocitos retornou para
niveis basais apos 24 h. Apds 1, 6 e 12 h, houve um aumento significante no nGimero de
neutrofilos quando comparado com o grupo controle (*p<0,01:Tabela 2). O ndmero de
leucécitos presentes no sangue periférico dos animais inoculados com cultura liquida

contendo H. pylon n&o diferiu do encontrado no grupo controle (Figura 2B).
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Figura 1. Volume de exsudato coletado da bolsa de ar 1, 6 12 e 24 horas apos a
inoculacao de H. pylori ou meio liquido {grupo controle). Os resuitados estdo expressos

como média + EPM (n=5).
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4. RESULTADOS
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Figura 2. Contagem de leuc6citos totais encontradas no exsudato coletado na bolsa de

ar (A) e no sangue periférico (B) 1, 6, 12 e 24 horas apds a inoculacdo de H. pylori ou

meio liquido. Os resultados estdo expressos como média + EPM (n=5).**p<0,01

comparando com o controle (meio liquido}.
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Tabela 2. Contagem diferencial de leucécitos presentes no exsudato coletado na bolsa

de ar apbs 1, 6, 12 e 24 horas do in6culo de H. pylori ou meio liguido. Os resultados

estdo expressos como media = EPM (n=5) dos valores totais. **p<0,01 comparando

com o controle {meio liquido).

Tempo Meio liquido Pool de Helicobacter pylori

) (controie)

Neutréfilos  Eosindfilos Mononucleares  Neutrofilos Eosindfilos

(x10%bolsa) (x10%boisa) (x10%bolsa)  (x10%bolsa) (x10%bolsa)

Mononucieares

(x10%bolsa)

1 0,4240,10 0,1320,02 0,88+0,10 1,6240,22  0,2910,05
6 26,65+2,88 0,54+0,29 6,81+1,03 44 56+3,60" 0,22+40,14
12 6,67£1,85 0,4020,13 4,47+0,51 37,73£7,64™  0,79+0,37

24 5,08+2,24 0,310,118 5,10+1,96 7,14+1.68 0,12+0,03

1,32:0,17
17,62+2,91
20,94:9,78

3,16+0,69
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4.2. RESPOSTA INFLAMATORIA OBSERVADA APOS A INOCULAGCAO DE

DIFERENTES CONCENTRAGOES DE Helicobacter pylori

Quando as respostas dos grupos controle PBS e meio liquido foram comparadas
verificou-se um aumento no ndmero de leucteitos encontrados na bolsa estimulada
com meio liquido. Dessa forma nos experimentos seguintes as bactérias foram obtidas
de meio de cultura solido e coletadas em PBS.

A inoculagdo de suspensdo de H. pylfori contendo diferentes concentragdes de
bactérias (3 x 10°% 6 x 10°% ou 18 x 10° bactéria/boisa} causaram o aumento do volume
de exsudato formado (™p<0,01; Figura 3).

Um aumento na migracdo de células inflamatérias para a bolsa de ar também foi
observado ap0s o indculo da suspenséo de H. pylori em PBS. Esta resposta mostrou-se
dependente da concentragldo de bactéria inocuiada (*p<0,05 e **p<0,01; Figura 4).
Neutréfilos foram as células inflamatérias predominantemente encontradas nas bolsas
de ar em reposta a suspenséo de H. pylori 551 (*p<0,01). Nos grupos onde foram
inoculadas as maiores concentragbes de bactéria, verificou-se significante migragéo de
eosindfilos e células mononucleares, juntamente com neutréfilos (*p<0,05 e **p<0,01;

Tabela 3).
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Figura 3. Volume de exsudato coletado 6 horas apds a inoculacdo de diferentes
concentragdes (3-18 x10° bactéria/bolsa) de suspensio de H. pyilori ou PBS (grupo
controle) na bolsa de ar em ratos. Os resultados estéo expressos como média + EPM
(n=5)."p<0,01 comparando com o controle (PBS).
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Figura 4. Numero de leucétcitos encontrados 6 horas apds a inoculacdo de diferentes
concentragdes (3-18 x10° bactéria/bolsa) de suspensdo de H. pylori ou PBS (grupo
controle} na bolsa de ar em ratos. Os resultados estdo expressos como média + EPM

(n=5}. *p<0,05 e *p<0,01 comparando com o controle (PBS).
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Tabela 3. Contagem diferencial de leucdcitos presentes no exsudato coletado na bolsa
de ar 6 horas apds a administracgo de suspensao de H. pylori ou PBS. Os resultados

estdo expressos como media + EPM (n=5). *p<0,05 e **p<0,01 comparando com o

controle (PBS).
Células PBS Suspensdo de Helicobacter pylori
(x10%boisa) (x 10° bactéria)
3 6 18
Neutréfilos 2,5310,39 34,96:521  72,4612,91"  114,47+4,81%
Eosindfilos 0,31+0,08 0,22+0,08 1,02+0,15 1,6820,38*

Moncnucleares 2,88+0,49 5,7610,94 8,43+0,30* 14,67+1,74*




4. RESULTADOS

4.3. RESPOSTA INFLAMATORIA OBSERVADA APOS A INOCULAGAO DE

BACTERIA FERVIDA

A inoculagéo de suspensdo de H. pylori fervida também induziu infiltrado de
células, em sua maioria neutrdfilos (Tabela 4), bem como aumento do volume de
exsudato. Entretanto, este aumento ndo foi significativamente diferente quando

comparado com bactérias vivas (Figura 5).
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Tabela 4. Contagem diferencial de leucdcitos presentes no exsudato coletado na bolsa
de ar 6 horas apds a administracéo de suspensdo de H. pylor nao fervida ou fervida.
Os resultados estdo expressos como meédia = EPM (n=5). *p<0,05 e *p<0,01

comparando com ¢ controle (PBS).

Células PBS Suspensdo de Helicobacter pylori
(x10%bolsa) (6 x 10° bactéria)
Nao fervida Fervida
Neutrdfilos 2,53+0,39 72,4612 91* 51,6246,36™
Eosindfilos 0,31+0,09 1,02+0,15* 0,14+0,14

Mononucleares 2,8820,49 8,43+0,30* 9,2811,98
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Figura 5. Volume de exsudato (A) e nimero de leucbcitos (B) coletados na bolsa de ar
de ratos 6 horas apds a inoculacdo de suspensio de H. pylori ndo fervida ou fervida.
N&o houve diferenca significativa entre os grupos de H. pylori. Os resultados estéo

expressos como média + EPM (n=5). **p<0,01 comparando com o controle (PBS).
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4.4. RESPOSTA INFLAMATORIA OBSERVADA APOS A INOCULAGAQ DE

DIFERENTES LINHAGENS DE Helicobacter pylori

A inoculagcdo de 2 ml de suspensdo contendo 3 x 10° bactéria de diferentes
linhagens de H. pylori em PBS nas bolsas de ar induziu a migracdo de células (**p<0,01
e **p<0,001; Figura 6} independente das caracteristicas genotipicas (cagA, vacA, cagE
ou HP-NAP) de cada linhagem (Tabela 1). Novamente houve um predominio de

neutrofilos (*p<0,05 e *p<0,01; Tabela 5).
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Figura 6. Numero de leucdcitos 6 horas apbs a inoculagéo de diferentes linhagens de

H. pylori ou PBS (grupc controle) na boisa de ar em ratos. Os resultados estdo

expressos como media £ EPM (n=5). *p<0,05 e **p<0,01 comparando com ¢ controle

(PBS).
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Tabela 5. Contagem diferencial de leucocitos presentes no exsudato coletado na bolsa
de ar 6 horas ap6s o inbculo de diferentes linhagens de H. pylori ou PBS. Os resultados
estao expressos como media = EPM (n=5). *p<0,05 e **p<0,01 comparando com o

controle (PBS).

Células PBS Linhagens de Helicobacter pylori
(x10%bolsa) (3 x 10° bactériafbolsa de ar)
219 551 320 109

Neutréfilos 2534039 14,49+1,05* 18,86+3,23™ 22,35+3,01* 14,91+2,16*
Eosindfilos  0,31+0,09 0,12+0,04 0,29+0,06 0,13+0,06 0,170,064

Mononucleares 2 88+049 4,65+0,77 2,64+0,43 3,12+40,72 2,08+0,38
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4.5. NIVEIS DE PROSTAGLANDINA E,, IL-1B E TNF-o NO EXSUDATO

Observou-se um aumento significativo nos niveis de prostaglandina E, presente
nas amostras de exsudato coletadas 6 horas apés o indculo da suspensdo de H. pylori
(™p<0,01) quando comparado com o grupo conirole (PBS). Os niveis de citocinas IL-18
e TNF-a também foram maiores nestes grupos quando comparados ao controle
(**p<0,001; Tabela 6). Entretanto, a presenca destas citocinas ndo foi detectada no
plasma dos animais de ambos 0s grupos, controle e suspens&o de H. pylori (resultado

nao mosirado).

58



4. RESULTADOS

Tabela 6. Niveis de PGE;, IL-1B e TNF-a (pg/ml) encontrados no exsudato coletado 6
horas apés a administracio de suspensdo H. pylori na concentracdo de 3 x 10°
bacteria/bolsa de ar. Os resuitados estdo expressos como média + EPM (n=5). **<0,01

e ™ p<0,001 comparando com o controle (PBS).

PBS Suspensao de Helicobacter pyiori
iL-1B pg/mL 597+08 (n=4) 6340+270™* (n=8)
TNF-o pg/mL 0 (n=4) 19937 (n=6)

PGE; pg/mL 755 {n=5) 334+61™ (n=5)
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4.6. CARACTERIZACAO DA RESPOSTA INFLAMATORIA INDUZIDA POR

CARRAGENINA E Helicobacter pylori NA BOLSA DE AR EM RATOS

A administragdo de carragenina na bolsa de ar em ratos resultou em significativa
formag@o de exsudato e migragéo de leuctcitos para a bolsa quando comparado a
administragéo de PBS (™p<0,01; Figura 7A e B). A contagem diferencial das células
migradas para a cavidade apos a administracgo de carragenina revelou que neutréfilos
constituiram o tipo celular predominante apos 6 horas (™p<0,01; Tabela 7).

ApGs a administragdo de suspenso de H. pylori (12 x10® bactéria/bolsa de ar)
nao se observou a formagio de exsudato, somente uma significativa migragio de
leucocitos (™p<0,01; Figura 7D). A andlise das células migradas em resposta a
administragao de H. pylori revelou que neutréfilos constituiram o principal tipo celular

presente (*p<0,01; Tabela 8).
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Figura 7. Volume de exsudatc e numero de leucocitos coletados na bolsa de ar de
ratos 6 horas apds a inoculago de carragenina (A e B) ou M. pylori (C e D). Os
resultados estdo expressos como média + EPM (n=5). **p<0,01 comparando com o

controle (PBS).
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Tabela 7. Contagem diferencial de leucocitos presentes na bolsa de ar 6 horas apds a
inoculagao de 20 mg de carragenina. Os resultados estdo expressos como média +

EPM. *p<0,01 comparando com o controle (PBS).

Neutrofilos Eosindfilos Mononucleares
(x 10°%bolsa) (x 10%bolsa) (x 10%bolsa)
PBS 4,19+0,87 0,29+0,14 1,89+0,46
Carragenina 69 74+7 28" 0,24+0,08 11,1044,98*

Tabela 8. Contagem diferencial de leucécitos presentes na bolsa de ar 6 horas apés a
inoculagdo de H. pylori (12x10° bactériasbolsa de ar). Os resultados estdo expressos

como meédia + EPM (n=5). *p<0,01 comparando com o controle (PBS).

Neufrofilos Eosinodfilos Mononucieares
(x 10%/boisa) (x 10%bolsa) (x 10°/bolsa)
PES 2.53+0,39 0,3140,09 2 880,99
Suspensdo de 114,47+4 81* 1,68+0,38* 14,67+1,74*

Helicobacter pylori
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4.7. CARACTERIZACAO DA ATIVIDADE ANTI-SECRETORA DOS INIBIDORES DE

BOMBA PROTONICA

A administracéo de 10 e 100 mg/kg de pantoprazol resultou em uma reducdo
significativa do contetdo de é&cido gastrico coletado apbs 4 horas da realizacdo da
ligadura do piloro (Figura 8; *p<0,05 e **p<0,01, respectivamente). Doses de 100 mg/kg
de omeprazol e lansoprazol também produziram reducées significativas no contetido de
acido gastrico (™p<0,01). A cimetidina (100 mg/kg) foi utilizada comparativamente por
sua acgéo anti-secretora e também foi eficiente na reducéio da secrecio basal de acido
gastrico {**p<0,01). As doses que inibiram a secrecdo gastrica foram utilizadas nos

experimentos subseqlientes.
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Figura 8. Efeito do pantoprazo! (1, 10 e 100 mg/kg), omeprazol (100 mg/kg),
lansoprazol (100 mg/kg) e cimetidina 100 (mg/kg) administrados i.p. sobre a secrecdo
basal de acido gastrico aps ligadura de piloro em ratos. Os resultados estdo expressos

como meédia + EPM (n=4). * p<0,05 e **p<0,01 comparando com o controle (DMSO).
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4.8. EFEITOS DOS INIBIDORES DE BOMBA PROTONICA SOBRE A RESPOSTA

INFLAMATORIA INDUZIDA POR CARRAGENINA E Helicobacter pylori

A administrac&o de 10 e 100 mg/kg de pantoprazol ou 100 mg/kg de cimetidina
por 7 ou 28 dias aos animais néo produziu modificagdes no volume de exsudato (Figura
9A e B} ou migragéo de leuctcitos em resposta a carragenina (Figura 10A e B). O
mesmo tratamento também n&o foi capaz de modificar a migracio celular induzida pela
injec@o de H. pylori na bolsa de ar (Figura 11A e B). Comparativamente, o tratamento
com omeprazol e lansoprazol por 7 dias também nao foi capaz de reduzir a formacao
de exsudato e a migracéo de leucdcitos induzida pela administracdo de carragenina
(Figura 12A e B). O antiinflamatério esteroidal, dexametasona, foi utilizado como
controle positivo para atividade antinflamatéria. Podemos observar na Figura 9 (A e B)
que a administracdo de dexametasona (0,75 mg/kg) por 7 e 28 dias foi eficiente em
reduzir a formacgao do exsudato inflamatério em resposta a carragenina (*p<0,01). O
mesmo fratamento foi capaz de inibir significativamente a migracao de leucdcitos para a
bolsa de ar quando o estimulo utilizado foi a carragenina (*p<0,01; Figura 10A e B) ou
a suspensao de H. pylori (**p<0,01; Figura 11A e B). A contagem diferencial revela que
a dexametasona foi capaz de inibir a migracéo de neutrdfilos e células mononucieares
induzida por carragenina ou H. pylon (™p<0,01; Tabela 9 e 10, respectivamente)

quando utilizada por 7 ou 28 dias.
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Figura 8. Volume de exsudato coletade na bolsa de ar 6 horas ap6s a inoculacéo de
carragenina em ratos previamente tratados com pantoprazol (10 e 100 mg/kg),
cimetidina (100 mg/kg) ou dexametasona (0,75 mg/kg) durante 7(A) ou 28 (B) dias. Os
resultados estdo expressos como média + EPM (n=5). *p<0,01 comparando com o
controle {DMSO).
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Figura 10. Ndmero de leucdcitos coletado na bolsa de ar de ratos 6 horas apds a
inoculagdo de carragenina em ratos previamente tratados com pantoprazol (10 e 100
mg/kg), cimetidina (100 mg/kg) ou dexametasona (0,75 mg/kg) durante 7(A) ou 28 (B)
dias. Os resultados est@o expressos como média + EPM (n=5). *p<0,05 e *p<0,01

comparando com o controle {DMSQ).
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Figura 11. Ndmero de leuctcitos coletado na bolsa de ar 6 horas apés a inoculacéo de
H. pylori em ratos previamente tratados com pantoprazol (10 e 100 mg/kg), cimetidina
(100 mg/kg) ou dexametasona (0,75 mg/kg) durante 7(A) ou 28 (B) dias. Os resultados
estdo expressos como meédia + EPM (n=5). **p<0,01 comparando com o controle
(DMSQ).
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Figura 12. Volume de exsudato {A) e nimero de leucocitos {B) coletado na bolsa de ar
6 horas ap6s a inoculagdo de carragenina em ratos previamente tratados com
omeprazol (100 mg/kg), lansoprazol (100 mg/kg) ou dexametasona (0,75 mg/kg)
durante 7 dias. Os resultados estdo expressos como média + EPM (n=5). *p<0,05 e

**p<0,01 comparando com o controle {bicarbonato de sédio 5%).
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Tabela 9. Numero de células polimorfonucieares (PMN) e mononucleares (MN)
presente na bolsa de ar 6 horas apds a inoculagdo de carragenina em ratos
previamente tratados com veiculo (DMSQO), pantoprazol (10 e 100 mg/kg), cimetidina
(100 mg/kg) ou dexametasona (0,75 mglkg) por 7 ou 28 dias. Os resultados estdo

expressos como média = EPM (n=5). *p<0,01 comparando com o controle (DMSO).

Tratamento 7 dias 28 dias

PMN (x10° MN (x10°) PMN (x10°) _ MN (x10°)

Veiculo 46,0446,79 596+1,20 821922059 8,07+1,93
Pantoprazol 10 mg/kg 69,30£5,64 7,47+1,18 97644887 1566+4,78
Pantoprazol 100 mg/kg 48,754+9,.26 5,56+1,01 79,73+10,42 7,07+1,55
Cimetidina 100 mg/kg 45,72+5,87 582+0,72 156,72+13,60 15,49+3,55

Dexametasona 0,75 mg/kg  17,49+3,18* 1,85:1,15™ 14.65:4,18 1,10+0,46™
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Tabela 10. Numero de células polimorfonucleares (PMN) e mononucleares (MN)
presente na bolsa de ar 6 horas apds da injecdo de H. pylori em ratos previamente
tratados com veiculo (DMSO), pantoprazol (10 e 100 mg/kg), cimetidina (100 mg/kg) ou

dexametasona (0,75 mg/Kg) por 7 ou 28 dias. Os resultados estdo expressos como

média + EPM (n=5). ™p<0,01 comparando com o controle (DMSO).

Tratamento 7 dias 28 dias
PMN (x10%) MN (x10°)  PMN (x10% MN (x10%)
Veiculo 41914636 6,59+0,62 111,00+8 44 7,81+1,34
Pantoprazol 10 mg/kg 30,23+395 4,60+0,89 178,89+5825 6,78+1,93
Pantoprazol 100 mg/kg 32,355,890 569+1,14 16234+1596  7,12+1,64
Cimetidina 100 mg/kg 30,26+4,39 4651068 87,97+1360 5544213
Dexametasona 0,75 mg/kg  7,5640,95% 2,29+0,45* 9,8644 41 0,634,244
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A inoculagdo de H. pylori nas bolsas de ar em ratos promoveu um infiltrado
neutrofilico apds 6-12 horas, validando o modelo experimentai de inflamacio aguda. O
perfil de influxo de leucocitos assemelha-se ao observado para outros estimulos
previamente descritos em outros trabathos para o modelo de bolsa de ar (MARTIN et
al., 1994, WALLACE ef al., 1999). Nenhum influxo celular foi observado apos 24 horas,
indicando que esta foi uma resposta inflamatéria aguda. Esta resposta apareceu como
resultado de uma estimulac&o direta de neuirdfilos por componentes do H. pylori, pois
diferentes cepas, expressando cagA, vacA ou cagE induziram a migracdo de
neutréfilos. Estes resultados estdo de acordo com a ativacdo de leucdcitos induzida
pelo H. pylori in vitro, na qual n&o ha contato ou interferéncia com as células epiteliais.
Neste caso, cepas de H. pylori cagA™ e cagA” foram capazes de induzir quimiotaxia de

neutrofilos em camaras de Boyden (AKYON e HASCELIK, 1999).

O aumento de express@o da molécula de adesio CD11b e o burst respiratério
oxidativo foram observados em neutrofilos expostos & suspens&o de diversas cepas de
H. pylori. Cepas sem os genes cagA e picB tiveram a mesma habilidade de aumentar a
expressdo de CD11b do mesmo modo que as cepas positivas para esses genes
(HANSEN et al,, 1999). Nestes casos, fatores de viruléncia como cagA, cagE e vacA,
que dependem da interag&o com o epitélio gastrico para sua atividade, aparentemente

n&o interferem em eventos de migracao leucocitéria in vitro.

A ciclooxigenase (COX), também conhecida como prostaglandina (PG) H
sintase, catalisa uma reagdo fundamental no metabolismo do &cido araquidénico para
PGs e ftramboxanos. Esta enzima é expressa constitutivamente (COX-1) e

indutivamente (COX-2) (SMITH ef a/, 1996). Em neutréfilos de pessoas normais, o
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acido araquidbnico & predominantemente metabolizado para leucotrienos por
expressao constifutiva de lipoxigenase-5 (HENDERSON, 1994). A estimulaggdo de
neutréfilos pelo lipopolissacarideo ou citocinas proinflamatérias induz a expressao de
COX-2, que resulta na sintese e secrecdo de PGE, (MALONEY ef al,, 1998). Sugere-se
gque o aumento da expressdo do RNAm de COX-2, bem como o aumento da PGE;
liberado de neutrdfilos esta relacionada a presenga H. pylori (KiM ef al.,, 2001). Estudos
clinicos mostram que bidpsia gastrica de pacientes com gastrite ativa, associada a
infeccdo de H. pylori, expressa COX-2 e produz grande gquantidade de PGE; quando
comparada com biépsia de individuo normal (FRANCO ef a/.,, 1999). Da mesma forma,
observou-se um aumento significativo na sintese de PGE> no exsudato coletado nas
bolsas de ar que receberam H. pylori, indicando que a COX-2 &€ induzida no modelo de
bolsa de ar em pele dorsal de ratos.

Citocinas liberadas por neutrdfilos, incluindo IL-1 a e B, IL-12, TNF-q, fator B de
crescimento e transformacgéo e outros (CASSATELLA ef a/,1997), exercem acdes pro-
inflamatdrias e imuno-reguladoras. Os componentes do H. pylori podem induzir a
migragdo de neutrdfilos para a mucosa gastrica e seguindo o extravasamento, os
proprios neutréfilos podem ser um meio de liberacBo de citocinas, amplificando a
resposta inflamatoria (KiM et af, 1998). No presente estudo, notou-se um aumento
significativo nos niveis de IL-1 B e TNF-a nas bolsas de ar inoculadas com H. pylori,
indicando que, assim como em outros modelos de inflamacdo, neutrofilos produzem e
fiberam citocinas pro-inflamatérias em resposta ao H. pylori Isto pode ter uma

participac&o na patogenicidade da inflamacdo aguda induzida por este microorganismo.
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Embora o H. pylori ndo colonize estdmagos de ratos, demonstramos de 0 modelo
de bolsa de ar em ratos permite estudar a interacao entre leucdcitos e o H. pylori, bem

como a atividade de drogas que possam modular esta interacéo.

Os inibidores de bomba proténica (PPls), como omeprazol, lanzoprazol e
pantoprazol s&o drogas ampiamente utilizadas na terapéutica em situagbes onde a
reducao da secrecdo de acido gastrico pode resultar na cicatrizagéo de lesdes do trato
gastrintestinal (CARO et al, 2001). A associacdo destas drogas com antibidticos
resulta no aumento dos niveis de erradicacdo do H. pylori. Os PPis também séo
utilizados profilaticamente em cirurgias e outros procedimentos para reduzir a incidéncia

de problemas decorrentes do refluxo de secrecdes gastricas (MIKAWA ef af., 2001).

Relatos na literatura apontam a existéncia de uma atividade antiinflamatéria
associada & ag8o anti-secretora, demonstrada pela habilidade destes compostos em
reduzir a expressdo de moléculas de adesdo e, conseqUentemente, a reducdo da
capacidade dos leucdtcitos polimorfonucleares aderirem e migrarem em resposta a um
estimulo inflamatdrio (YOSHIDA et al., 2000). Esta possivel atividade poderia ser
promissora se considerarmos que as ulceragfes do trato gastrointestinal decorrentes da
infecc@o por H. pylori, do uso de antiinflamatdrios ndo-esteroidais ou de estresse tém a
participagao de neutréfilos como células que contribuem para o estabelecimento e
manutengdo das lesbes (CRABTREE, 1996; WALLACE ef a/, 1990). No entanto, a
atividade antinflamatodria e imunossupressora destes compostos poderia comprometer
o uso profildtico dos mesmos em situacbes pré-operatérias ou em pacientes com

comprometimento imunolégico.
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O presente estudo mostrou que o tratamento, de curto ou iongo prazo com os
inibidores de secreg&o acida, em doses que promovem inibicdo significativa da
concentraggo de &cido gastrico secretado, ndo promoveu reducdo da formacéo de
exsudato nem do influxo de leucécitos para a bolsa em resposta a carragenina, um
estimulo inflamatoério nao-especifico, extensamente utilizado em diferentes modelos de
inflamacao (SALVEMINI et af, 1995). Os mesmos resultados foram observados no
tratamento por sete dias com o omeprazol e o lanzoprazol. Resultados semelhantes
foram verificados apds o tratamento com os inibidores de secreco acida, por 7 ou 28
dias, nas bolsas de ar inoculadas com H. pylori. N&o houve modificagio na habilidade
dos leucocitos migrarem para a bolsa de ar em resposta a presenca do H. pylori.
Somente a dexametasona, um potente antiinflamatério esterocidal foi capaz de reduzir
significativamente a migragéo leucocitaria e a formacgdo de exsudato em resposta a

ambos os estimulos, carragenina e H. pylori

A dexametasona é conhecida por inibir significativamente a migracéo de
leucteitos no processo inflamatério. Como outros glicocorticéides, a dexametasona
induz a sintese de lipocortina, que por sua vez, inibe a fosfolipase A, prevenindo a
geracdo de prostaglandinas, leucotrienos e PAF, mediadores responsaveis pelo
recrutamento de neutrofilos para o sitio de inflamagdo. Em adicdo, os glicocorticoides
inibern a sintese e a atividade de quimiocinas com propriedades quimiotaxicas como a
IL-1 e TNF-o bem como, suas habilidades em induzir a expressdo de moléculas de

ades@o como a E-selectina, ICAM-1 e VCAM-1 (PERRETT!, 1997 1998).

Embora diversos trabalhos relatem a capacidade dos inibidores de sercrecao

acida inibirem fungdes leucocitérias, como a quimiotaxia induzida por fMLP
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(WANDALL,1992), a expressado de moléculas de adesd@o (YOSHIDA et al., 2000),
geracao de radicais livres (SUZUKI ef al., 1996), bem como a redugéo do ndmero de
leucocitos circulantes no sangue (KAWAMURA et a/,, 2000), os dados apresentados
nesse trabalho indicam que o tratamento, a curto e longo prazo, com os inibidores de
bomba protdnica e com os antagonistas de receptor H; ndo apresentam qualquer efeito
antiinflamatorio sobre g resposta inflamatéria induzida pelo H. pylori no modelo de
bolsa de ar em pele dorsal de ratos. Sugerindo, portanto, que tanto os inibidores de
bomba protdnica quanto os antagonistas de receptor H, ndo possuem acoes

antiinflamatorias desejaveis ou indesejaveis in vivo.
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7.1. Artigo 1: Acute inflammatory response induced by Helicobacter pylori in the

rat air pouch.

7.2, Artigo 2: Pantoprazole treatment does not invoke anti-inflammatory properties

in vivo.

7.3. Aprovagdo do Comité de Etica na Experimentagio animal.
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Abstract

Infection by Helicobacter pyiori elicits persistent nevtrophil infiltration in the gastric mucosa and stimulates the release of substances
that may contribute to the establishment of gastritis. In this study, we used the rat air pouch model to evaluate the acute mflammatory
response to H pylori, in vivo. A pronounced peutrophil infiltration was observed 6 h and 12 b after the mjection of H. pylori into the air
pouch. Strains with different genotypes were able to induce cellular influx. This response was dependent upon the amount of bacteria
mjected and still ocourred when heat-killed bacteria were employed. An increase in prostaglandin B levels was observed, indicating that
H. pylori induced cyclooxygenase 2 in this model The production of interfenkin-13 and tumor necrosis factor-¢ by leukecytes was also
enhanced, suggesting that this model may be useful for studying the direct activation of neutrophils by H. pylori in vivo.
© 2003 Federation of European Microbiological Societies. Published by Elsevier BV, All rights reserved.

Keywords: Air pouch; Helicobacter pylori; Inflammation; Interleukin-1; Newtrophil; Tumor necrosis factor—.

1. Introduction Many virulence factors contribute to the pathogenesis
of H. pylori, but it is still unclear which of these modulate,
Helicobacter pylort is one of the most common human directly or indirectly, neutrophil migration during H. py-
gasirointestinal pathogens, infecting 50% of the huwman lori infection. Vacuolating toxin (VacA) induces the for-
population [1]. Infection by H. pylori induces acute gastri- mation of large cytoplasmic vacuoles in cultured cells and
tis, which later develops into chronic gastritis. Both forms increases the permeability of the epithelial barrier, prob-
of gastritis are characterized by a considerable neutrophil ably by acting on tight junctions to reduce transepitheiial
infiltration, which can contribute to gastritis induction by resistance and, consequently, potentiating neutrophil mi-
releasing pro-inflammmatory cytokines such as interleukin- gration into the gastric mucosa [6.7]. Several events occur
1P (IL-1B}, IL-6, IL-8 and tumor necrosis factor-o (TNF- after cell contact with bacteria possessing the cag patho-
o), as well as reactive oxygen species [2—4). H. pylori or its genicity island, for example, IL-8 may be induced by gas-
products may recruit and activate neutrophils by directly tric epithelial cells and IL-8, in turn, is a potent neutrophil
stimulating these inflammatory cells or by stimulating the chemo-attractant [81.
release of epithelial chemokines [5], Protein components in H. pylori extracis can attract and

activate neutrophils and other inflammatory cells, thereby
stimulating the production of TNF-a and IL-1B [95. A
150-kDa protein in aqueous extracts of H pylori pro-
moted neutrophil adhesion to endothelial cells and chemo-
taxis in vitro, suggesting that this molecule could have a
role in the accumulation of these cells at the site of infec-

* Corresponding author. Tel.: +55 (11) 4034 8024: tion {10,1.1}. 'I?his 'protein, c’lesigm}ted HP-NAP (H. pylori
Fax: +55 (11) 4034 1825, neutrophil-activating protein}, stimulates the production
Evmail address: pedrazzoiigisaciranciseo sdubr (I, Pedeazzoli Jr.). of reactive oxygen intermediates and the expression of

0928-8244/03/522.00 © 2003 Federation of Europsan Microbiological Societies. Published by Eisevier B.V. All rights reserved.
doi:1.1016/50528-8244(033001 71-8
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cyclooxygenase 2 (COX-2) in neutrophils {11.12]. H. pylori
hipopolysaccharide (LPS) possesses little biological activity
compared to LPS from other bacteria [3]. This LPS, how-
gver, can stimulate the secretion of IL-8 by gastric epithe-
Hial cells and mononuclear cells, in vitro [14]. The priming
of neutrophils by pre-incubation with LPS has also been
described {13.15].

Reports on the ability of H. pylori 1o induce inflamma-
tion have been restricted almost entirely to the analysis of
biopsies from patients. Only a few animal models have
been used, although several aspects of the interaction be-
tween leukocytes and H. pyleri have been evaluated in
experiments In vitre [16]. The rat air pouch model of in-
flammation has been used to investigate the inflammatory
response to a variety of agents, including zymosan, carra-
geenan and bacteria [17-20]. This model allows a quanti-
tative assessment of the progress of inflammation and
measurement of the formation of chemical mediators
such as cytokines. In this study, the air pouch model
was used to characterize the acote inflammatory response
induced by H. pylori. The kinetics of leukocyte recruit-
ment and the levels of prostaglandin B, (PGE,) ané cyto-
kines formed were evaluated.

2. Materials and methods
2.1. Culture conditions and characierization of H. pylori

H. pylori isolates obtained from patients with non-ulcer
dyspepsia and with peptic uleer disease were included in
the study (Table 1). Isolates of H. pylori were inoculated
into selective medium [brain heart infusion (BHI) agar
(Merck, Germany), 10% sheep blood, 10 mg 177 vancomy-
cin, 20 mg 1! nalidixic acid, 2 mg I”! amphotericin B and
40 mg 177 2,3,5-triphenyltetrazolivm chloride (Sigma, Ger-
many}), followed by incubation for 3-7 days at 37°C under
microaerophilic conditions (8-10% CO,, 5-6% O, 80—
83% N, at 98% humidity). The identity of the colonies
was confirmed by Gram staining and oxidase, catalase and
urease production. The strains were inoculated on a plate,
trapsferred to liquid medium [BHI agar, 10% fetal calf
serum (Cultilab, Brazil), 10 mg I} amphotericin B} and
incubated for 3-5 days at 37°C under microaerophilic con-
ditions as above, with continuous shaking at 50 rpm.

Genomic DNA was extracted with DNAzol® reagent
{Gibco BRI, Cincinnati, OH, USA). Polymerase chain
reactions {PCR) were performed in a total volume of
50 jl containing 30 pmol primer, 100 ng genomic DNA,
1.0 mmol I"! of each of the four dNTPs (Invitrogen™ Life
Technologies, Alameda, CA, USA) and 2.5 U Taq DNA
polymerase (Invitrogen® Life Technologies). The reaction
mixtures were cycled in an automated GeneAmp® PCR
System 9700 thermal cycler (PE Applied Biosystems, Fos-
ter City, CA, USA) under the following conditions: initia}
denaturation at 35°C for 3 min followed by 35 cycles of
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denataration at 95°C for 1 min, with annealing temper-
ature ranging from 45 to 60° C for 1 min and 72°C for
1 min. The final cycle included a 7-min step to ensure full
extension of the PCR products. The presence of H. pylori
was confirmed by PCR of the 165 rRNA [21] and gimM
{22} genes. The cagA, cagE, vacA (m and s regions) and
HP-NAP genes were analyzed (Table 1) using previously
described primers [23-261

2.2, Animals

Male Wistar rats (180-200 g) free of specific pathogens
were obtained from CEMIB (State Untversity of Campi-
nas, Campinas, SP, Brazl). The experiments were per-
formed in accordance with the principles outlined by the
Brazilian College for Animal Experimentation {COBEA).

2.3 Air pouch model

Adr pouches were produced as described elsewhere {271,
Briefly, 20 ml of sterile air was injected subcutaneously in
the dorsal skin of rats. Three days later, another 10 ml of
air was injected at the same site. On the sixth day after the
first injection, the pouch received 2 ml of an H. pylori
suspension. After the injection of H. pylori, the tats were
anesthetized with halothane and the pouch was carefuily
opened by a small incision. The exudate was collected and
transferred to a sterile tube and the exudate volume was
measured gravimetrically. An aliquot of the exudate was
used to determine the Jeukocyte number in an automatic
counter (Celm 550, Brazil). The profile of infilirated cells
was determined in exudate smears stained with May-
Grunwald-Giemsa. Samples of exudate were also frozen
and stored at —20°C for subsequent guantification of
PGE;, TNF-a and IL-1B using commercially available
ELISA kits (Amersham Pharmacia Biotech, Amersham,
UK). A sample of blood was drawn from the inferior
vena cava for determination of leukocyte numbers and
plasma cytokine levels.

To determine the occwrrence and the kinetics of the
inflammatory tesponse, two H. pylori strains (109, 551)
were initially used to inoculate BHI broth and both straing
were co-injected in the same animal. Thereafter, individual
suspensions of H. pylori collected from solid plate cultures
in phosphate-buffered saline (PBS) were used. In another
experiment, bacteria were collected in PBS and heated to

Fable 1
Strains used and genotypic status
Strain Origin Genotype

HP-NAP eagh cagh varA
169 NUD + + + s2m2
219 PUD + + — 2?2
320 PUD + + + simi
551 PUD + + + sim2

NUD, non-uleer dyspepsia; PUD, peptic ulcer disease.
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Fig, L. Leukocyte counts in inflammatory exudates from rat air pouches
co-injected with H. pylori suspension strains 199 and 551 or BHI broth
(control). The points represent the means+S8EM. of five rats.
** P01 compared to the control groap.

160°C for 3 min. Control rats received only BHI broth eor
PBS.

2.4. Statistical analysis

All data were expressed as the mean+ SEM. Compar-
isons among groups were performed using one-way anal-
ysis of variance followed by the Student r~test or Dunnett
multiple comparisons test, when convenient. An associated
probability (£ value) of less than 5% was considered sig-
nificant.

3. Resulis

3.1. Inflammatory response at different times after the
injection of Y. pylori cultured in BHT broth

The volume of exudate recovered from air pouches at
different times after the injection of H. pylori did not differ
from that of the control group (data not shown). The co-
injection of H. pylori (strains 109 and 551) into air
pouches resulted in a significant (P < 0.01) accumulation
of leukocytes after 6 h and 12 k compared to that ob-
served with BHI broth alone (Fig. 1). The leukocyte num-
ber returned to basal levels after 24 h, After 1, 6 and 12 h,
there was a significant increase in the number of neutro-

Table 2

3>
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R 3 3 18 KB
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Fig. 2. Volume of exudate collected (A) and leukocyte counts (B) 6 h
after the injection of 3, 6 and 15X 16® of H. pwlori strain 551, 3x 108 of
H. pylori killed (KB; strain 551y or PBS alone {(control) in rat air
pouches. The columps represent the means £ S E.M, of five to nine rats.
*P<0.05 and **P< (.01 compared to the control group.

phils, when compared to the control group (Tabic 2),
although there was no change in the number of peripheral
blood leukocytes at these same times (data not shown).
When the responses in PBS and liguid medium control
groups were compared, a high level of leukocyte accumu-
lation was observed in the liquid medium group. Thus,
suspensions of H. pylori collected from solid plate cultures
collected in PBS were used in further experiments, due to
the fact that the liquid culture medium (BHI broth) was
able to induce a significant cellutar response when used as
a pegative control (Fig. 1).

The rumbers of neutrophils (NE}, eosinophils (EQ) and mononuclear cells (MN) in air pouches 1, 6, 12 and 24 h after the co-injection of H. pylori sus

pension, strains (09 and 551

Time (b} BHT broth (coatrol} H. pylori suspension

NE {x 185} ED (% 10% MN {x 109) NE {x 10%) EO (x 106) MN (% 109
[ §4220.10 0132002 0.88+6.10 1.62:£0.20%* 6.29% (.05 1324017
6 2665+ 288 0.5440.29 6.81+1.03 4456 £ 3.60% 0.22+0.14 17.62%2.91
12 637+ 1 85 0405013 4472051 37734 T 64 079037 2084 +9.78
24 5.08+2.24 G31+6.18 5162196 714+ 168 0.124+0.03 31610.69

The values are the means % §.EM. of five rats.
**P < 0.0]1 compared to the respective control groups (Houid mediums,
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Table 3
The numbers of neutrophils (NE), cosinophils (EO) and mononuclear cells {(MN} in the air pouches & h after the injection of H. pvleri strain 551 in
PBS
Cells (X 16%) PBS H. pylori per pouch {x10%)
2 18 3 (killed bacteria)
NE 2.53£0.39 3492E521%* FIAG LG 11447 £ 4.81%* 51.62 436
EQ 0.31£0.09 0.22+0.68 LO2E015 1aR 0. 38%* G.14£0.,14
MN 288 049 5761094 243 5030% 14.67 £1.74%* $28+1.98

The values are the meeans 2 S EM. of five to nine rals.

*P < 0.05 apd **P<0.01 comparcd to the respective control groups (PBS).

3.2. Leukocyte migration 6 h after the injection of H. pylosi
suspension in PES

The injection of A pylori suspension {3-18% 10° bacte-
ria; strain 551), obtained from solid medium in PBS, in-
creased the formation of exudate, which increased with the
number of bacteria (I"ig. 2A). An increased migration of
inflammatory cells into the pouches was also observed
after the injection of H. pplori in PBS. This response
also varied with the number of bacteria used (Fig. 2B).
The killed bacteria (3% 10° bacteria, strain 551) also in-
duced celiular influx and exudate production (Fig. 2A B).
No statistical difference was seen when the experiments
performed with live and killed bacteria were compared.
Neutrophils were the predominant inflammatory cells re-
cruited to air pouches in response to 3> 10° H. pylori per
pouch. The same result was observed when 3x 10% killed
bacteria were injected (Vable 3). Higher numbers of micro-
organisms caused significant migration of eosinophils and
mononuclear cells, m addition to neutrophils {Table 3). A
predominant neatrophil recruitment was seen, compared
to PBS, when different strains of H. pyiort were injected at
the same concentrations (Fig. 3). No statistical differences
were observed when the experiments were performed with
different strains.

3.3, Exudate levels of PGE;, IL-18 and TNF-«

The results from exudate samples, shown in Table 4,
were obtained from groups injected with strains 551, 109
and 320 (3x10° bacteria per pouch; n=2-3 for each
group). A significant increase in the exudate content of
PGE; was observed 6 h after the injection of H pylori
when compared to the PBS group (Table 4). The levels
of IL-1f and TNF-o were also greatly increased (Tabic
4). When individual results of PGE,, IL-1B and TNF-u
production from these strains were compared, no statisti-
cal differences were observed. These cytokines were not
detected in plasma from control and H. pylori-injected
rats (data not shown}.

4. Discussion

The injection of H. pylori into rat air pouches evoked a
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pronounced infiltration of neutrophils after 6-12 h. No
cellular influx was observed after 24 h, indicating that
this was an acute inflammatory response. The cellular re-
sponse was dependent upon the amount of bacteria in-
jected and was observed with different strains, indepen-
dently of cagA and vacA genotypes. A similar leukocyte
activation induced by H. pylori has been reported in vitro,
where H. pylori strains cagA™ and cagA ™ induced nentro-
phil chemotaxis in Boyden chambers when there was no
contact with or interference from epithelial cells {283 Up-
regulation of the adherence molecule CD11b and an oxi-
dative burst were observed in neutrophils following expo-
sure to a somicate from several H. pylori strains. Strains
without the cagA and picB genes showed the same ability
to upregulate CD11b as strains positive for these genes
{251 In these cases, the virulence factor cagA, whick de-
pends on epithelial contact for its activity, apparently did
not participate in leukocyte migration.

Neutrophil influx was also observed when killed bacte-
ria were injected into the air pouches. The heat {reatment
used efficiently killed bacteria, demonstrated by the ab-
sence of growth on BHI agar plates {data not shown). A
previous report has demonstrated the chemotactic activity
of crude somicates from H. pylori to be proteinase-sensitive
but stable to such heat treatment {30). Thus, it is possible
that small protein fragments retaining biological activity
may remain following the heat treatinent. Another possi-
bility is that LPS may be responsible for the cellular re-
sponse observed after heat treatment. H. pylori LPS has
received limited attention compared with other surface
antigens. Nevertheless, this molecule seems to have similar
properties to the LPS of other Gram-negative hacteria
[13,315. Future experiments with isogenic mutants (cagA,
cagE, vacA and HP-NAP gene} or purified factors (LPS

Table 4
HIL-1B, TNF-c and PGE; leveis {pg ml™) in rat air pouches 6 h after
the injection of H. pylori (3% ¥0° bacieria per pouch)

PBS H. pylori suspension

1L-1B 59653975 (n=4) 6340 2I*** (n=8)

TNF-08 (= 4) 19854 36.5%** (n= &}

PGE; 749245 (n=5) 3624 £61.2%* (n=6)

The results presented were obtained from exudate samples coflected in

animals in which straing 551, 320 and 109 were injected in PBS.
**P<0.01 and ***P < ).08] compared to the contro} group (FBS).
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Fig. 3. Neutrophii connis in inflammatory exudates obtained 6 h after the injection of different H. pulori strains {3 [0* bacteria per pouch). The col-
wmns represent the means 8 EM. of five rats. **P<0.01 and ***P < 0.001 compared to the control group.

and HP-NAP)} will be required to generate more evidence
about which factors are involved in this phenomenon.

COX, also known as prostagiandin H synthase, cata-
lyzes a fundamental reaction in the metabolism of arachi-
donic acid to PGs and thromboxanes, This enzyme occurs
as constitutively expressed COX-1 and inducible COX-2
{32]. In neutrophils from normal subjects, arachidonic acid
is metabolized predominantiy to leukotrienes by constitu-
tively expressed S-hipoxygenase [33]. COX-2 is inducible in
neutrophils stimulated by LPS or pro-inflammatory cyto-
kines, The expression of COX-2 by neutrophils results in
the synthesis and secretion of PGE, [34]. Up-regulation of
COX-2 mRNA and an increase in PGE; synthesis by nea-
trophils were observed after stimulation of these cells with
live H. pylori or an aqueous extract of this bacterium [i2L
Gastric biopsies {from H. pylori-infected patients with ac-
tive gastritis express COX-2 and produce significant
amounts of PGE; when compared to normal biopsies
[35]. An increase in PGE. synthesis was detected in rat
air pouches treated with H. pvlori, suggesting that COX-
2 may be induced m this model.

Cytokines released by neutrophils, including IL-1a and
B, IL-12, TNF-t, transforming growth factor-B and others
736}, exert pro-inflammatory and mmmunoregulatory ac-
tions. H. pylori components can induce the migration of
neutrophils to the gastric mucosa and, following extrava-
sation, neutrophils themselves may be a source of cyto-
kines, thereby further amplifying the inflammatory re-
sponse [37]. We observed a pronocunced increase in the
levels of IL-1B and TNF-o in air pouches treated with
H. pylori, showing that neutrophils produced pro-inflam-
matory cytokines in response to H. pylori. These cytokines
may play a role in the pathogenesis of the acute inflam-
mation induced by this microorganism. In addition, the
production of other cytokines, such as IL-8, in H. pylori
rat air pouch should be evaluated.

Our results suggest that the rat air pouch model of in-
flammation induced by H. pylori may be useful for evalu-
ating the responses of inflammatory cells to bacteria and
the drugs that act upon these cells to attenuate these phe-
nomena, without the disadvantages presented by in vitro
models, such as the activation of leukocytes due to sepa-
ration procedures or by exposure to artificial environ-
ments.
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Abstract

by these cells, However, these same mechanisms may not be desirable when' PPIs are prescribed in prophylaxis and pre-
operatively for ill or immuncd:pressed patients, The present study was designed to examine 2 possible anti-neutrophil achvity
of pantoprazole in vivo. A short study with omeprazole and lanzoprazole was also performed, Methods: Dosages of PPIs able to
nhibit basal acid secretion (10 and 100 mg kg™ '} were administered intraperitoneally {(i.p.) to rats for 7 or 28 days. Cimetidine
(100 mg kg™ ') and dexamethasone (0.75 mg kg™ 'y were used as controls for antisecretory and anti-inflammatory activity,
Tespectively. Air pouches were then developed in these animals, and Helicobacter 2ylori suspension or carrageenan was used as
inflammatory stimulus. Exudate formation and teukocyte migration 1o air pouches were assessed. Resuits: Neither short nor
tong treatment with pantoprazole modified the ability of neurrophils to migrate in response to carrageenan or 1. pylori. The
same results were obtained when omeprazole or lanzoprazole was used, Dexamethasone, alone, a potent anti-inflammatory

Kevwords: Air pouch; Helicobacter pvlori; Carrageenan; Proton pump inhibitors; Dexamethasone: Neutrophit

1. Intreduction reflux disease, as wel] as gastric and duodenal
ulcers, and these agents are now considered the

Proton pump inhibitors (PPIs) are widely pre- drugs of choice for managing such acid-refated
scribed for the treatment of gastro-oesophageal disorders. The first generation of PPIs includes

omeprazole, pantoprazole and lansoprazole, agents
that share a common mechanism of action; dose-
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40341825 dependently inhibiting the H'/K* ATPase gastric
E-mail address: alessandragambero@saofrancisco. edubr parietal cell proton pump, thus reducing basal and
(A. Gambero). stimulated gastric acid sceretion and rzising intra-
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gastric pH [1]. Converscly, it has been postulated
that the success of pharmacological treatments that
aim o prevent or heal peptic ulcer disease occurs
via mechanisms unrelated to the inhibition of acid
secretion [2]. These drugs seem to be able to
increase production of prostaglandins and sulfhy-
dryl compounds to the level of the gastric mucosa
[3]. Proton pump inhibitors have been proposed to
inhibit, in vitro, neutrophil functions such as
chemotaxis, superoxide production, degranulation
and phagocytosis [4-6]. Additignally, these com-
pounds can attenuate the surface expression of
adhesion molecules on neutrophils and endothelial
cells, and subsequent leukocyte adhesion to endo-
thelial cells [7]. These anti-neutrophil properties
could be beneficial, since activated neutrophils
play a critical role in the gastric mucosal injury
associated with Helicobacter pylori infection or
with administration of nonsteroidal anti-inflamma-
tory drugs {8,9]. However, these same properties
may not be desirable in critically ill patients, since
these drugs are administered pre-operatively for
prophylaxis against aspiration pneumonia or stress
ulceration [10].

In the present study, we examined whether short
and long pantoprazole treatment exerts an in vivo an
effect on the inflammatory response induced by A
pylori or carrageenan in the rat air pouch model, We
also briefly examined the profile of other PPIs, such
as omeprazole and lanzoprazole.

2. Materials and methods
2.1. H. pylori culture conditions

In this study, we used the H. pylori strain 551
{11]. Bacteria were routinely grown on brain heart
infusion supplemented with 2.5 g 17! veast extract
and 10% lysed sheep blood, 6 mg 17! vancomy-
cin, 20 mg 1! nalidixic acid, 2 mg "' ampho-
tericin B, 40 mg 7' 23,5, triphenyi-tetrazolium
chloride, followed by incubation for 4872 h at
37 °C under microaerophilic conditions (8—10%
CO,, 5-6% O, 80-85% N,, at 98% humidity).
The identity of the colony was confirmed by
Gram staining and oxidase, catalase and urease
production.
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2.2, Animals

Male Wistar rats (180-200 g} free of specific
pathogens were obtained from CEMIB (State Univer-
sity of Campinas, Campinas, SP, Brazil). The experi-
ments were performed in accordance with the
principles outlined by the Brazilian College for Ani-
mal Experimentation (COBEA).

2.3. Antisecretory action

To determine the ability of antisecretory drugs in
the inhibition of gastric acid production, the rats were
treated mtrapentoneally {i.p.} with pantoprazoie (1-
100 mg kg™ 1), omeprazoie (100mg kg™ 1), lar;zopra—
zole (100 mg kg™ "), cimetidine (100 mg kg™ ") or
dimethyl sulfoxide vehicle (DMSO 1:10 viv). After |
h, under anesthesia, the abdomen was incised and the
pylorus was ligated. Rats were sacrificed 4 h after
pylorus ligation. The gastric contents were collected
and the acidity determined. Acidity was determined
with a pH meter by titration against 0.01 M NaOH to
pH 7.0 [12].

24. Air pouch model

Air pouches were produced as described else-
where [13] in group of animals that had been
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Fig. 2. Volume of exudaw collected 6 h afer the injection of
carrageenan in air peuches of rats previously treated Lp. with
vehicle (DMSO), pantoprazole 10 and 100 mg kg™, cimetidine
100 mg kg™ ' or dexamethasone 0.75 mg kg™ ! for 7 (panel A} or 28
days (panef B). The columns represent the means + S.EM. of 5-10
rats. **p<0.01 compared to the vehicle group.

previously treated for 7 or 28 days with pantopra-
zole {10 and 100 mg kg™ '), cimetidine (100 mg
kg™ ') or dexamethasone (0.75 mg kg~ ') and 7
days with omeprazole (100 mg kg™ '} or lanzopra-
zole (100 mg kg™ '). Briefly, 20 ml of sterile air
was injected subcutaneously in the dorsal skin of
rats. Three days later, another 10 mi of air was
tnjected at the same site. On the sixth day after the
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first injection, thc pouch received 2 ml of an A
pylori suspension (6> 10% bacteria ml™ ") or 2 ml
of a 1% solution of carrageenan both dissolved in
phosphate-buffered solution (PBS). Six hours afier
the injection of inflammatory stimulus, the rats
were ancsthetized and the pouch was carefully
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Fig. 3. Leukocyte counts in inflammatory exudates from air pouches
injected with carrageenan in rass previcusly treated i.p. with vehicle
(DMS0), pantoprazole 10 and 100 mg kg™ ', cimetidine 100 mg
kg™ ! or dexamethasone 0.75 mg kg™ ! for 7 (panel A) or 28 days
{pancl B). The columns represent the means + S.E.M. of 5 10 rats,
< 0.01 compared to the vehicle group.
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opencd by a small incision. The exudate was
collccted and transferred to a sterile tube and the
exudate volume was measured gravimetrically. An
aliquot of the exudatc was used to determine the
leukocyte number in an automatic counter (Celm
550, Brazil). The profile of infiltrated cells was
determined in exudate smears stained with May—
Grunwald—Giemsa. A sample of blood was drawn
from the inferior vera cava for determination of
leukocyte numbers. Control rats received only in-
traperitoneal DMSO {1:10 viv).,

2.5. Statistical analyvsis

All data are expressed as the mean + S.EM. Com-
parisons among groups were performed using one-
way analysis of vanance followed by the Student ¢ test
or Dunnett multiple comparisons test, when conve-
nient. An associated probability (p value) of less than
5% was considered significant.

2.6. Materials

The brain heart infusion and yeast extract were
obtained from Difco (Detroit, ML, USA). Sheep blood
was purchased from BBV (Campinas, SP, Brazil).
Vancomycin, nalidixic acid, amphotericin B, 2.3.5,
triphenyl-tetrazolium chloride, cimetidine, DMSQ,
carrageenan, dexamethasone and May-Grunwald—
Giemsa were obtained from Sigma Aldrich Chemie
(8t. Louis, MO, USA). Pantoprazole, omeprazole and
lanzoprazeole were purchased from Galena {Campinas,
SP, Brazil).

Tabie |

3. Results
3.1, Characterization of antisecretory action

The ip. administration of pantoprazole followed
by pylorus ligation in rats results in a2 dose-depen-
dent inhibition of basal acid secretion at 10 and 100
mg kg™ ' (p<0.01 and p<0.05, respectively). Other
PPls, such as omeprazole and lanzoprazole at a dose
of 100 mg kg™ ', efficiently reduced the acid gastric
content {(p<0.01). Cimetidine at a dosage of 100
mg kg™ !, used as a comparative antisecretory drug,
was also able to inhibit the same parameter (Fig. ).
The effective dosages of pantoprazole (10 and 100
mg kg~ ') and cimetidine (100 mg kg™ ') were used
for further experiments. One set of experiment was
carried out with omeprazole and lanzoprazole at

doses of 100 mg kg™ .

3.2. Effects of antisecretory drugs on the inflamma-
tory response

The inflammation induced by subcutaneous injec-
tion of carrageenan solution in the back of animals
results in a significant plasma exudation reaching
1.51 £0.2 ml, whilst the injection of sterile PBS
formed 0.09 * 0.06 ml. These values are significantly
different {p <0.001). The treatment with 10 and 100
mg kg™ ' pantoprazole or 100 mg kg™ ' cimetidine
{(i.p.) for 7 or 28 days did not modify the volume of
plasma exudation (Fig. 2). A steroidal anti-inflamma-
tory drug, dexamethasone was used as a positive
contrel for anti-inflammatory properties. The treat-

The numbers of polymorphonuclear celis (PMN} and mononuciear cells (MN) in air pouches & b afier the injection of carrageenan i rats
previously treated with vehicle {DMSOY), pantoprazole [0 and 100 mg kg™ !, cimetidine 100 mg kg™’ or dexamethasone 0.75 mg kg™ ! for 7 or

28 days
Treatment 7 days 28 days

PMN { x 10%) MN ¢ x 105 PMN { % 6% MN ( x 109
Vehicle 46.04 £ 6,99 596 1.20 82.19 + 20.59 8.07+£1.93
Pantoprazole 10 mg kg™ ! 69.30 £ 5.64 747+ 1.18 97.64 + 8.87 15.66 + 4.78
Pantoprazole 100 mg kg™’ 46.75 £ 9.26 3364 101 7973 £ 1042 707%1.55
Cimetidine 100 mg kg™’ 45.72 £ 5.87 5.82+40.72 156.72 £ 13.60 15.49 % 3.55
Dexamethasone 0.75 mg kg™ ! 17.49 £ 3.18%* 1.85 & E.15** 14.65 & 4.18%* 1.10 £ 0.46%*

Values are the means £ S EM. of 5-10 rats,
** p<0.01 compared to the respective vehicle group {DMSO).
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ment with 0.75 mg kg™ ' of dexamethasone (i.p.)
during 7 and 28 days exerted a potent anti-exudative
effect (p<0.01).

The injection of carrageenan resulted in an influx
of a mean of 52.00 £ 7.78 x 10° cells, whilst PBS
resulted in 2 influx of 2 mean of 6.93 + {.09 x 10°
cells. These values are also significantly different
(p<0.001). Treatment with pantoprazole for 7 or 28
days was not able to modify the carrageenan-induced
leukocyte accumulation in rat air pouches. Short- and
long-term treatments with dexamethasone effectively
reduced the number of cells present 6 h after carra-
geenan administration (p<0.01; Fig. 3). Neutrophils
are the predominant type of leukocyte found 6 h after
carrageenan injection (Table 1) and dexamethasone
was able to reduce polymorphonuclear neutrophil and
mononuclear cells migration (p<0.01 and p<0.035,
respectively). The carrageenan injection was per-
formed at 7 days in omeprazole and lanzoprazole-
treated groups, and these PPIs were unable to reduce
the exudation and leukocyte migration (data not
shown).

When H. pylori was used as an inflammatory
stimulus, there was no exudate formation into air
pouches (data not shown), but a significant leukocyte
migration may be observed (Fig. 4). In this set of
experiments, only the treatment with 0.75 mg kg™
dexamethasone for 7 and 28 days was able to inhibit
the leukocyte migration induced by H. pylori
(p<0.05). The treatment with pantoprazole and ci-
metidine did not modify the profile of cells that
migrated into the air pouches after H. pylori admin-
istration. Neutrophils are also the predominant type of
leukocyte found 6 h after H. pylori injection {Table 2)
and short and long dexamethasone administration was
able to reduce the content of polymorphonuclear
neutrophils and mononuclear cells (Table 2)

The amount of leukocytes in the peripheral blood of
all groups was assessed and a differential count was
performed. No significant changes were observed in
the number of leukocytes present in the peripheral
blood of groups treated with pantoprazole, omeprazole,
lanzoprazole, cimetidine or dexamethasone (data not
shown). The differential count demonstrates a reduced
number of mononuclear cells present in the peripheral
blood of animals treated with dexamethasone for 7
days (2.77 +0.32 x 10° leukocytes mi™ ' and 0.71 +
0.12 x 10° jeukocytes ml™ " for control and treated
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Fig. 4. Levkocyte counts in inflammatory exudates from air pouches
injected with H. pylori suspension in rats previously treated i. p. with
vehicle (DMSO), pantoprazole 10 and 100 mg kg™ ', cimetidine
100 mg kg™ ! or dexamethasone 0.75 mg kg™ for 7 (pancl A)or 28
days (panel B). The columns represent the means + S.E.M. of five
rats. **p <00} compared to the vehicle group.

with dexamethasone, respectively, p<0.01) and 28
days (1.73 £ 0.14 x 10° leukocytes m1™ ' and 0.49 +
0.11 x 10° leukocytes ml™ " for control and treated
with dexamethasone, respectively, p<0.05).

4. Discussion

The migration of PMN cells, In vivo, is dependent
upon their interaction with endothelial cells, and this
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Table 2

The numbers of polymorphonuclear cells (PMN) and moncnuctear cells (MN) in air pouches 6 k after the injection of /1 prlori suspension in
rats previously treated with vehicle (DMSQ), pantoprazole 10 and 100 mg ke~ ! cimetidine 100 mg kg™ ! or dexamethasone 0.75 ma ke for

7 or 28 days
Treatment 7 days 28 days

PMN ( % 10) MN ( x 10% PMN (% 10% MN ( % 169
Vehicie 41.91 £ 636 6.59 £ 0.62 11100+ 8,44 781134
Pantoprazole 10 mg kg™ ! 3023+£39s5 4.60 +0.89 178.89 + 5825 6.78 £ 1.93
Pantoprazole 100 mg kg™ ! 3235+589 569+ 1.14 i6234 £ 1596 712+ o4
Cimetidine 100 mg kg™' 30.26 £ 4.39 4.65 + 0.68 87.97 £ 13.60 5544213
Dexamethasone 0.75 mg kg™ 756 £0,95%* 2.29 £ 0.45** 986 £ 4.41%* 0.63 4 0.24%#

Values are the means + S EM. of 5-10 rata
**p<0.01 compared to the respective vehicle group (DMSO).

process is facilitated by various coordinately regulated
adhesion complexes that initiate ligand receptor inter-
actions in response to appropriate inflammatory stim-
uli [14]. The CDIV/CDI8 integrin family plays a
major role in the adhesion and transendothelial mi-
gration of PMN in vitro and in vivo, whilst intercel-
lular adhesion molecule-1 (ICAM-1) and vascular cell
adhesion molecule-l (VCAM-1) are expressed on
activated endothelial cells [15]. Several reports have
been published demonstrating the accumulation of
proton pump inhibitors, mainly omeprazole, in PMN
cells and their modulation of cell function. A reduced
PMN migration, in vitro, in response to chemoattrac-
tants such as fMLP- or zymosan-activated serum was
observed when cells were previously incubated with
omeprazole [4]. Omeprazole and lanzoprazole also
prevented, in vitro, the surface expression of CDilb
and CD18 on PMN and PMN adherence to endothe-
lial cells stimulated with H. pylori extract {7,16).
Therefore, the present study demonstrates that short-
and long-duration treatments with the proton pump
inhibitor, pantoprazole, at doses high enough to sup-~
press acid gastric secretion, do not modify the ability
of PMN cells to migrate to inflammatory focuses nor
do they reduce the exudation in response to carra-
geenan, a non-specific inflammatory stimulus. The
same results were observed following short treatments
with omeprazoie and lanzoprazole. The irritant, car-
rageenan, is widely used in different experimental
models of inflammation, resulting in exudation and
teukocyte migration dependent upon generation of
several mediators of inflammation [17].

We have previously demonstrated that the injection
of H. pyiori in rat air pouches evokes a pronounced
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neutrophil migration after 6 h paralle] to increased
prostaglandin, interleukin i-B and tumor necrosis fac-
tor production. This neutrophil migration is dependent
upon the amount of bacteria injected but independent of
strain genotype, suggesting that this response is medi-
ated by LPS or small protein fragments from H. pviori
[11]). Although H. pyvlori was not able to colonize rat
stomachs, this experimental model may represent a
useful tool for studying the leukocvte—bacteria inter-
action and the activity of drugs that may modulate this
interaction. Again, treatment with pantoprazole was
urable to reduce the ability of leukocytes to migrate in
response to H. pyvlori. Only dexamethasone, a classical
anti-inflammatory drug, was able to reduce the number
of celis present in the air pouches after both inflamma-
tory stimulus and exudatjon induced by carrageenan.
Steroidal anti-inflammatory drugs are powerful inhib-
itors of leukocyte trafficking in inflammation. Multiple
mechanisms have been proposed to account for this
action, including inhibition of adhesion molecule ex-
pression on endothelial cells and PMN [18]. The
administration of these drugs induces synthesis and
surface expression of lipocortin-1 on PMN and mono-
cytic cells, and it has been suggested that lipocortin-1
acts as a4 second messenger for the inhibition of
leukocyte migration [18].

A case of leukopenia associated with omeprazole
therapy was reported as the result of an autoimmune
reaction. The leukopenia began 72 h after omeprazole
treatment and was maximal on day 22 [19]. In addi-
tion, lanzoprazole was able to decrease the number of
monocytes cells by a mechanism independent of its
antisecretory action [20]. In contrast to this reports, in
the animals treated for 7 and 28 days with pantoprazole
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or for 7 days with other PPls, we did not observe
changes in the total number of leukocytes counted in
the peripheral blood at the end of treatment.

Based on our observations, we suggest that pan-
toprazole and other PPIs do not possess desirable or
undesirable ant-inflammatory actions in vivo.
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