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Abreviaturas
o H pylori: Helicobacter pylori
o AINEs: Antiinflamatorios no esteroideos
o GABA: acido y-aminobutirico
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o SODA: Severity of dispepsia assessment (por sus siglas en ingles)
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o GABAg: Receptor de GABA tipo B
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Resumen

Resumen

Introduccion

La bacteria Helicobacter pylori (H. pylori) y los anti-inflamatorios no esteroideos
(AINEs) son las principales causas de los desodrdenes gastrointestinales. El
tratamiento oral con el acido y-aminobutirico (GABA) regula las respuestas

inflamatorias en los modelos de artritis reumatoide (AR).

Objetivo

En el presente trabajo investigamos el efecto anti-inflamatorio de la ingestién oral del
GABOB, un producto metabdlico del GABA, en pacientes dispépticos con AR e
ingesta crénica de AINEs para determinar si la colonizacién de H. pylori contribuye a

la asociacion entre los AINEs y el dafio péptico.

Métodos

En el estudio se incluyeron 26 pacientes bajo tratamiento de AINEs y con sintomas
dispépticos. A todos los pacientes se les determiné si tenian o no infeccién por H.
pylori. Se determind la secrecion y expresion de TNF-a, TGF-a, IL-10, IL-8, NO y
TGF-B en biopsias de antro y duodeno antes y después del tratamiento con el
GABOB. También se realiz6 inmunohistoquimica y la evaluacién de Sydney, asi

como el cuestionario de evaluacion de gravedad dispéptica (SODA).

Resultados

De los 26 pacientes incluidos en el estudio 10 fueron H. pylori positivo y 16 H. pylori
negativo. No se encontré co-relacion entre la dosis, tipo de AINEs, tiempo de

1
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Resumen

consumo Yy presencia/ausencia de H. pylori con el tipo de gastropatia. En biopsias de
antro se encontraron valores elevados de IL-8 en pacientes H. pylori positivo aun
cuando no se encontrd co-relacion con el infiltrado inflamatorio. Los datos mostraron
qgue la secrecion de IL-8 aumento en biopsias de duodeno de pacientes H. pylori
positivo. También se encontré6 un aumento en Smad3 pero en biopsias de duodeno
de H. pylori negativo, mientras que el TGF-B disminuyo en el plasma de los mismos
pacientes. No hubo cambios significativos como resultado del tratamiento con el

GABOB.

Conclusién

Debido a que existe controversia acerca del papel que desempeia H. pylori y
el uso croénico de los AINEs en el riesgo de padecer dafio gastrico, los hallazgos de
este trabajo sugieren que el uso cronico y el tipo de AINEs puede ser un factor
independiente del riesgo de dafio a la mucosa gastrica y duodenal asi como la
presencia de la bacteria H. pylori puesto que no modifica la respuesta inflamatoria en
la poblacion estudiada, a pesar de la mejoria en los sintomas dispépticos después

del tratamiento con el GABOB.
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Abstract

Background: Helicobacter pylori (H. pylori) and non-steroidal anti-inflammatory
drugs (NSAID) are the major causes of gastric disorders. Oral GABA treatment down
regulates inflammatory responses in rheumatoid arthritis (RA) models. We
investigated the anti-inflammatory effect of oral ingestion of GABOB in dyspeptic
patients with RA and NSAID intake to establish if H. pylori colonization contributes to

the association between NSAID and peptic damage.

Methods: Twenty six patients with RA who took NSAIDs and dyspeptic symptoms
were recruited. Patients were tested for H. pylori infection. TNF-a, TGF-a, IL-10, IL-8,
NO, TGF-B expression and secretion were determined in antrum and duodenum
biopsy and plasma before and after GABOB treatment. Immunohistochemistry and
Sydney evaluation were also performed. Severity of dyspepsia assessment (SODA)

test was applied.

Results: Ten patients were H. pylori positive, and sixteen H. pylori negative. No
correlation between the dose, type of NSAID, time consuming and the presence of H.
pylori with gastropathy present were found. IL-8 presented higher values in antrum,
in positive H. pylori patients, and it correlated with greater inflammatory infiltration.

Our data showed changes that IL-8 secretion increases in H. pylori positive
duodenum biopsy, also an increased Smad3 expression was found in negative H.
pylori duodenum biopsies, and a decreased plasma TGF- level in the same

patients. Data did not show significant changes as a result of GABOB treatment.
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Conclusions: These findings suggest that 60% of H. pylori positive and 69% of H.
pylori negative patients considered an improvement in dyspepsia tolerability as a
result of the GABOB treatment. However, we believe that four weeks of GABOB

treatment did not improved inflammatory mediators in gastric biopsies, nor in plasma

levels.
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1. Introduccién

1.1. Artritis Reumatoide

En la actualidad, la artritis reumatoide (AR) es un problema de salud publica
importante, debido a que afecta a aproximadamente al 1% de la poblacion mundial
con una relacién de 3:1 en mujeres con respecto a hombres (Alarcon, 1995). La
artritis reumatoide se considera una enfermedad autoinmune y de etiologia
desconocida, que se caracteriza por ocasionar inflamacién crénica de las
articulaciones y tejidos circundantes (Emery, et al., 2002). La vida y las actividades
cotidianas de las personas con artritis reumatoide suelen verse afectadas
principalmente por el dolor y las deformidades que ocurren en manos y pies
ocasionados por esta enfermedad, estos sintomas derivan en una incapacidad total
de la persona que la padece, e incluso en pocos afos llega a ocasionar la muerte.
La destruccién de las articulaciones puede ocurrir dentro de un periodo de uno a dos
afios después de la aparicion de la enfermedad (Moctezuma, 2002; Aho, et al.,

1986).

Debido a que no se conocen las causas especificas de la artritis reumatoide, la
enfermedad se ha tratado durante muchos afios con diferentes farmacos como los
antiinflamatorios no esteroideos (AINES), que buscan limitar la inflamacion y el dolor

ocasionado por la artritis reumatoide.

1.2. Antiinflamatorios no esteroideos

Los AINEs son farmacos que se caracterizan por su accion antipirética, analgésica y
antiinflamatoria, son agentes altamente efectivos para el control del dolor
musculoesquelético y la inflamacion en una variedad de enfermedades asociadas

con ella como la artritis reumatoide y la osteoartritis. Ademas son los farmacos mas
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ampliamente usados en el mundo. Se reconoce que la mayoria de los pacientes con
AR que reciben AINEs, mejoran su calidad de vida. Pertenecen a este grupo los
silicilatos, pirezolonas, indoles y derivados (indometacina, sulindaco), un grupo
heterogéneo de acidos organicos (diclofenaco, ibuprofeno, naproxeno), oxicanos

(piroxicam), ketorolaco, nimesulida, meloxciam, etc.

Los efectos benéficos de los AINEs se deben a su habilidad para inhibir a las
ciclooxigenasas (COX)- 1 y 2, enzimas relacionadas con la produccién de
prostraglandinas en los sitios de inflamacion, las cuales al disminuir su produccion,
disminuyen la inflamacién (Tegeder, et al., 2001). La COX-1 participa en la sintesis
de las PG mucosas, en cambio la COX-2 es la forma inducible, pues se expresa en
respuesta al dafio tisular. La accion antiinflamatoria de los AINEs depende de la
inhibicién de la COX-2 (Tegeder, et. al., 2001). Sin embargo, un efecto a nivel topico
de los AINEs es producir una lesion que depende del indice de disociacién o pKa
gue tengan (el rango del pKa de la mayoria de ellos esta entre 3 y 5), lo que significa
gue en una solucién acida aumenta la proporcion de moléculas no ionizadas, muy
liposolubles, que pueden cruzar la membrana plasmatica. Por tal razén estos
farmacos se concentran preferentemente en los lugares de mayor acidez como el
estbmago, médula renal y zonas con isquemia o inflamacién, se sabe que hay una
atenuacion del contenido de fosfolipidos y la hidrofobicidad de la superficie de la

capa de moco gastrico disminuye (Lichtenberger, et. al., 1995).

Es esencial hacer una selecciéon y monitoreo cuidadoso de efectos potencialmente
adversos, estos farmacos son bien tolerados por la mayoria de los pacientes. Los

eventos gastrointestinales inducidos por los AINEs son mas comunmente reportados
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como efectos adversos de una u otra clase de drogas. Varios estudios han mostrado

un aumento en la prevalencia de Ulceras pépticas.

En los pacientes con AR es bien conocido que tienen mayor tendencia a desarrollar
una variedad de desérdenes gastrointestinales superiores. El uso a largo plazo de
los AINEs es aceptado como el factor de riesgo mas importante en el desarrollo de
ulceracién péptica, sin embargo, pocos estudios han sido realizados en pacientes
con AR. La prevalencia de Ulcera gastrica y duodenal ha sido reportada en un 13 %
y 11 % en pacientes con artritis crénica que consumen AINEs pero solo el 0.3 % vy el
1.4 % en la poblacion sin uso regular de AINEs (Scheiman, 1996). En un estudio
britanico fue detectado un 36% de enfermedades de Ulcera péptica en pacientes con
AR, pero no se observé diferencia entre los grupos con ulcera y los no ulcerados en

tratamiento con AINEs (Farah, et al., 1988).

Ademas de los agentes quimicos como los AINEs, existen también agentes
patégenos, como Helicobacter pylori (H. pylori), capaces de dafiar la mucosa
gastrica. Estos agentes son la mayor causa de las enfermedades gastroduodenales
y son los principales factores patogénicos en la Ulcera péptica (Brzozowski, et al.,

2006).

1.3. Helicobacter pylori

Helicobacter pylori (H. pylori) es una bacteria Gram negativa, tiene forma de bacilo
curvo que posee de 4 a 6 flagelos peritricos, coloniza la mucosa gastrica humana, es
microaerofilica y produce las enzimas ureasa, catalasa y oxidasa para adaptarse al

microambiente que infecta (Hernandez and Moge-Najera, 1994).
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H. pylori causa inflamacion crénica en la mayoria de las personas infectadas.
Durante la fase temprana de la infeccion la union de H. pylori con las células
epiteliales induce la activacion de factores de transcripcion como NF-xB y AP-1
(Naumann, et al., 1999; Keates, et al., 1999), los cuales son responsables de la
secrecion de quimiocinas como IL-8, entre otras (Peek, et al.,, 2010) capaces de
reclutar células polimorfonucleares (PMN), principalmente neutrofilos al sitio de
infeccion. Después se inicia la secrecion de RANTES, MIP-1a, MCP-1 (Goodwin, et
al., 1986). Este patron sugiere que la IL-8 y quimiocinas de la misma familia atraen
granulocitos en una fase temprana y posteriormente se incrementa la migracién de
células mononucleares, estas estirpes celulares, producen citocinas proinflamatorias
capaces de activar las diferentes células reclutadas. Después de la inflamacion
aguda inicial, la exposicion continua a los antigenos bacterianos induce la
generacion de una respuesta especifica de células T y B (Perez-Perez, et al., 1998;

Negrini, et al., 1997; Harris, et al., 2000; Smythies, et al., 2000).

Existen diferentes factores de virulencia bacteriana que juegan un papel importante
en el establecimiento de la infeccibn por H. pylori, tales como la isla de
patogenicidad cag (cagPAl). La isla fue descubierta en los 1990°s y se identificd que
la expresion de esta isla esta fuertemente asociada a la ulceracion péptica (Cover, et
al., 1990; Cabtree, et al., 1991). La isla tiene un DNA de insercion de 40 kb y este
codifica entre 27 y 31 genes (Akopyants, et al., 1998; Censini, et al., 1996; Covacci
and Rappuoli, 2000), el gen 18 codifica componentes bacterianos para el aparato de
secrecion tipo IV que exporta proteinas bacterianas a través de la membrana
bacteriana al interior de las células epiteliales gastricas del hospedero, lo cual le

confiere una mayor patogenicidad (Wroblewski, et al., 2010).
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La infeccion por H. pylori es la principal causa de la gastritis crénica, que es también
el hallazgo histologico mas comun en pacientes que consumen AINES y éste es mas
estrechamente asociado con la Ulcera péptica (Marshall, 1995). Esta presente en

mas del 90% de los pacientes con ulcera duodenal (Walsh and Peterson, 1995).

La infeccion por H. pylori representa una de las infecciones bacterianas mas
comunes en el mundo, en paises en vias de desarrollo, como México, la
seroprevalencia fluctia entre el 80% y el 90% (Perez-Perez, et al., 2004). H. pylori
es la uUnica bacteria clasificada como carcinébgeno humano por la International
Agency for Research on Cancer (IARC) y se ha asociado a diversas enfermedades
gastroduodenales. La infeccidn generalmente se adquiere en etapas tempranas de
la vida y s6lo décadas mas tarde se presentan las diferentes patologias (Sipponen,
1992; Uemura, et al., 2001).

La importancia de conocer los procesos que involucra la fisiopatologia gastrica
radica en que hoy en dia el cancer gastrico representa un problema de salud
publica, es el cuarto tipo de cancer mas frecuente y ocupa el segundo lugar a nivel
mundial. En México, en las ultimas décadas se ha informado un incremento de 4.43
a 9 casos por cada 100 000 habitantes (Fuentes-Panana, et al., 2009; Torres-Jasso
and Sanchez-Lopez, 2011). H. pylori es el principal determinante de la aparicion del
cancer gastrico (Correa, 1996). El riesgo de desarrollar cancer gastrico es seis veces
mayor en la poblacién infectada con H. pylori (Parsonnet, 1995). H. pylori es una
bacteria que infecta aproximadamente el 50% de la poblacion mundial (Amsterdan,

et al., 2006).
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1.4. Respuesta Inflamatoria de dafio

La infeccién por H. pylori favorece el establecimiento de un cuadro inflamatorio
cronico el cual produce dafio del epitelio gastrico que progresa al cancer. (Kusters,
et al., 2006). H. pylori induce infiltracion en la mucosa gastrica de leucocitos
polimorfonucleares, macrofagos, linfocitos T y B y estimula la secrecion de IL-8 y

otras moléculas que participan en la inflamacion (Ando, et al., 2006).

La respuesta inmune juega un papel fundamental en el dafio causado al epitelio
gastrico durante la infeccion por H. pylori. Los neutrofilos activados liberan radicales
libres del oxigeno y del nitrégeno que pueden dafar las células del epitelio gastrico
(Cabtree, 1996). Citocinas como IFN-y, TNF-a e IL-1p pueden inducir la apoptosis de
células epiteliales gastricas (Wang, et al., 2001; Rudi, et al., 1998) y alterar la
secrecion de moco participando en la lesion de la mucosa gastrica ademas
estimulan las células parietales incrementando la sintesis de gastrina y por lo tanto
la secrecion de acido, esto altera la homeostasis del estémago. El TNF-a disminuye
ademas el numero de células D del antro, en respuesta a la colonizacion cronica por
H. pylori. La inhibicion de secrecion de acido por niveles elevados de IL-1p, podrian
promover el desarrollo de atrofia gastrica, lo cual es un paso inicial en la via que

conduce a carcinogénesis en el estbmago (El-Omar, 2001).

Otra citocina que se expresa en la infeccion por H. pylori es la interleucina 10 (IL-10),
aunque su participacién en este proceso no esta muy claro, se sabe que es una
citocina antiinflamatoria potente y una importante reguladora de la respuesta inmune
de la mucosa. En estudios realizados en ratones deficientes de IL-10, se ha
propuesto que la IL-10 enddgena es un inhibidor de la respuesta inmune protectora

contra la infeccion por H. pylori. Ademas esta citocina, participa en la regulacion
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(negativa o0 a la baja) de las respuestas inflamatorias gastricas inducidas por H.
pylori, lo que confiere una ventaja de supervivencia a esta bacteria, promoviendo
mas efectivamente la colonizacion de la mucosa géstrica (Chen, et al., 2001). El
TGF-B, es una citocina multifuncional que regula diversos procesos celulares y juega
un papel central en diferentes estados de la cicatrizacion de la herida y regula
positivamente este proceso (Martin, 1997; Tanigawa, et al., 2005). El TGF-B es
liberado por los edsinofilos, entre otras células durante la infeccién por H. pylori y
puede modular la capacidad de la mucosa gastrica para mantener o regenerarse asi

misma (Prevete, et al., 2013).

El papel que desempefia H. pylori en pacientes que reciben AINEs ha sido
investigado con resultados controversiales como en la llamada gastritis reactiva, que
se ha sugerido como un descubrimiento prevalente caracteristico en pacientes que
consumen AINEs, pero también puede ser detectado en asociacion con el reflujo
biliar, alta ingesta de alcohol o cirugia gastrica (Taha and Russell, 1993; Sobala, et

al., 1993).

En nuestros dias, el papel que desempefia H. pylori en combinacion con los AINEs
en la induccidn de la respuesta inmune de la mucosa gastrica, permanece sin ser
comprendido completamente. Pocos estudios han examinado la interaccion
potencial entre los AINEs y la bacteria H. pylori produciendo resultados
contradictorios. Esta probleméatica ha propiciado la busqueda de nuevas estrategias
terapéuticas para el tratamiento y prevencion del dafio gastrico, una alternativa para

tratar éste desorden patoldgico es el uso del GABA y algunos analogos de éste.
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2. Antecedentes

Se ha demostrado que el acido ry-aminobutirico (GABA) y varios agentes
GABAEérgicos son reguladores importantes de las funciones gastrointestinales en el
sistema nervioso central. EI GABA es un neurotransmisor presente en el sistema
nervioso central y periférico. En el sistema nervioso entérico tiene acciones
estimuladoras e inhibidoras en las neuronas colinérgicas mesentéricas
postganglionares. EI GABA esta localizado en células epiteliales y fibras nerviosas
intrinsecas de la mucosa géstrica y la administracion exdégena estimula la liberacion
de la gastrina e inhibe la liberacion de la somatostatina en el antro gastrico de rata,
via receptor (Weigert, et al., 1998). Se ha demostrado que GABA puede aumentar la
proliferacion celular, posee un efecto antiulcerogénico y es importante en la
regulacion de acido gastrico y en la secrecion de moco gastrico (Hara, et al., 1990;

Abbas, et al., 1988).

Existe evidencia de que la administracion central de agonistas y antagonistas de
GABA causan una alteracion significativa en la motilidad, secrecién gastrica y el
transporte de electrolitos intestinales (Marcoli, et al., 2000; Rotondo, et al., 2010).
Algunos estudios sugieren la modulacion de la secrecidon de acido gastrico en ratas y
la influencia de la formacion de Ulceras gastricas experimentales. Estos efectos
parecen ser inducidos por su actividad inhibitoria sobre los factores de defensa de la
mucosa. Reportes en la literatura, indican que existen dos tipos de receptores de
GABA: GABAA y GABAg. Estos receptores estan localizados en membranas
gastricas en todas las regiones del estbmago de rata y en las neuronas sensoriales
aferentes primarias y modulan la neurotransmision nociceptiva (Harty, et al., 2004).

El GABA también es capaz de modular el tono gastrico a través de receptores
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GABAA y GABAg (Gallego-Sandin, et al., 2004). Se sabe que el GABA realiza sus
efectos antiulcerogénicos a través de sus diferentes receptores (Minano, et al., 1987,
Erdo, et al., 1989). El bloqueo del receptor GABAA previene las acciones de GABA
en las células enddcrinas del antro gastrico y su activacion resulta en una
consistente actividad antiulcerogénica (Minano, et al., 1987). El receptor GABAg
inhibe las neuronas colinérgicas y por lo tanto, bloquea la contraccion del musculo

liso.

El baclofen, un agonista del receptor GABAg, atenua la dispepsia funcional y parece
actuar mediante un mecanismo central (Liu, et al., 2011). Sin embargo, existe un
desacuerdo general en la literatura concerniente a los efectos GABAérgicos
caracteristicos sobre la secrecién de acido y la ulceracién. Se ha reportado que el
GABA por si mismo, aumenta (Tsai, et al., 1987), disminuye (Bhargava, et al., 1985)
y puede influenciar la secrecién de acido gastrico. En afios recientes, ha quedado
claro un entrecruzamiento entre el sistema inmune y el sistema nervioso. Algo
sorprendente es que, las células del sistema inmune por si solas expresan
componentes del sistema de neurotransmisores. El papel que desempefian los
neurotransmisores, los canales de iones, receptores y transportadores sobre la
funcién inmune y de regulacibn es un campo emergente de estudio. Estudios
recientes han demostrado que el sistema inmune es capaz de sintetizar y liberar
neurotransmisores clasicos como el GABA. El GABA ejerce varios efectos sobre las
células del sistema inmune, tales como activacion o supresion de la secrecion de
citocinas, modificacion de la proliferacion celular, asi como también puede afectar la
migracion celular. Parece ser que el GABA tiene un papel importante en las

enfermedades inmunoldgicas como la esclerosis multiple, diabetes tipo 1, la AR y
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también puede modular las respuestas a infecciones (Bhat, et al., 2010; Mendu, et
al., 2011; Wheeler et al., 2011). En un modelo de artritis reumatoide en ratén, el
tratamiento oral con GABA disminuye la respuesta inflamatoria (Tian, et al., 2011).
Kelley, et al., propuso que el GABA puede regular corriente abajo la actividad de la
via de las MAPK’s p38 para reducir la produccion periférica de las citocinas pro-

inflamatorias en las articulaciones afectadas por la AR.

En modelos experimentales, la administracion de GABA es capaz de proteger al
estbmago de lesiones inducidas por agentes quimicos nocivos y del estrés. Los
mecanismos postulados para explicar este efecto son la estimulacion de la sintesis
de prostaglandinas y el incremento del flujo sanguineo en la mucosa. Se ha
observado que la gastroproteccion del GABA contra la agresion del etanol y el estrés
estd mediada por la secrecién de prostaglandinas y la activacion de neuronas
aferentes gastricas, que secretan el péptido relacionado con el gen de la calcitonina

(CGRP) y promueven la liberacion de éxido nitrico (NO) (Harty, et al., 2004).

En afos recientes se ha observado que las neuronas participan en forma importante
en la defensa de la mucosa gastrica. La estimulacién central del vago protege contra
el dafio gastrico mediante la participacion de receptores muscarinicos y la resultante
liberacibn de prostaglandinas. Las prostaglandinas, particularmente la
prostaglandina E, (PGE-,), son importantes para el mantenimiento de la integridad de
la mucosa gastrica cuando los mecanismos de defensa neuronales estan alterados.
La estimulacién de neuronas espinales aferentes, por otra parte, ejercen su efecto
protector mediante el CGRP vy la sintetasa de 6xido nitrico inducible (NOS), (Peskar,
2001). El dafio gastrico se acompafia de niveles gastricos bajos del CGRP asi como

del TGF-a (Vongthavaravat, 2003).
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Por otro lado, se sabe que el acido 4-amino-3-hidroxibutanoico (GABOB) es un
ligando enddgeno que se encuentra en el sistema nervioso de mamiferos (Kelley, et
al., 2008). Este es un producto metabdlico del GABA. El GABOB tiene propiedades
anticonvulsivas, otros estudios han sugerido que éste puede mejorar el aprendizaje y
la funcion de la memoria, probablemente a través de un mecanismo colinérgico, asi
como impulsar la liberacién de la hormona de crecimiento. Recientemente, Liu et al.,
demostré que el GABOB, presumiblemente por la via de activacion del receptor
GABAg, significativamente atenta la conducta y las respuestas visceromotoras de la
distensiobn mecanica géastrica (Liu, et al., 2011). Se ha observado que la
administracion de GABOB aumenta la proliferacion en tejido de la regién escapular
de rata macho, exhibe una actividad antiulcerogénica (Nagai, et al., 1971) y estimula
los receptores de GABAA en tejido vascular de rata (Enero, et al., 1988). Los autores
consideran que la via de sefalizacion GABAérgica es un blanco potencial para el
tratamiento de la dispepsia funcional y condiciones relacionadas (Rotondo, et al.,

2010).

El efecto del GABA sobre la proteccién de la mucosa gastrica estd ampliamente
estudiado. Sin embargo, el efecto benéfico de la administracion del GABOB sobre el
dafo gastroduodenal inducido por H. pylori en combinacion con AINEs carece de

estudios que documenten su uso.
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3. Justificacién

Los AINEs son utlizados para tratar enfermedades inflamatorias cronicas
autoinmunes como la AR. La AR es un problema de salud publica, puesto que es
una enfermedad incapacitante que afecta la calidad de vida, productividad y
economia de quien la padece. En forma concomitante, se observé que
aproximadamente el 40% de personas con AR estaba infectado por H. pylori. En
México, la seroprevalencia estimada de esta infeccion es de 80%-90%. La infeccién
por H. pylori, asociada al uso cronico de AINEs, incrementa el riesgo de desarrollar
dafio gastroduodenal y sus complicaciones (hemorragia, perforacion) en pacientes

con AR.

En las dltimas décadas, la investigacion se enfoc6 al desarrollo de medidas
farmacoldgicas nuevas para la prevencion y tratamiento del dafio gastroduodenal
inducido por la infeccion por H. pylori y el uso de AINEs. Resultado de estas
investigaciones fueron los inhibidores de la bomba de protones (H+) y los inhibidores
selectivos de las ciclooxigenasas 1 (COX-1) y 2 (COX-2). Actualmente, estos
inhibidores son de los més utilizados en pacientes con AR. Sin embargo, al inhibir la
bomba de protones, la sintesis de prostaglandinas y otras moléculas conducen, con
frecuencia, al desarrollo de efectos indeseables como la sobrepoblacion bacteriana

intestinal, polipos gastricos, hipertension y hemorragia.

Recientemente, se observo que las neuronas participan en forma importante en la
defensa de la mucosa gastrica. La estimulacién central del vago protege contra el
dafio gastrico mediante la participacion de receptores muscarinicos y la resultante
liberacion de prostaglandinas. En modelos experimentales, la administracion de
GABA protege el estbmago de lesiones inducidas por agentes quimicos nocivos y el
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estrés. EI GABOB es una molécula similar al GABA y con efectos también
semejantes. Esta indicado para el tratamiento de problemas relacionados con la
ansiedad. Su utilidad como profilactico en el tratamiento del dafio gastroduodenal
secundario a agentes quimicos soOlo se ha explorado en animales de
experimentacion, en los cuales se observo una reduccién del dafo. El presente
estudio, propone el uso del Gamibetal (GABOB) sobre el dafio inducido por agentes
infecciosos y quimicos, como una posible terapia alternativa para la prevencion y el
tratamiento del dafio en la mucosa de pacientes con AR. De probarse el efecto
benéfico del GABOB, se dispondria de una alternativa eficaz y econémica, a los
inhibidores de bomba actualmente utilizados para prevenir y tratar el dafio
gastroduodenal inducido por AINEs y H. pylori. Ademéas de tener implicaciones
terapéuticas, este estudio proporciona evidencia sobre los procesos involucrados en
la respuesta inflamatoria cronica del estbmago, derivado del dafio ocasionado por la

presencia de H. pylori y los AINEs en pacientes con AR.
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4. Objetivos

4.1 General

Evaluar el efecto del GABOB en la proteccion de la mucosa gastrica asociada
a la modificacion de la respuesta inflamatoria inducida por la presencia de
Helicobacter pylori y por el uso crénico de antiinflamatorios no esteroideos en

pacientes con artritis reumatoide.

4.2 Particulares

Determinar el cambio en el dafio de la mucosa gastrica a nivel histolégico en
pacientes con AR con tratamiento de AINEs con/sin infeccion por H. pylori en

biopsias gastricas.

Evaluar la respuesta inflamatoria en pacientes con AR con ingesta de AINEs
con/sin infeccion por H. pylori en biopsias gastricas a nivel de secrecion asi
como en concentracion plasmatica antes-después de la administracion de

GABOB.

Determinar la participacion en la respuesta inflamatoria de las enzimas COX-
1y COX-2 y de los factores de transcripcion NF-xB y Smad3 en pacientes con
AR con tratamiento de AINEs con/sin infecciébn por H. pylori en biopsias
gastricas a nivel de la expresion antes-después del tratamiento con el

GABOB.
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5. Hipotesis

» La administracion de GABOB modificara la respuesta inflamatoria y disminuira
el dafio a la mucosa gastrica de pacientes con artritis reumatoide y dafio
gastroduodenal inducido por la presencia de Helicobacter pylori y el uso

cronico de antiinflamatorios no esteroideos.
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6. Métodos

6.1 Tamafio de muestra

En ausencia de antecedentes que sustenten el célculo formal de un tamafio de
muestra, se propuso estudiar 10 pacientes positivos a la presencia de H. pylori y
gastropatia por AINEs y 16 pacientes negativos a H. pylori y gastropatia por AINEs
(18 = 70 afios de edad). Este tamafio de muestra fue suficiente para documentar un
= 80% de la mejoria en sintomas observada en pacientes con dispepsia tratados con
dosis terapéuticas de inhibidores de la bomba de protones, con un nivel de
significancia de 0.05 (dos colas), un poder del 90% y un porcentaje de pérdidas de

10% (Rabeneck, et al., 2001 y 2005).

6.2 Pacientes

Se incluyeron pacientes con diagnéstico de AR y presencia/ausencia de H. pylori
sustentado clinica-, bioquimica- e histolégicamente.

Debido a que se tuvieron dos grupos de estudio, todos los pacientes que cumplieron
con los criterios de seleccion fueron asignados al tratamiento. Todo paciente
candidato a participar fue debidamente informado respecto a los objetivos,
desarrollo, riesgos y beneficios del estudio, firmé voluntariamente una carta de
consentimiento elaborada acorde con lo indicado en la Declaracion modificada de

Helsinki y la Ley General de Salud en materia de investigacion en salud.
Inclusion

Pacientes con diagnostico temprano de AR y presencia o ausencia de H. pylori,
edad entre 18 y 70 afos, bajo tratamiento con AINEs (uso diario durante =2

semanas 0 uso irregular por sintomas gastrointestinales), con malestar o dolor
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abdominal superior a una semana de duracion que amerito la realizacion de estudio
endoscopico y en quienes se demostré dafio gastroduodenal superficial. Las
pacientes en edad reproductiva estuvieron bajo régimen anticonceptivo y sin estar
lactando. Los pacientes incluidos en el estudio debieron cumplir en por lo menos
80% de las indicaciones dietéticas durante la fase de estandarizacion y firmaron el

consentimiento informado respectivo.
Exclusion

Pacientes fumadores, con consumo excesivo de alcohol, hipotensos, con trastornos
de la coagulacién, con pirosis como sintoma unico, ictericia, cirugia gastrica previa,
pérdida de peso no intencional (>5 Kg en los 6 meses previos), con historia de
melena o hematemesis en los 3 meses previos, con hemorragia activa de tubo
digestivo alto, con Ulcera gastrica y/o duodenal demostrada por endoscopia, con
enfermedad terminal, con inmunocompromiso severo (SIDA), 0 quienes estuvieran
recibiendo tratamiento con antibiéticos, bloqueadores H, o inhibidores de bomba de

protones.
Eliminacion
Pacientes quienes, una vez incluidos en el estudio no cumplieron con por lo menos

dos semanas de tratamiento.

6.3 Variables a medir
Clinicas. Se evaluaron los sintomas asociados al dafio gastroduodenal por AINEs
mediante el cuestionario SODA por sus siglas en inglés (severity of dispepsia
assessment) (Rabeneck, et al., 2001). La ocurrencia de efectos adversos se
determind con mediciones de presion arterial en tres posiciones, interrogatorio

orientado hacia hemorragia de tubo digestivo (hematemesis, melena), anorexia y
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mareo. El apego se evalud por interrogatorio y conteo de tabletas, y fue calificado
como adecuado cuando hubo por lo menos un 80% de cumplimiento con las

indicaciones dietéticas y la toma del GABOB.

Bioquimicas. Para la vigilancia de hemorragia de tubo digestivo alto, se busco
sangre oculta en heces y se hicieron determinaciones periodicas de hemoglobina. La
actividad de AR se determind mediante la velocidad de sedimentacion globular

(VSG) y proteina C reactiva (PCR).

Endoscopicas. Se evalud la presencia de ulcera (pérdida de la superficie epitelial
que penetra hasta la muscularis mucosae de >5mm de diametro), erosiones
(lesiones mucosas superficiales y pequefias de <5mm de diametro) y hemorragia en
la mucosa gastroduodenal. Se tomaron 18 biopsias de antro y 18 de la region

proximal del duodeno por paciente antes y después del tratamiento con el GABOB.

El estudio endoscopico se realizé en dos ocasiones, una con fines diagnésticos y
otra con fines de seguimiento. La realizacion de ambas endoscopias fue
indispensable para valorar el estado inicial y final de la mucosa gastroduodenal y la
toma de biopsias cuyo analisis permiti6 estudiar los mecanismos fisiopatogénicos

involucrados en el dafio gastroduodenal por AINEs y H. pylori.

Histologicas. Las biopsias de antro tomadas al inicio del tratamiento se tifieron con
Hematoxilina&Eosina y se examinaron por microscopia de luz. Se evalué la

presencia de infiltrado inflamatorio, inflamacién activa y/o crénica, e infeccion por H.
pylori.
Estudios especiales. Los niveles de interleucina 8 (IL-8) interleucina 10 (IL-10), factor

de necrosis tumoral tipo o (TNF-a), factor transformante de crecimiento tipo o (TGF-

a), factor transformante de crecimiento tipo B (TGF-B), oxido nitrico (NO) fueron
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determinados mediante ELISA en plasma y en biopsias de antro y duodeno, las
anteriores y oxido nitrico sintetasa inducible (iNOS), péptido relacionado con el gen
de la calcitonina (CGRP), COX-1, COX-2, determinados por RT-PCR en tiempo real
en biopsias de antro y duodeno. El factor nuclear kB y Smad3 en sobrenadantes de
homogeneizados de mucosa gastroduodenal fueron determinados por western-blot.
COX-1, COX-2 y Caspasa 3 determinados por inmunohistoquimica. Todas las
determinaciones se realizaron antes y después del tratamiento con el GABOB

acorde a las instrucciones de los ensayos especificos.

Frecuencia de las mediciones. La sintomatologia, el apego a las instrucciones
dietéticas y los efectos adversos se evaluaron en cada visita (Visitas -1 a 4). La
busqueda de sangre oculta en heces, la biometria hematica, la VSG y PCR se
realizaron en todas las visitas de la fase experimental (Visitas 0 a 4). Los estudios
endoscopicos y la determinacion de IL-8, IL-10, TNF-a, TGF-a, TGF-, NO, iNOS,
CGRP, COX-1, COX-2, NF-«xB y Smad3 en mucosa gastrica y duodenal se

realizaron al inicio y final de la fase experimental (Visitas 0 y 4).

6.4 Disefio Experimental

Ensayo clinico fase Il, tipo antes-despueés, estratificado por presencia/ausencia de H.

pylori y con 4 semanas de seguimiento.

Fase de Fase
Infectados L .
con H. pylori estandarizacion experimental
bacientes n=10 \ 1semana 4 semanas
le e | | | Nl
con AR/ N 0 T T T >
Visita Visita Visita Visita Visita Visita
™S Noinfectados -1 0 1 2 3 4
conH. pylori
n=16

Puesto que no hay antecedente clinico sobre el uso de gamibetal (GABOB) en

pacientes con dafio gastroduodenal por AINEs e infeccién por H pylori, se propuso
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un ensayo clinico exploratorio fase I, donde cada participante fungié como su propio
control. Con este disefio se desea evaluar si el efecto hipotético realmente ocurre vy,
de ser asi, justificar la realizacion de un ensayo clinico aleatorio fase Ill. Una vez
cumplidos los criterios de seleccion y mientras se programé y realizé el estudio
endoscopico de inicio, los candidatos fueron sometidos a una fase de
estandarizacion dietética de una semana de duracion (Visita -1 a Visita 0), cuyo
propésito fue eliminar todo alimento condimentado o irritante, asi como bebidas que
contengan cafeina o alcohol. Estas indicaciones dietéticas fueron seguidas durante
todo el estudio. La documentaciéon endoscoépica de erosiones, asi como un apego
adecuado a las indicaciones dietéticas durante el periodo de estandarizacion,
permitieron la incorporacion del paciente al estudio, iniciAndose entonces la fase
experimental de cuatro semanas de duracion (Visita 0 a Visita 4). Durante esta fase,
los pacientes siguieron una dieta libre de irritantes, cafeina y alcohol, asi como la
administracion de una tableta de 250 mg de GABOB (Gamibetal®) una vez al dia
durante cuatro semanas y fueron evaluados clinica- y bioquimicamente cada
semana. Al finalizar el estudio (Visita 4), se repitio el estudio endoscopico con toma

de biopsias gastroduodenales.

6.5 Metodologias

6.5.1 Determinacién de secrecioén de citocinas y otras moléculas

La secrecion de mediadores de inflamacion IL-8, IL-10, TNF-a, TGF-a, TGF-f y NO
en el sobrenadante de los homogeneizados de biopsias de antro y duodeno y en el
plasma se determind por medio de ELISA (Biolegend, San Diego, CA; R&D systems,

Mineapolis, MN; BD Bioscience, New Jersey, EU). Las microplacas de poliestireno
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(NUNC y CORNING, New York, EU) se sensibilizaron con un anticuerpo monoclonal
especifico contra cada una de estas citocinas y otras moléculas. Se agrego el
sobrenadante o plasma, o bien las diluciones del estandar de la citocina
correspondiente y se incubaron por 2 h a temperatura ambiente. Se adicion6é un
segundo anticuerpo policlonal especifico marcado con biotina y un agente
enzimatico conjugado de avidina-peroxidasa para llevar a cabo la reaccion
enzimatica. Se agregé una solucién substrato formada por tetrametilbencidina y
peréxido de hidrogeno produciendo un compuesto colorido. La reaccién se detuvo
por una soluciébn de paro de acido sulfurico (H.SO4) 2N. Entre cada paso se
realizaron lavados con una solucién amortiguadora de fosfatos y 0.05% de Tween-
20. Todo el proceso se realizd en condiciones de agitacion constante a 200 rpm
(Thermomixer R, Eppendorf, North Ryde, NSW). Las concentraciones de cada
reactivo o soluciéon se consideraron acorde a las instrucciones del proveedor). La
absorbancia se midi6 a 450 nm en un lector de placa (Multiskan Ascent,
Labsystems, Argentina) y las concentraciones de citocinas (pg/mg y pg/ml) se

obtuvieron con base a la curva estandar.

6.5.2 Determinacion de la expresion de RNAm de IL-8, IL-10, TNF-a, TGF-a,
TGF-B, INOS, CGRP, COX-1y COX-2 por PCR en tiempo real.

Se aislé el RNA total de biopsias de antro y duodeno almacenadas en RNA later
(Ambion, Austin, Texas) utilizando un ensayo comercial (High Pure RNA isolation kit,
Roche®, Indianapolis, EU). 40 pL (0.5-1.0 pg) de cada RNA total fueron transcritos a
cDNA utilizando un ensayo comercial (Transcriptor first strand cDNA sintesis Kkit,
Roche®, Indianapolis, EU). Para realizar la PCR tiempo real, se disefaron

iniciadores especificos (Tabla 1), con la ayuda del Universal Probe Library Assay
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Design Center (Roche®, Indianapolis, EU) y se ocuparon ademas sondas Universal
Probe Library (UPL®) marcadas con el fluorocromo FAM para cuantificar los niveles
de expresion de IL-8, IL-10, TNF-a, TGF-a, TGF-B, INOS, CGRP,COX-1y COX-2, los
cuales se normalizaron utilizando como gen endogeno gliceraldehido 3 fosfato
deshidrogenasa (GAPDH). La reaccion de PCR se realizo adicionando 2 uL (3ug) de
cDNA y mezcla de reaccion comercial (Probes Master Light Cycler 480, Roche®,
Indianapolis, EU) en un volumen total de reaccion de 10 pl y se corrié a 50°C por 2
min y 95°C durante diez min seguido por 45 ciclos a 95°C 15 s, 60°C 1h en el

LightCycler® 480 (Roche®, Indianapolis, Estados Unidos).

Tabla 1. Secuencias de iniciadores especificos utilizadas para amplificacién en PCR tiempo real

Mediador Secuencia de Iniciador (5= 3) Sonda

TNF-a F: GCCAGAGGGCTGATTAGAGA 29
R: CAGCCTCTTCTCCTTCCTGAT

TGF-a F: TTGCTGCCACTCAGAAACAG 63
R: ATCTGCCACAGTCCACCTG

TGF-B F: CAGCCGGTTGCTGAGGTA 72
R: GCAGCACGTGGAGCTGTA

IL-10 F: ACAGGGAAGAAATCGATGACA 30
R: TGGGGGAGAACCTGAAGAC

IL-8 F: ATGGTTCCTTCCGGTGGT 72
R: AGACAGCAGAGCACACAAGC

INOS F: TTCTTCACTGTGGGGCTTG 16
R: CACAGGTCTCTTCCTGGTTTG

COX-1 F: CACCCATGGGAACCAAAG 4
R: TGGGGGTCAGGTATGAACTT

COX-2 F: TCACCGTAAATATGATTTAAGTCCAC 23
R: CTTCACGCATCAGTTTTTCAAG
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CGRP F: GTGATTTCATGTCCCCCTGA 21
R: CCGTCAGCCACCCTATTG

GAPDH F: GCCCAATACGACCAAATCC 60
L: AGCCACATCGCTCAGACAC

% F: Forward, R: Reverse Primers

6.5.3 Determinacion de COX-1, COX-2, NF-kB y Smad3 mediante inmunoblot.

La proteina total fue aislada de biopsias de antro y duodeno con una solucion
amortiguadora de lisis que contenia un reactivo de extraccion T-PER (Pierce,
Rockford, IL, EU), 1 tableta de complete (Roche®, Indianapolis, EU), 1 tableta de
PhosphoStop (Roche®, Indianapolis, EU), 0.1mM de DL-Ditiotreitol (Sigma, St. Louis
MO, EU) de acuerdo con los protocolos del fabricante. La cuantificacion de proteina
total se determin6 por un estuche comercial de BCA (Pierce, Rockford, IL, EU). La
separacion de las proteinas se realiz6é en geles de poliacrilamida Tris-Glicina (Lonza,
Switzerland) y se transfirieron a una membrana de difluoruro de polivinilidina (GE
healthcare, Fairfield, CT EU). Las proteinas fueron determinadas mediante
anticuerpos contra  anti-ciclooxygenase-1/PTGS1/COX1, anti-ciclooxygenase-
2/IPTGS2/COX2 (Imgenex, San Diego, CA), anti-phospho-NF-xB p65 y phospho-
Smad3 (Cell Signaling Technology, Boston, EU), respectivamente. Posteriormente
las membranas fueron incubadas con anticuerpos secundarios anti-cabra o anti-
conejo conjugados con peroxidasa de rabano, dependiendo del origen del anticuerpo
primario. Las bandas inmunoreactivas fueron identificadas con un substrato de
deteccion quimioluminiscente (Millipore, Billerica MA, EU). Finalmente en las mismas
membranas, la cantidad de proteina se normalizdé con un anticuerpo de anti-B-actina

(BD Transdustions Laboratories, New Jersey, EU).
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6.5.4 Determinacion de COX-1, COX-2 y Caspasa 3 mediante Inmunohistoquimica

La deteccidon de las COX-1, 2 y Caspasa 3 in situ en tejido gastrico se realizd por
inmunohistoquimica por el método de la peroxidasa y avidina-biotina con anticuerpos
especificos para las enzimas COX-1, COX-2 y caspasa 3. Se eliming la parafina de
las muestras de tejido gastrico en una olla de presion a 90°C durante 15 min y se
hidrataron en xilol, alcohol-xilol, etanol absoluto, alcohol al 96% y agua destilada
durante tres min y en agitacion. Posteriormente las laminillas se incubaron con una
solucién de peroxidasa (mouse/rabbit immunodetector peroxidase blocker, Bio SB,
Sta. Barbara CA EU) durante 5 min para bloquear la actividad de peroxidasa
endogena. Las laminillas se incubaron durante 45 minutos a 37°C con el anticuerpo
primario de COX-1(Ciclooxigenasa/Cox 1 (Abcam; EU), COX-2 Ciclooxigenasa-
2/PTGS1/Cox-2 (Imgenex, San Diego, CA, EU) o Caspasa 3 (Santa Cruz, CA, EU) a
una dilucion 1:100 en diluyente green (DaVinci Green Diluent, Biocare Medical,

Concord, CA, EU).

Los tejidos se incubaron con el anticuerpo secundario biotinilado correspondiente
(Hercep Test for Dako Autostainer, Dako, CA, EU) durante 30 min a temperatura
ambiente. Posteriormente se adicion0 diaminobencidina como substrato
(Mosue/Rabbit immuodetector HRP/DAB detection system, Bio SB, Sta. Barbara,
CA, EU), esta reaccion produjo un color café en las células inmunoreactivas. Las
muestras sé contra-tineron con hematoxilina de Harris y se deshidrat6 el tejido con
alcohol al 96%, alcohol absoluto, solucién de alcohol absoluto/xilol, xilol y se

montaron con merkoglass (Merck, Darmstadt, Alemania).
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6.5.4.1 Evaluacion de grado de Tincion

La evaluacion de las COX-1 y COX-2 se realizé de acuerdo con el siguiente sistema
de escala: la intensidad de la tincion fue graduada como ausente (0), débil (1),
moderada (2), o fuerte (3), el area de tincion positiva como <10% (0) de todas las
células tefiidas en el citoplasma, 10-40% (1), 40-70% (2) 6 >70% (3) y la tincién de
glandulas positivas como ausente (0), superficial (1), intermedio (2) y profunda (3). El
total de escalas por grado y area de tres o0 mas fue definida como expresion positiva
y menos de tres como negativa de acuerdo con Xiong et al. 2005. La caspasa 3 fue

evaluada por un patélogo experto en diez campos con alto poder de resolucion.

6.5.5 Evaluacion Histologica

Las laminillas tefiidas con H&E fueron examinadas y evaluadas por el sistema de

evaluacion de Sydney (Dixon, et. al., 1996).

6.6 Analisis Estadistico

Las variables cuantitativas (bioquimicas, estudios especiales) se resumieron en
términos de medianas e intervalos (valores minimo y maximo). El analisis del cambio
se hizo mediante la prueba de los rangos sefalados de Wilcoxon. Para analizar las
diferencias entre grupos se empleé la U de Mann-Withney y. El analisis entre
diferentes grupos se hizo mediante la prueba de Kruskal-Wallis. Un valor P <0.05 fue
considerado como estadisticamente significativo y un valor P<0.1 fue considerado

como tendencia estadistica.
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7. Resultados

7.1 Datos demogréficos de los pacientes

En el estudio se incluyeron un total de 26 pacientes, de los cuales 10 (género
femenino) fueron H. pylori positivo con una mediana de edad de 37 afios (minimo de
23 y méximo de 64) y 16 pacientes (15 femenino/1 masculino) H. pylori negativo con
una mediana de edad de 52 afios (minimo de 36 y maximo de 69 afios). Todos los
pacientes tomaron AINEs, 31% de ellos tomaron indometacina, 31% diclofenaco y el
resto de los pacientes tomaron algun otro tipo de AINEs (ibuprofeno, sulindaco,
naproxeno, piroxicam, paracetamol). Los pacientes tomaron diferentes dosis de
AINEs durante diferentes periodos de tiempo, desde 2 meses hasta 10 afios. Los
sujetos del estudio presentaron diferentes gastropatias evaluadas mediante
endoscopia: gastropatia nodular y erosiva, gastritis cronica leve superficial en antro y
cuerpo, gastropatia eritematosa y erosiva antral, gastropatia crénica con cambios
por reflujo alcalino en cuerpo y antro, gastritis crénica folicular inactiva. No se
encontro relacion entre el tiempo de ingesta de los AINES, el tipo de gastropatia y la
presencia o ausencia de la bacteria H. pylori. El cuestionario SODA, que es un
instrumento valido para usar como medida de tolerabilidad de sintomas dispépticos,
fue aplicado en todos los pacientes en la visita 1 y al final del tratamiento con el
GABOB. Los resultados mostraron que el 60 % de pacientes H. pylori positivo y el 69
% de pacientes H. pylori negativo mejoraron la tolerabilidad a los sintomas

dispépticos como resultado del tratamiento con el GABOB.
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7.2 Elementos inflamatorios y muerte celular en mucosa gastrica

7.2.1 Evaluacion de Sydney

Se evaluaron las biopsias de antro en la visita 0, después de la estandarizacion
dietética y antes del tratamiento con el GABOB de cada uno de los pacientes
incluidos en el estudio. Las biopsias se tifieron con hematoxilina-eosina y se realizo
la evaluacion histolégica. Se observo infiltrado mononuclear en pacientes H. pylori
positivo (30% medio y 70% moderado), mientras que en las biopsias de pacientes H.
pylori negativo se observé un 50% (43.75% medio y 6.25% moderado). El infiltrado
polimorfonuclear en los casos de H. pylori positivo fue de 80% (70% medio y 10%
moderado). En H. pylori negativo se presenté 12% de infiltrado neutrofilico (6.25%
medio y el mismo porcentaje de moderado). Los neutrofilos se encontraron en la
lamina propia, particularmente en el epitelio glandular, cuello y lumen foveolar. Las
células mononucleares se presentaron en la lamina propia de la mucosa gastrica e

infiltrado linfoplasmocitario en el citoplasma.

Se evalud la muerte celular mediante la caspasa 3 activa y el dafio inflamatorio en
biopsias de antro en la visita 0, después de la estandarizacién dietética y antes del

tratamiento con el GABOB (Figura 1).

El estado inflamatorio de pacientes H. pylori positivo y negativo se corroboro con el
infiltrado linfoplasmocitario que se observé en las biopsias de mucosa antral, se
encontré principalmente neutréfilos (PMN), linfocitos (LYM) y células plasmaticas
(PC) en la lamina propia de la mucosa gastrica (Figura 2a). También se observaron

células apoptoticas determinadas en 10 campos de alta resolucion en cada biopsia.
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No se encontrd diferencia entre pacientes H. pylori positivo y negativo, se encontré

una media de 23 células apoptdticas por 10 campos de alta resolucion (Figura 1b).

Figura 1. Elementos inflamatorios y de muerte celular en mucosa gastrica de pacientes con AR bajo

tratamiento de AINEs. A) biopsia de mucosa antral tefiida con Hematoxilina-Eosina antes del
tratamiento con el GABOB, se observa el infiltrado linfoplasmocitario principalmente en la lamina
propia de la mucosa gastrica (neutrofilos (PMN), linfocitos (LYM) y células plasmaticas (PC)). B)
Inmunohistoquimica de caspasa 3 en biopsia de antro antes del tratamiento con el GABOB, se

observan células apoptéticas (APC) en un campo de alta resolucion.

7.3. Secrecion in situ de TNF-a, TGF-a, TGF-f, IL-10, IL-8 y NO

La mediana de secrecion de contenido de los mediadores IL-8, IL-10, TNF-a, TGF-q,
TGF-B y NO de biopsias de antro y duodeno antes y después del tratamiento con el

GABOB, expresada como pg/mg de proteina, se muestra en las tablas 2 y 3.

Tabla 2. Mediana de secrecién del contenido de mediadores de dafio gastrico en biopsias de antro.

ANTRO
MEDIADOR ANTES DEL GABOB | DESPUES DEL GABOB P
IL-8 121.25(77.81-169.17) 105.41(87.37-150.75) P<0.90
IL-10 22.55(3.26-129.07) 11.71(0-71.87) P<0.70
TNF-a 39.73(14.82-64.12) 27.481.42-71.5) P<0.34
TGF-a 20.08(115.17-326.30) 19.80(132.80-263.78) P<0.26

32

Efecto del GABOB en pacientes con AR y tratamiento de AINEs en presencia/ausencia de Hp



Resultados

TGF-B

0(0-1)

1(0-1)

P<0.73

NO

77.05(27.95-104.84)

51.01(30.39-86.43)

P<0.30

Mediana (percentil 25 y 75) expresada en pg/mg de proteina en biopsias de antro y duodeno.*P<0.05

significancia estadistica, **P<0.1 tendencia estadistica obtenida por medio de la prueba de rangos

sefialados de Wilcoxon. (GABOB= acido y-amino-B-hidroxibutirico).

Tabla 3. Mediana de secrecién del contenido de mediadores de dafio gastrico en biopsias de

duodeno.
DUODENO
MEDIADOR ANTES DEL DESPUES DEL GABOB P
GABOB
IL-8 30.01(16.28-74.08) 65.04(38.51-102.2) P<0.007
IL-10 17.34(0-49.33) 19.98(0-35.41) P<0.37
TNF-a 32.66(2.08-72.5) 44.24(1.4-71.5) P<0.20
TGF-a 21.08(131.6-353.1) 20.37(131.7-341.4) P<0.92
TGF-B 0(0-479.2) 408.15(1-576.8) P<0.24
NO 47.07(27.37-108.4) 71.77(24.27-106.3) P<0.38

Mediana (percentil 25 y 75) expresada en pg/mg de proteina en biopsias de antro y duodeno.*P<0.05
significancia estadistica, **P<0.1 tendencia estadistica obtenida por medio de la prueba de rangos

sefialados de Wilcoxon. (GABOB= &cido y-amino--hidroxibutirico).

La mediana de secrecion de IL-8 en duodeno presentd significancia estadistica
(p<0.007) entre el antes-después de la administracién del GABOB con una mediana
de 30.01 pg/mg (16.28-74.08) antes y una mediana de 65.04 pg/mg (38.5-102.2) de
proteina después del tratamiento con el GABOB. También se encontrd significancia
estadistica en el antes y después del tratamiento con el GABOB entre antro y
duodeno (p<0.000) (Grafica 1a). ElI TGF-p uUnicamente presentd significancia
estadistica entre el antes del GABOB en antro comparado con el duodeno (p<0.01)
(Grafica 1b). Los mediadores de dafo gastrico IL-10, TNF-a, TGF-a y NO, no

mostraron diferencia estadistica (Anexo 1).
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Gréfica 1. Secrecion de Citocinas en biopsias de antro y duodeno antes y después de la exposicién
al GABOB. a) Interleucina 8 (IL-8), b) Factor transformante de crecimiento tipo p (TGF-pB). (A=antes,
D=después de la administracién del GABOB). Valor expresado en unidades de concentracion pg/mg
de proteina. La barra representa los valores de mediana. p<0.05 denota significancia estadistica

obtenida por la prueba de rangos sefialados de Wilcoxon.

La mediana de expresion de contenido de los mediadores, IL-8, IL-10, TNF-a, TGF-
a, TGF-B y NO de las biopsias de antro y duodeno de pacientes H. pylori positivo y
negativo antes y después del GABOB, expresada como pg/mg de proteina, se

muestra en las tablas 4 y 5.
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Tabla 4. Mediana de expresion del contenido de mediadores de dafio gastrico en antro de pacientes
H. pylori positivo y negativo.

ANTRO
MEDIA ANTES DEL GABOB DESPUES DEL GABOB
DOR
Hp+ Hp- P Hp+ Hp- P
IL-8 201.85(108.8- 114.04(77-127.86) | P<0.05 165.18(117.6- 89.67(85.06- P<0.01
609.1) 566.94) 116.06)
IL-10 25.35(12.25-63.64) 16.66(0-164.91) P<0.33 | 25.13(4.14-122.43) 2.71(0-52.33) P<0.38
TNF-a 22.33(5.06-64.12) 44.01(2.4-64.9) P<0.79 11.28(0-39.04) 32.56(4.8-32.5) P<0.76
TGF-a 188.13(120.49- 236.73(113.84- P<0.79 145.56(132.80- 221.53(118.98- P<0.28
269.29) 360.07) 263.78) 288.78)
TGF-B 0.05(0-1) 0(0-1) P<0.33 0(0-1) 0(0-294.91) P<0.22
NO 93.89(49.29- 48.67(27.66- P<0.20 65.94(32.94- 47.41(26.95-81.56) | P<0.24
118.35) 103.19) 139.47)

Mediana (percentil 25 y 75) expresada en pg/mg de proteina en biopsias de antro y duodeno.*P<0.05
significancia estadistica, **P<0.1 tendencia estadistica obtenida por medio de la prueba de rangos
sefialados de Wilcoxon. (Hp+, Hp- = Helicobacter pylori positivo y negativo, GABOB = acido y-amino-

B-hidroxibutirico).

Tabla 5. Mediana de expresion de contenido de mediadores de dafio gastrico en duodeno de
pacientes H. pylori positivo y negativo.

DUODENO
MEDIA ANTES DEL GABOB DESPUES DEL GABOB
DOR
Hp+ Hp- P Hp+ Hp- P
IL-8 46.54(18.67-98.73) | 27.36(16.27-71.38) | P<0.20 99.26(37.72- 58.19(38.87-87.58) | P<0.03
193.23)
IL-10 14.86(5.35-32.47) 18.35(0-74.86) P<0.09 | 25.09(14.58-36.05) | 553 (0-35.53) | P<0.64
TNF-o 24.15(0-58.60) 48.12(8.7-48.12) | P<0.44 | 41.07(12.7-62.44) | 45.96(1.49-459.6) | P<0.50
TGF-a | 213.80(1.33.62-370.32) | 210.82(124.77- P<0.44 230.79(155.45- 198.51(79.91- | P<0.04
352.40) 445.42) 312.05)
TGF-B 10(0.07-669.72) 93.89(0-469.84) | P<0.67 | 209.03(1-569.92) 423.04 (45.1- P<0.20
612.5)
NO 63.42(41.01-111.39) 46.59 (21.66- P<0.50 | 89.81(44.95-143.9) 50.92(21.95- P<0.33
103.65) 100.28)

Mediana (percentil 25 y 75) expresada en pg/mg de proteina en biopsias de antro y duodeno.*P<0.05
significancia estadistica, **P<0.1 tendencia estadistica obtenida por medio de la prueba de rangos
sefialados de Wilcoxon. (Hp+, Hp- = Helicobacter pylori positivo y negativo, GABOB = &cido y-amino-

B-hidroxibutirico).

La diferencia de expresion de IL-8 en antro de pacientes H. pylori positivo y negativo

antes de la administracion del GABOB fue estadisticamente significativa (p<0.05),
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con una mediana de 201.85 pg/mg en H. pylori positivo (109-700 pg/mg) y una
mediana de 114.04 pg/mg en H. pylori negativo (77-128 pg/mg). Después del
tratamiento con el GABOB no se encontraron diferencias en las biopsias de antro.
En duodeno la concentracion de IL-8 aumentd como resultado del tratamiento con el
GABOB en pacientes H. pylori positivo y H. pylori negativo, la mediana fue de 99.26
pg/mg en H. pylori positivo (38-193 pg/mg) y una mediana de 58.19 pg/mg en H.
pylori negativo (38-88 pg/mg) de proteina. El contenido de IL-8 entre antes/después
del tratamiento con GABOB en pacientes H. pylori positivo fue estadisticamente

significativo (p<0.03) (Gréfica 2a).

Los demas mediadores de dafio gastrico IL-10, TNF-a, TGF-0, TGF-f y NO, no

presentaron diferencias estadisticamente significativas (Anexo 2).
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Grafica 2. Secrecion de Citocinas en biopsias de antro y duodeno de pacientes H. pylori positivo y
negativo antes y después de la exposicion al GABOB. a) Interleucina 8 (IL-8). Valor expresado en
unidades de concentracion pg/mg de proteina. La barra representa los valores de mediana. p<0.05
denota significancia estadistica obtenida por la prueba de rangos sefialados de Wilcoxon. (A= antes,

D= después del GABOB, Hp+, Hp- = Helicobacter pylori positivo y negativo).
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7.3.1 Produccién plasmética de IL-10, IL-8, TNF-a, TGF-a, TGF-$y NO

La mediana de la produccion plasmatica de los mediadores de dafio gastrico TGF-a,

TGF- y NO expresada en pg/ml, en pacientes H. pylori positivo y negativo se

muestra en la tabla 6 y anexo 3. La diferencia de produccion de TGF-B entre antes y

después de la administracién del GABOB en pacientes H. pylori negativo disminuyo

siendo estadisticamente significativa (p<0.03) como resultado del tratamiento con el

GABOB (Gréfica 3a). IL-10, IL-8 y TNF-a, no se detectaron a nivel sistémico tanto en

pacientes H. pylori positivo asi como en negativos.

Tabla 6. Mediana de produccion plasmatica de mediadores de dafio gastrico de pacientes H. pylori

positivo y negativo antes y después de la administracién del GABOB.

H. pylori Negativo

H. pylori Positivo

MEDIA ANTES DESPUES P ANTES DESPUES P
DOR DEL DEL DEL DEL
GABOB GABOB GABOB GABOB
TGF-a | 145.3 (0-24004) | 155 (0-23898) p<0.1 38.0 (0-983.8) 95.6 (0-1044.2) | p<0.8
TGF-p | 11395 (729- 1044.7(345-1466) | p<0.03* | 998.5 (404-240) 12975 (434- p<0.09
1815) 2050)
NO 19.3 (0-146.6) 15.7 (0-78.5) p<1.0 28.7 (0-72.5) 24.8 (0-42.4) p<0.3

Mediana (percentil 25 y 75) de produccién plasmatica de determinadores de inflamacién expresada

en pg/mL.*P<0.05 Significancia estadistica. **P<0.1 tendencia estadistica obtenida por medio de la

prueba de rangos sefialados de Wilcoxon. (Hp-, Hp+ = Helicobacter pylori negativo, positivo).
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Grafica 3. Determinacion sistémica de TGF-p en pacientes H. pylori positivo y negativo antes y
después de la exposicion al GABOB. Factor transformante de crecimiento tipo p (TGF-B). Valor
expresado en unidades de concentracién pg/ml de plasma. La barra representa los valores de
mediana. p<0.05 denota significancia estadistica obtenida por la prueba de rangos sefialados de
Wilcoxon. (A= antes, D= después del GABOB, Hp+, Hp- = Helicobacter pylori positivo y negativo).

7.4 Expresion de RNAm de IL-10, IL-8, TNF-a, TGF-B, TGF-q, INOS, CGRP,
COX-1y COX-2

La expresion de genes mediadores de dafio gastrico de biopsias de antro y duodeno
fue diferencial. EI promedio de expresiéon de mediadores de dafio gastrico IL-8, IL-
10, TNF-a, TGF-a, TGF-B, INOS, CGRP, COX-1 y COX-2 de los pacientes incluidos
en el estudio antes y después del tratamiento con el GABOB se muestra en la tabla

7.

Tabla 7. Promedio de expresion de RNAmM de mediadores de dafio gastrico en antro y duodeno
después de la administracién del GABOB.

ANTRO DUODENO
GEN | ANTES DEL DESPUES P ANTES DEL DESPUES P
GABOB DEL GABOB GABOB DEL GABOB
IL-8 1.47(1.22-1.67) | 1.49(1.27-1.67) | P<0.29 1.73(1.58-2.03) | 1.76(1.59-2.04) | P<0.91
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IL-10 1.46(1.33-1.71) | 1.46(1.35-1.45) | P<0.87 1.51(1.36-1.68) | 1.53(1.35-1.89) | P<0.47
TNF-a | 1.43(1.32-1.58) | 1.42(1.25-1.53) | P<0.97 1.49(1.34-1.66) | 1.51(1.35-1.52) | P<0.09
TGF-a | 1.23(1.10-1.37) | 1.22(1.05-1.34) | P<0.94 1.34(1.20-1.43) | 1.36(1.24-1.65) | P<0.14
TGF-B | 1.36(1.27-1.47) | 1.36(1.21-1.45) | P<0.68 1.40(1.28-1.51) | 1.42(1.29-1.72) | P<0.33
iINOS 3.30(0-28.25) | 1.74(1.16-1.68) | P<0.03 1.43(1.16-1.68) | 1.42(1.11-1.67) | P<0.47
CGRP | 1.79(1.41-2.0) | 1.78(1.36-1.93) | P<0.95 1.97(1.79-2.14) | 1.97(1.77-2.56) | P<0.46
COX-1 | 1.18(1.10-1.24) | 1.17(1.10-1.25) | P<0.85 1.23(1.18-1.26) | 1.23(1.18-1.25) | P<0.71
COX-2 | 1.74(1.15-2.12) | 1.29(0.89.1.84) | P<0.10 1.67(1.21-2.06) | 1.68(1.21-2.03) | P<1.0

Promedio (minimo-méximo) en unidades relativas de expresion. Valores de *P<0.05 significancia
estadistica, **P<0.1 tendencia estadistica obtenida por medio de la prueba de rangos sefialados de

Wilcoxon.

El promedio de expresion del RNAmM de iINOS en antro presenté una disminucion
estadisticamente significativa (p<0.03) después del tratamiento con el GABOB
(Grafica 4a). La expresion del RNAmM de TNF-o en duodeno después del GABOB
mostré un incremento con tendencia estadistica (p<0.09) (Grafica 4b). Los demas
mediadores de dafio gastrico TGF-a, TGF-p, IL-10, IL-8, CGRP, COX-1 y COX-2, no

mostraron significancia estadistica. (Anexo 4).
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Gréfica 4. Expresién de RNAmM de mediadores de dafio gastrico. a) Oxido nitrico sintetasa inducible
(INOS) b) Factor de necrosis tumoral tipo a (TNF-a). Valor expresado en unidades de expresion
relativa. Las barras representan los valores del promedio. *p<0.05 Significancia estadistica, **p<0.10
Tendencia a la significancia, obtenidas por la prueba de rangos sefalados de Wilcoxon (antes vs.
después de GABOB = 4cido y-amino-B-hidroxibutirico).

El promedio de expresion de los diferentes mediadores de dafio gastrico TNF-a,
TGF-a, TGF-f, IL-10, IL-8, INOS, CGRP, COX-1 y COX-2 de las biopsias de antro y

duodeno de pacientes H pylori positivo y negativo fue diferencial y se expresa en

unidades relativas de expresion (Tablas 8 y 9).
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Tabla 8. Promedio de expresion de RNAm en antro de diferentes mediadores de dafio gastrico en
pacientes H pylori positivo y negativo.

ANTRO
ANTES DEL GABOB DESPUES DEL GABOB

GEN Hp+ Hp- P Hp+ Hp- P

IL-8 1.42(1.33-1.56) | 1.49(1.22-1.67) | P<0.12 1.45(1.41-1.51) | 1.51(1.27- P<0.39
1.68)

IL-10 1.42(1.33-1.52) | 1.49(1.38-1.71) | P<0.07 1.40(1.35-1.45) | 1.49(1.37- P<0.02
1.58)

TNF-a 1.41(1.32-1.51) | 1.43(1.35-1.58) | P<0.49 1.41(1.33-1.52) | 1.43(1.25- P<0.49
1.53)

TGF-a 1.27(1.19-1.37) | 1.20(1.10-1.31) | P<0.12 1.26(1.15-1.34) | 1.21(1.05- P<0.39
1.30)

TGF-B 1.36(1.30-1.43) | 1.37(1.28-1.47) | P<0.73 1.36(1.28-1.44) | 1.36(1.21- P<0.86
1.45)

INOS 1.68(1.38-2.10) | 1.61(1.28-1.84) | P<0.75 1.70(1.41-2.05) | 1.80(1.54- P<0.24
1.97)

CGRP 1.82(1.48-2.0) | 1.78(1.41-1.97) | P<0.46 1.84(1.72-1.93) | 1.74(1.36- P<0.17
1.91)

COX-1 1.17(1.12-1.23) | 1.18(1.10-1.24) | P<0.71 1.17(1.09-1.23) | 1.17(1.07- P<1.0
1.25)

COX-2 1.94(1.94-1.94) | 1.64(1.15-2.12) | P<0.3 1.84(1.84-1.84) | 1.02(0.89- P<0.18
1.15)

Promedio (minimo-méaximo) expresado en unidades relativas de expresion. Valores de *P<0.05

significancia estadistica, **P<0.1 tendencia estadistica obtenida por medio de la prueba de rangos

sefialados de Wilcoxon. (Hp+, Hp- = Helicobacter pylori positivo y negativo, GABOB = acido y-amino-

B-hidroxibutirico).

Tabla 9. Promedio de expresion de RNAm en duodeno de diferentes mediadores de dafio gastrico en
pacientes H pylori positivo y negativo.

DUODENO
ANTES DEL GABOB DESPUES DEL GABOB
GEN Hp+ Hp- P Hp+ Hp- P
IL-8 1.73(1.60-1.82) | 1.73(1.58-2.03) | P<0.77 1.17(1.61-1.79) | 1.79(1.59-2.04) P<0.16
IL-10 1.49(1.42-158) | 1.53(1.36-1.68) | P<0.50 1.51(1.44-1.58) | 1.54(1.35-1.89) P<0.68
TNF-a | 1.48(1.42-1.56) | 1.49(1.34-1.66) | P<0.67 1.50(1.41-1.60) | 1.52(1.35-1.79) P<0.77
TGF-a | 1.33(1.23-1.38) | 1.34(1.20-1.43) | P<0.67 1.35(1.24-1.40) | 1.36(1.24-1.65) P<0.67

Efecto del GABOB en pacientes con AR y tratamiento de AINEs en presencia/ausencia de Hp

41



Resultados

TGF-B | 1.40(1.34-1.49) | 1.41(1.28-1.51) | P<1.0 1.41(1.33-1.50) | 1.42(1.29-1.72) P<0.48
INOS 1.40(1.17-1.55) | 1.45(1.16-1.68) | P<0.86 1.39(1.11-1.67) | 1.44(1.20-1.64) P<0.73
CGRP | 1.95(1.79-2.03) | 1.98(1.81-2.14) | P<1.0 1.91(1.77-2.01) | 2.01(1.82-2.56) P<0.20
COX-1 | 1.22(1.18-1.26) | 1.24(1.24-1.24) | P<0.65 1.21(1.18-1.24) | 1.25(1.25-1.25) P<0.18
COX-2 | 1.71(1.39-2.03) | 1.64(1.21-2.06) | P<0.65 1.75(1.4-2.03) 1.62(1.21-2.02) P<0.18

Promedio (minimo-méaximo) expresado en unidades relativas de expresiéon. Valores de *P<0.05
significancia estadistica, **P<0.1 tendencia estadistica obtenida por medio de la prueba de rangos
sefialados de Wilcoxon. (Hp+, Hp- = Helicobacter pylori positivo y negativo, GABOB = acido y-amino-
B-hidroxibutirico).

En antro, el promedio de expresion del RNAmM de IL-10 de pacientes H. pylori
positivo y negativo después de la administracion del GABOB presentd un incremento
estadisticamente significativo (p<0.02). Antes de la administracion del GABOB se
observé un ligero incremento en la expresion del RNAm de IL-10 en la regién de
antro, sin embargo solo presento cierta tendencia estadistica (p<0.07) (Grafica 5).
Mientras que en duodeno de pacientes H. pylori positivo como negativo, no se
presentaron cambios estadisticamente significativos. No se encontré diferencia
estadisticamente significativa en la expresibn del RNAm de los demas genes
estudiados (IL-8, TNF-a, TGF-a, TGF-, INOS, CGRP, COX-1, COX-2). Asi como no
hubo diferencia entre biopsias de antro y duodeno en pacientes H. pylori positivo y

negativo antes-después del tratamiento con el GABOB (Anexo 5).
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Gréfica 5. Expresiéon de RNAm de IL-10 en biopsias de antro y duodeno antes-después de la
administracion del GABOB en pacientes H. pylori positivo y negativo. Interleucina 10 (IL-10). Valor
expresado en unidades de expresion relativa. Las barras representan los valores del promedio.
*p<0.05 Significancia estadistica, **p<0.10 Tendencia a la significancia, obtenidas por la prueba de
rangos sefalados de Wilcoxon (antes vs. después de GABOB = acido y-amino-B-hidroxibutirico).

(Hp+, Hp- = Helicobacter pylori positivo y negativo).

7.5. Expresion de las enzimas COX-1, COX-2 y factores de transcripcion NF-
«B y SMAD3

La expresion de las enzimas ciclooxigenasas COX-1 y COX-2 y de los factores de
transcripcion NF-xB y Smad3 de los pacientes incluidos en el estudio fue diferencial
en biopsias de antro con respecto a duodeno antes y después del tratamiento con

GABOB (Gréficas 6-9), determinadas mediante western-blot.

La expresion de la proteina COX-1 se detectd en biopsias de antro y duodeno de los
pacientes (Imagen 6a). En antro después del tratamiento con el GABOB se observo
un aumento en la expresién de la enzima aunque no presentd significancia
estadistica (P<0.000) (Figura 6b). En duodeno se presentd el efecto contrario, es
decir, la expresion de COX-1 disminuy6é después de la administraciéon del GABOB

(Gréfica 6b). Con respecto a la expresion de COX-2 solo se detecté en duodeno
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(Figura 6a), observandose una disminucién estadisticamente significativa (p<0.04)
después del tratamiento con el GABOB. Sin embargo, en antro no se detecto la

expresion de la proteina antes ni-después de la administraciéon del GABOB (Grafica

6¢).
a)
ANTRO DUODENO
A D A D
— — ; s | ACTINA
b) c)

”%“ COX-1 _g COX-2
E 1.5+ f;” 84 P<0.04
E g
D 1.0- E
el =
g E 44
- o]
S 0.5 2,
3 .
® o ND
% 0.0 T T Y A7) 0 T T T T
3 A D A D g FANTRO. DUODEND
0 ANTRO DUODENO s

Gréafica 6. Ciclooxigenasas 1 y 2 en biopsias de antro y duodeno antes-después del tratamiento con
el GABOB. a) Imagen representativa de electroforesis de las ciclooxigenasas tipo 1 y 2, b)
ciclooxigenasa tipo 1 (COX-1), c) ciclooxigenasa tipo 2 (COX-2). *p<0.05 Significancia estadistica,
obtenidas por la prueba de rangos sefialados de Wilcoxon. (A= antes, D= después de GABOB = acido

y-amino-B-hidroxibutirico). Inmunoblot representativo de un experimento por duplicado.

La expresion de la COX-1 se detectd en biopsias de antro y duodeno de pacientes
H. pylori positivo y negativo (Imagen 7a). En antro de pacientes H. pylori positivo se
observé una mediana de 0.62 (0.05-24.8) antes de la administracion del GABOB.

Mientras que, después de la administracion del GABOB se presenté un aumento de

expresion con una mediana de 1.24 (0.23-21.2) aunque este aumento no fue
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estadisticamente significativo. En relacién al duodeno, después del tratamiento con
el GABOB se presentd una disminucion con una mediana de 0.76 (0.20-137) vs 1.52
(0.37-2.23), aunque esta disminucion no fue estadisticamente significativa. Es
importante mencionar que no se presentaron diferencias entre la presencia o

ausencia de H. pylori versus antro y duodeno (Gréfica 7b).

La expresion de COX-2 solo se detectd en biopsias de duodeno de pacientes H.
pylori positivo y negativo antes y después de la administracion del GABOB (Imagen
7a), en ambos grupos de pacientes se presentd una disminucion de la expresion con
mediana de 4.5 (2.1-12.8) después del tratamiento con el GABOB, esta disminucién
fue estadisticamente significativa (p<0.04). En antro no se detectd la expresion de
COX-2 en pacientes H. pylori positivo y negativo antes y después del tratamiento

con el GABOB (Gréfica 7c).
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Gréfica 7. Ciclooxigenasas 1 y 2 en bhiopsias de antro y duodeno de pacientes H. pylori positivo y
negativo antes-después del tratamiento con el GABOB. a) Imagen representativa de electroforesis de
las ciclooxigenasas tipo 1 y 2, b) ciclooxigenasa tipo 1 (COX-1), c¢) ciclooxigenasa tipo 2 (COX-2).
*p<0.05 Significancia estadistica, obtenidas por la prueba de rangos sefialados de Wilcoxon. (A=
antes, D= después de GABOB = acido y-amino-B-hidroxibutirico, Hp+, Hp- = Helicobacter pylori

positivo y negativo). Inmunotransferencia representativa de un experimento por duplicado.
La expresion del factor nuclear kB y Smad 3 se detectdé en antro y duodeno de los
pacientes incluidos en el estudio (Imagen 8a). En ambas regiones, NF-kB no

presentd cambios después de la administracion del GABOB (Grafica 8b). Con

respecto a Smad 3, no se observo diferencia en antro y duodeno (Grafica 8c).
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Grafica 8. Expresion de NF-xB y Smad3 en biopsias de antro y duodeno antes-después del
tratamiento con el GABOB. a) Imagen representativa de la electroforesis de NF-xB y Smad3, b)
Factor nuclear x-B (NF-xB), c) Signal mothers againts decapentaplegic homolog 3 (Smad3). *p<0.05
Significancia estadistica, obtenidas por la prueba de rangos sefialados de Wilcoxon. (A= antes, D=
después de GABOB = acido y-amino-B-hidroxibutirico). Inmunoblot representativo de un experimento
por duplicado.

La expresion del factor nuclear kB y Smad3 se detectd en antro y duodeno de
pacientes H. pylori positivo y negativo (Imagen 9a). En antro de pacientes H. pylori
positivo disminuyé la expresion de NF-kB después del tratamiento con GABOB,
mientras que en pacientes H. pylori negativo se observé un aumento de la proteina
después de la administracibn del GABOB. En duodeno de pacientes H. pylori
positivo y negativo, NF-kB no mostr6 cambios después de la administracion del
GABOB, (Gréfica 9b). Con respecto a Smad3 en antro de pacientes H. pylori positivo

y negativo no se observé diferencia en la proteina después del tratamiento con el

GABOB. En duodeno de pacientes H. pylori positivo y negativo se presentd un
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aumento en la expresion de Smad3 y fue estadisticamente significativo (p<0.04) en

pacientes H. pylori negativo después del tratamiento con el GABOB (Gréfica 9c).
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Gréfica 9. Expresion de NF-xB y Smad3 en biopsias de antro y duodeno de pacientes H. pylori
positivo y negativo antes-después del tratamiento con el GABOB. a) Imagen representativa de NF-xB
y Smad3, b) Factor nuclear kB (NF-kB), c) signal mothers againts decapentaplegic homolog 3 (Smad
3). *p<0.05 Significancia estadistica, obtenidas por la prueba de rangos sefialados de Wilcoxon. (A=
antes, D= después de GABOB = &cido y-amino-p-hidroxibutirico, Hp+, Hp- = Helicobacter pylori

positivo y negativo). Inmunoblot representativo de un experimento por duplicado.

7.6 Expresion de COX-1y COX-2

La expresion de COX-1 y COX-2 en las biopsias de pacientes H. pylori positivo y
negativo no presentd una diferencia entre la presencia o ausencia de la bacteria
(Figura 2).

La expresiéon de COX-1 en pacientes H. pylori positivo y negativo presenté una

intensidad de tincion débil, un area de tincién positiva menor al 10% y una tincion
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profunda en las glandulas (Figura 2C y 2E). Solo se present6 una diferencia
estadisticamente significativa (p<0.001) en los pacientes H. pylori negativo. También
se present6 una significancia estadistica (p<0.001) y (p<0.001) entre la intensidad de
la tincion y la de glandulas asi como entre el area y la de glandulas,
respectivamente. Se empled carcinoma de colon como control positivo de COX-1
(Figura 2A).

La expresion de COX-2 en pacientes H. pylori positivo y negativo (Figura 2D y 2F),
mostraron una intensidad de tincion moderada, un area de tincion de 10-40% y una
tincion superficial y profunda en el cuello de las glandulas. Se emple6 tejido de
intestino (Cuci) como control positivo de COX-2 (Figura 2B).

En general, se observo que las células epiteliales no expresaron las proteinas COX-
1 y COX-2 y la muscularis propia mostré un aumento en la expresion de estas

proteinas.
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Figura 2. Ciclooxigenasas tipo 1 y 2 en biopsias de antro de pacientes Helicobacter pylori positivo y

negativo antes del tratamiento con el GABOB analizadas por inmunohistoqu

colon (control positivo de ciclooxigenasa tipo 1 (COX-1),

C) COX-1 Helicobacter pylori positivo (Hp+)

ciclooxigenasa tipo 2 (COX-2),

COX-1 Helicobacter pylori negativo (Hp-), F) COX-2 Hp-. Las imagenes tienen un aumento de 150X.
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8. Discusién

Existen resultados controversiales en la literatura acerca del papel que desempefia
la bacteria H. pylori en la patogénesis del dafio ocasionado por la ingesta de AINES.

Datos en la literatura apoyan la idea de que el uso a largo plazo de los AINEs
produce dafio en el tracto gastrointestinal y que los efectos ulcerogénicos de éstos
estd asociado con la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas y esta es abolida
por el fendmeno de “adaptacion gastrica” por lo cual el efecto de los AINEs es
notable (Chiba, 2005; Laine, 1991; Collier and Pain, 1985; Tominawa, et. al., 2009).
Se ha propuesto que hay baja prevalencia de H. pylori en usuarios de AINEs
comparados con los que no son usuarios de estos farmacos (Mizokami, et. al., 2000;
Ng, et. al., 2000). Se sabe también que la infeccién por H. pylori puede jugar un
papel protector en usuarios de AINEs Ilimitando la disminucion local de

prostaglandinas en el tejido inducidas por AINEs (Bazzoli, et. al., 2001).

Por otro lado, en un estudio de corte transversal en usuarios cronicos de AINEs de la
poblacién general de pacientes de reumatologia, se reporté que no hay diferencia en
la prevalencia de ulceras en presencia o0 ausencia de infeccion por H. pylori (Bazzoli,
et al., 2001). Resultados similares han sido reportados en estudios endoscopicos de
seguimiento de ulceras en usuarios cronicos de AINEs. Tanaka, et al., 2005, observé
una baja incidencia en la infeccion por H. pylori en pacientes con AR y uso crénico
de AINEs y propuso que algunos AINEs tienen efecto antibacterial contra H. pylori.
Sin embargo, concluyeron que la infeccion por H. pylori fue un factor de riesgo
significativo para las Ulceras gastrointestinales superiores en pacientes japoneses
con AR. Kim y Graham 1994, reportaron resultados similares como en el presente

estudio, los autores propusieron que H. pylori no confiere un aumento en el riesgo de
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ulceracién en pacientes artriticos que reciben AINEs cronicamente. Sin embargo,
Goggin et al., 1993, demostraron que la infeccion por H. pylori est4 asociada con un
aumento en los sintomas dispépticos en pacientes con AR que tomaron AINES, pero
que la infeccién no predispone a gastropatias por AINEs. Vonkeman et al., 2012, en
un estudio clinico aleatorizado, doble ciego controlado con placebo, encontré que la
erradicacion de la infeccion por H. pylori no reduce la incidencia de Ulceras
gastroduodenales endoscopicas en pacientes seropositivos a H. pylori con ingesta
de AINEs por enfermedades reumaticas. Estudios recientes han mostrado que los
AINEs solo tienen efectos inhibitorios a nivel de la transduccion de sefales
intracelulares proinflamatorias independientes de la ciclooxigenasa (Tegeder, et. al.,
2001), esta podria ser una posible explicaciéon del por qué en nuestro estudio no
encontramos diferencia entre los pacientes que tenian mas tiempo de ingesta con
los que tenian poco tiempo de uso de AINEs. Estudios en modelos animales como el
de ratas Wistar artriticas, exhibieron un aumento en la susceptibilidad al dafio
gastrico e intestinal comparadas con los controles sanos. Uno de los factores que
puede contribuir a un aumento en las heridas es el incremento en la adherencia de
leucocitos al epitelio vascular inducido por los AINEs en ratas artriticas (McCafferty,
et. al.,, 1995). La adherencia de leucocitos al endotelio vascular es un evento
temprano y critico en la patogénesis inducida por AINES y juega un papel importante
en el desarrollo de heridas inducidas por AINEs en el intestino delgado (Wallace, et.

al., 1990; Wallace, 1993; Miura, et. al., 1991).

También existen resultados conflictivos acerca del efecto del GABOB. Yano et al.,
1990, reportaron que el GABOB produce un aumento en la secrecion de acido

gastrico probablemente por la via central de activacion colinérgica. Sin embargo, hay
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algunos reportes que consideran que el GABA y agonistas del receptor del GABA
estan involucrados en la regulacion del tono gastrico en raton, a través de la
modulaciébn de las neuronas intrinsecas (Rotondo, et al, 2010). Datos
farmacoldgicos previos proponen que la estimulacion del reflejo vago-vagal activa
neuronas GABAérgicas en el cerebelo que inhibe el nucleo dorsal del vago (DMV)
de neuronas que se proyectan en el antro pero no en el fondo (Ferreira et al., 2002).
Pearson et al.,, 2011, propuso que el circuito del tronco cerebral controla la
transmision GABAérgica en el antro. EI GABOB es un ligando enddégeno que se
encuentra en el sistema nervioso de mamiferos. Este es un producto metabdlico del
GABA vy ejerce efectos similares. De esta manera, el GABOB no solo puede tener
efectos en las células gastricas también puede tener efectos sobre las células del
sistema inmune. En el presente estudio, encontramos que el tratamiento con el
GABOB aumenta la secrecion de IL-8 en biopsias de duodeno de pacientes H. pylori
positivo asi como un aumento en Smad3 en biopsias de duodeno de H. pylori
negativo mientras que el TGF-B disminuyd en el plasma de los mismos pacientes.
Nuestros datos mostraron que hay valores altos de IL-8 presentes en antro de
pacientes H. pylori positivo comparados con los H. pylori negativo. Este resultado
puede ser correlacionado con los altos valores de infiltrado inflamatorio encontrado
en antro de biopsias de H. pylori positivo cuantificadas mediante el sistema de
Sydney. También los valores de IL-8 en duodeno fueron bajos comparados con los
correspondientes para antro. Lindholm, et al., 1998, demostraron la presencia de
diferentes citocinas y factores de crecimiento como IL-8 y TGF-B usando un modelo
de biopsias de antro de pacientes con diferentes gastropatias encontrando la
presencia de IL-8 principalmente en el cuello de las glandulas y TGF-$ en la lamina

propia alrededor de la region del cuello de la glandula. En nuestro trabajo nosotros
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también encontramos IL8 en el antro de los pacientes, el tratamiento con el GABOB
no produjo cambios en esta citocina. Sin embargo, solo en pacientes H. pylori
positivo aumenté significativamente menor de IL-8 en biopsias de duodeno lo cual
puede tener implicacion clinica por su efecto proinflamatorio quimio-atrayente de
neutréfilos. Stromberg et al., 2005, demostraron que los pacientes con Ulcera
gastrica duodenal tienen una respuesta significativamente baja de IL-8 en el
duodeno, con respecto a los portadores sintométicos y consideraron que la
respuesta epitelial a citocinas disminuye en el duodeno de pacientes con Ulcera
duodenal, lo cual puede ser de importancia para la patogénesis de Ulceras
duodenales inducidas por H. pylori, esto puede ser explicado por factores del
hospedero como por ejemplo, la disminucion de la capacidad del epitelio duodenal
para producir citocinas, posiblemente también por la regulacion a la baja de las
células T reguladoras. También se sabe que un aumento en la secrecién de IL-10
puede favorecer la permanencia de H. pylori en la mucosa por lo cual no puede ser

eliminada con facilidad.

Las concentraciones plasmaticas de TGF-a, TGF-B y NO fueron similares en
pacientes infectados y no infectados con H. pylori, también presentaron valores
semejantes en biopsias tanto de antro como de duodeno. Ninguno de estos
pardmetros presentaron cambios después del tratamiento con el GABOB. Sin
embargo, se sabe que la infeccion por H. pylori esta asociada con un aumento en la
expresion de TGF-p tipo 1, con su receptor TGF-B1RI, con Smad 7 y con el factor de
crecimiento del tejido conectivo (CTGF) en el antro de la mucosa gastrica (Li and Li,
2006). En un estudio realizado por Bontems et al.,, 2003, reportaron que las

concentraciones de IL-2, IL-4, IL-10 y TNF-a fueron similares en biopsias de
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duodeno y mucosa de adultos infectados y no infectados con H. pylori, lo cual

concuerda con nuestros resultados.

En un modelo de cultivo de biopsias de pacientes infectados con H. pylori y en
controles, Monteleone et. al., 2001, encontraron niveles similares de TGF-B en
pacientes infectados (43 pg/100 pg de proteina total en un rango de 23-147)
comparados con los controles (44 pg/100 pg de proteina total en un rango de 15-82).
Estos datos son similares a los de nuestro estudio ya que no encontramos diferencia
entre pacientes H. pylori positivo comparados con los no infectados a nivel de
mucosa antral. Sin embargo, en biopsias de duodeno encontramos concentraciones
elevadas en H. pylori negativo 93.89 pg/mg de proteina (0-469.84), comparado con
los H. pylori positivo con 10 pg/mg de proteina (0.07-669.72), aunque este aumento
no mostré diferencia estadisticamente significativa probablemente por la gran
dispersion de datos. Estudios recientes han mostrado que la actividad
antiinflamatoria del TGF-B a nivel de la mucosa esta estrictamente relacionado a su
capacidad para inducir la fosforilacion (activaciéon) de Smad 3 (Yang, et. al., 1999;
Monteleone, et. al., 2001). El TGF-B juega un papel importante en el control de la
homeostasis inmune y la prevencion de la inflamacién de la mucosa (Letterio and
Roberts, 1998; Wahl, 1994) La pérdida condicional de la actividad selectiva de TGF-
B en la mucosa gastrica de ratones, esta asociada con una inflamacion severa y
exacerbada y una prominente proliferacion después de la infeccion por H. pylori
(Hahm, et. al., 2002). Monteleone et. al., 2004, demostraron que la colonizacién del
estbmago con H. pylori conduce a una reduccion en la fosforilacion de Smad3, un
paso crucial en la transduccion de sefiales mediada por TGF- a pesar de la sintesis

activa de TGF-p.
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En lo que se refiere a la expresiéon del RNAm de IL-8, IL-10, TNF-a, TGF-a, TGF-p,
INOS, CGRP, COX-1y COX-2 no se observaron cambios en los pacientes con y sin
H. pylori, lo cual indica que probablemente no hay regulacion a nivel transcripcional.
Well et al., 2005, han descrito que el RNAmM que codifica para citocinas y algunos
factores de transcripcibn de respuesta temprana se inducen transitoriamente,
seguidos de una rapida declinacién. EI RNAm de IL-8 no presentd aumento a pesar
de que la secrecion de IL-8 en antro de pacientes H. pylori positivo se encontro
aumentada, lo que probablemente refleja que la secrecion y la expresion son
fenbmenos dependientes del tiempo y al momento de su determinacion no fue
posible detectarlos en la misma muestra ya que posiblemente la induccién del
RNAmM fue en un tiempo previo a la secrecion de la citocina. También a nivel de la
expresion de los mediadores de inflamacion estudiados, el tratamiento con el

GABOB no produjo ningun cambio.

Por otro lado, se sabe que sujetos H. pylori negativo tratados con ibuprofeno durante
tres dias con lesiones gastricas y reacciones adversas tuvieron niveles bajos de
prostaglandina E2 y en todos los sujetos se detectaron niveles de COX-1, COX-2,
eNOS e INOS. Las enzimas constitutivas (COX-1 y eNOS) no presentaron cambios
después del tratamiento con el AINE. Los niveles de COX-2 fueron altos en antro y
cuerpo y estos aumentaron después del tratamiento con el ibuprofeno. La iINOS
tendié a aumentar medianamente en cuerpo en sujetos con reacciones adversas y
lesiones endoscopicas (Gallego-Sandin et al.,, 2004). También se ha demostrado
gue la actividad de la INOS correlaciona positivamente con el aumento en la

actividad de la caspasa 3 en la apoptosis inducida por AINEs (indometacina) en
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mucosa gastrica de rata, proponiendo que la INOS participa en la amplificacion de la

sefal apoptética (Szabo and Tarnawski, 2000).

Otros estudios han mostrado que la infeccion por H. pylori estuvo asociada con un
aumento de la expresion de COX-2 en la mucosa antral gastrica para ambos
usuarios y no usuarios de AINES, pero no en sujetos con ulcera gastrica donde el
efecto de inhibicidn por el AINE juega un papel importante. Los autores concluyeron
que la erradicacion de H. pylori no interfiere con la cicatrizacién de la Ulcera gastrica
en usuarios de AINEs (Wu, et al., 2005). Controversialmente, en ratones infectados
con H. pylori, el tratamiento con AINEs ha mostrado una disminucién significativa del
grado de inflamacion géstrica (Kim, et al., 2001). Por lo tanto, es posible que en
pacientes H. pylori positivo, el tratamiento recurrente con AINEs puede afectar los
niveles de inflamacion gastrica y consecuentemente puede afectar la respuesta

serologica.

Existen reportes en la literatura que indican que la infeccién por H. pylori puede
activar al NF-xB en las células del epitelio gastrico y subsecuentemente regular
corriente arriba la transcripcion de IL-8 (Yang, et al.,, 2012). van der Brink et. al.,
2000, demostré la presencia y la actividad de NF-«B principalmente en células
endocrinas G de biopsias de antro de pacientes infectados por H. pylori y tejido no
inflamado. Sin embargo, nuestros datos indican que a pesar de que observamos en
biopsias de antro un aumento de la citocina pro-inflamatoria IL-8 en pacientes
infectados con H. pylori y también se observé un aumento en el infiltrado inflamatorio
mediante microscopia, nosotros no encontramos un aumento en la activaciéon de NF-

kB, probablemente porque en nuestro modelo no determinamos si los pacientes
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tenian o no la isla de patogenicidad cagPAI. Estudios in vitro han mostrado que solo
las cepas de H. pylori con la isla cag PAI funcional inducen la activacion de NF-xB, a
través de la translocacion y fosforilacion de CagA que es requerida para la aparicion
del fendmeno “hummingbird”, esos eventos son prescindibles para la activacién de
NF-«xB inducida por H. pylori en las células epiteliales, proponiendo que la presencia
de factores desconocidos translocados por H. pylori en las células epiteliales via el
sistema de secrecion tipo IV activan a NF-kB (Maeda, et al., 2001; Fisher, et al.,
2001). Los resultados sugieren que las células mononucleares en la ldmina propia
fueron la mayor fuente de esta citocina pro-inflamatoria. Como se ha visto en
diferentes estudios, existe una gran discrepancia en los resultados obtenidos. Datos
recientes indican que la inflamacion inducida por H. pylori regula corriente arriba la
expresion de la proteina atonal homologa tipo 1 (Hathl) por la fosforilacion de la via
STAT3/interleucina 8, mientras que suprime el factor de transcripcion de células ES
(Hesl), lo cual provee una nueva conexién molecular entre la infeccion por H. pylori
y la metaplasia intestinal (Zhang, et al., 2012). Cowburn et. al., 2004, en un modelo
de neutréfilos reportaron que la sintesis de IL-8 puede ser por dos vias, una
dependiente de NF-xB y otra por PI3k-AKT. En nuestro estudio se podria sugerir que
la sintesis de IL-8 fue por via NF-kB debido a que determinamos la expresion de
este factor a pesar de que no encontramos diferencias estadisticamente
significativas. No se encontraron resultados en la literatura con respecto al efecto del
GABOB en biopsias de antro y duodeno, nuestros datos sugieren que el GABOB no

contribuye a modular la respuesta inflamatoria.

También se determinaron a nivel plasmatico las concentraciones de IL-8, IL-10,

TNF-a, TGF-a, TGF-f y NO. Las concentraciones de IL-8, IL-10 y TNF-a no se
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detectaron, esto puede deberse al efecto antiinflamatorio de los AINEs ya que

reportes previos indican concentraciones elevadas de estas citocinas en pacientes

con H. pylori. El TGF-a y NO no presentaron cambios después del tratamiento con el

GABOB. Solo TGF-B disminuy6 en pacientes H. pylori negativo como resultado de la

administracion del GABOB (Figura 4). No obstante, existen pocos datos disponibles

en niveles circulantes de citocinas durante la infeccion por H. pylori. Russo et al.,

2001, reportaron en personas asintomaticas con infeccion por H. pylori un aumento

significativo en los niveles de TNF-a comparados con sujetos no infectados. En

contraste, las concentraciones de IL-8 fueron significativamente elevadas en sujetos

no infectados que en pacientes H. pylori positivo. Los autores también encontraron

qgue los niveles circulantes de IFN-y e IL-10 no fueron afectados por la presencia de

H. pylori, y no hubo diferencia significativa entre los dos grupos. Bayrataroglu et al.,

2004, reportaron en su investigacion que no encontraron algin aumento en las

citocinas a nivel circulatorio en pacientes H. pylori positivo, a pesar de que

encontraron que la produccién de citocinas en la mucosa correlaciona con la

intensidad de la inflamacién de la mucosa gastrica, los niveles de citocinas en suero

no mostraron correlacion con los parametros de Sydney, incluyendo los grados de

inflamacion en el epitelio, activacion e intensidad. En la literatura, algunos autores

reportaron un aumento en los niveles circulantes de TNF-o. mientras que los niveles

de 1I-8 en suero permanecieron normales en sujetos con H. pylori positivo. Algunos
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otros reportaron niveles elevados de TNF-a en suero de pacientes infectados con H.
pylori con la isla de patogenicidad Cag A positiva. Las concentraciones de IL-1p, IL-6
e IL-8 fueron elevados en casos de H. pylori con Cag A positiva. Nosotros no
determinamos el estatus de Cag A en nuestros pacientes. De este modo, nosotros
no conocimos si todos o la mayoria de los pacientes fueron infectados con cepas
Cag A positivas. Sin embargo, a pesar de ello, nosotros determinamos por medio del
estudio endoscopico que los pacientes presentaron sintomas de enfermedad
gastrointestinal. Como resultado de los reportes contradictorios, incluido el nuestro,
no encontramos si el excedente continuo de citocinas en el torrente sanguineo
pudiera ser una consecuencia de la activacion de citocinas en la mucosa gastrica y
el aumento en su sintesis. Consideramos que son necesarios estudios adicionales
con un mayor numero de pacientes ya que resulta dificil observar cambios inducidos
por H. pylori en los niveles circulantes de citocinas. Probablemente, solo bajo
condiciones especificas de eventos agudos las citocinas pro-inflamatorias podrian

ser aumentadas en la mucosa gastrica y podria estar reflejado a nivel plasmatico.

Nuestros datos mostraron que las COX-1 y COX-2 fueron detectadas por
inmunohistoquimica usando un complejo conjugado de biotina-avidina. Sin embargo,
no encontramos diferencias en biopsias de antro de pacientes H. pylori positivo

comparados con los H. pylori negativo al inicio del estudio. Wu et al., 2006,
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reportaron un aumento de IL-8 y COX-2 en la mucosa antral de sujetos H. pylori
positivo, pero no encontraron influencia de COX-2 y citocinas a nivel local en la
Ulcera gastrica. Los AINEs inhibieron al COX-2 en la Ulcera gastrica y retrasaron la
cicatrizacion de la Ulcera gastrica. Li et al., 2006, proponen que COX-1 y COX-2
contribuyen independientemente a regular corriente abajo la inflamacion de la
mucosa gastrica inducida por la infeccion por H. pylori. En un modelo de raton
deficiente de COX-1 y COX-2 se aumenta la gastritis inducida por H. pylori
probablemente via expresion de TNF-a. Ademas la deficiencia de COX-2, pero no la
de COX-1, suprime la proliferaciéon inducida por H. pylori. Mizuno et. al., 1997, han
propuesto que un aumento en la expresion de COX-2 puede ser necesaria para la

cicatrizacion normal de las Ulceras gastroduodenales.

Nuestros hallazgos demuestran que el tratamiento con el GABOB no modifican los
mediadores inflamatorios en la mucosa gastrica ni a nivel plasmatico, sin embargo,
la respuesta inflamatoria esta modificada por el aumento de IL-8 durante la infeccion
por H. pylori y la disminucion del RNAm de la IL-10, lo cual puede favorecer la
permanencia de la bacteria. Los pacientes de reumatologia usuarios cronicos de
AINEs no mostraron diferencia en los desordenes gastricos entre aquellos con
presencia/ausencia de infeccion por H. pylori. Sin embargo, ambos pacientes H.
pylori positivo y negativo presentaron una mejoria en la tolerabilidad a la dispepsia

como resultado del tratamiento con el GABOB (Fig. 3).
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Figura 3. Secrecion de mediadores de inflamacion en antro de pacientes con Artritis

reumatoide antes y después de la administracion del GABOB.
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9. Conclusiéon

9.1. Conclusiones Parciales

Los hallazgos de este estudio proponen que cuatro semanas de tratamiento con
GABOB no modifican los mediadores inflamatorios en biopsias de antro y duodeno

ni en plasma de la poblacion estudiada.

Los pacientes H. pylori positivo presentaron una mejoria del 60% y los H. pylori
negativo un 69% en la tolerabilidad de los sintomas dispépticos como resultado del

tratamiento con el GABOB.

9.2. Conclusiéon general

Debido a que existe controversia acerca del papel que desempeiia H. pylori y el uso
cronico de los AINEs en el riesgo de padecer dafio gastrico, los hallazgos de este
trabajo sugieren que el uso cronico y el tipo de AINEs puede ser un factor
independiente del riesgo de dafio a la mucosa gastrica y duodenal asi como la
presencia de la bacteria H. pylori puesto que no modifica la respuesta inflamatoria en
la poblacion estudiada, a pesar de la mejoria en los sintomas dispépticos después

del tratamiento con el GABOB.
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Anexo 1. Secrecion de citocinas de biopsias de antro y duodeno antes y después de la exposicién al

GABOB. c) Factor de necrosis tumoral tipo a (TNF-a), d) Factor transformante de crecimiento tipo a
(TGF-a), €) Interleucina 10 (IL-10), f) Oxido Nitrico (NO). Valor expresado en unidades de

concentracién pg/mg de proteina. La barra representa los valores de mediana. *p<0.05 significancia

estadistica **P<0.1 tendencia estadistica obtenida por la prueba de rangos sefialados de Wilcoxon.
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Anexo 2. Secrecion de citocinas de biopsias de antro y duodeno de pacientes positivos y negativos a
H pylori antes y después de la exposicion al GABOB. ¢) Factor de crecimiento tumoral tipo o (TNF-a),
d) Factor transformante de crecimiento tipo p (TGF-p), e) Interleucina 10 (IL-10), f) Oxido nitrico (NO).
Valor expresado en unidades de concentracion pg/mg de proteina. La barra representa los valores de
mediana. p<0.05 denota significancia estadistica, **P<0.1 tendencia estadistica obtenida por la

prueba de rangos sefialados de Wilcoxon.
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Anexo 3. Determinacion sistémica de TGF-a y NO en pacientes H pylori positivo y negativo antes y
después de la exposicion al GABOB. a) Factor transformante de crecimiento tipo a (TGF-a), b) Oxido
Nitrico total (NO). Valor expresado en unidades de concentracion pg/ml de plasma. La barra
representa los valores de mediana. p<0.05 denota significancia estadistica, **P<0.1 tendencia
estadistica obtenida por la prueba de rangos sefialados de Wilcoxon. (A= antes, D= después del

GABOB, Hp+, Hp- = Helicobacter pylori positivo y negativo).
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ANEXO 4. Expresion de RNAm de mediadores de dafio géstrico. c¢) Factor transformante de
crecimiento tipo o (TGF-0), d) Factor transformante de crecimiento tipo p (TGF-B), e) Interleucina 10
(IL-10), f) Interleucina 8 (IL-8), g) Péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), h)
Ciclooxigenasa tipo 1 (COX-1), i) Ciclooxigenasa tipo 2 (COX-2). Valor expresado en unidades de

expresion relativa. Las barras representan los valores del promedio. *p<0.05 Significancia estadistica,
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**p<0.10 Tendencia a la significancia, obtenidas por la prueba de rangos sefialados de Wilcoxon
(antes vs. después de GABOB).

85

Efecto del GABOB en pacientes con AR y tratamiento de AINEs en presencia/ausencia de Hp



Anexos

a) TNF-a

2 -
R
k|
& 1.6 1
= T . T
?g 1.4 4 X Antes
(o] <
:% M Después
512 1

1

Hp+ Hp- Hp+ Hp-
ANTRO DUODENO

c) TGF-o

2 -
g1
&
216 1
c
o **p<0.1
.g 1.4 1 ‘ . . Antes
s T M Después
U)j ] j ]

1

Hp+ Hp- Hp+ Hp-

ANTRO

DUODENO

e) iNOS

2 -
181
& T
& 1.6 1 1
c
'% 14 T L Antes
3 HDespués
Wiz

1

Hp+ Hp- Hp+ Hp-
ANTRO DUODENO
g) COX-1
2 1

L
®
"

Expresién Relativa
e
S (o2}
. .

In
N
"

Antes

] 1 o

[iN

Hp+ Hp-

ANTRO

Hp+ Hp-
DUODENO

b) TGF-p
2 -
< 1.8 1
2
% 1.6 1 **p<0.1
x 1
:E 144 - -. = - Antes
g M Después
S 12 A
|
1
Hp+ Hp- Hp+ Hp-
ANTRO DUODENO
d) IL-8
27 **p<0.1
**P<0.1 —
g 181 T
> .
B T
& 16 1
i=
7% 14 - T T Antes
'é M Después
w 1.2 9
1
Hp+ Hp- Hp+ Hp-
ANTRO DUODENO
f) CGRP
2.2
**p<0.1
g 24 —_— T T
s18{ ol T
x
S16
'g Antes
§ 147 M Después
REPE
1
Hp+ Hp- Hp+ Hp-
ANTRO DUODENO
h) COX-2
2.2
**p<0.1
o 2 1 T 1
=
S84
§ 16 T I T
f% Antes
5.1‘4 1 M Después
d 1.2
. 1
Hp+ Hp- Hp+ Hp-

ANTRO

DUODENO

Anexo 5. Expresion de RNAm de mediadores de dafio gastrico en biopsias de antro y duodeno

antes-después de la administracion del GABOB en pacientes H. pylori positivo y negativo. A) Factor

de necrosis tumoral tipo o (TNF-a), b) Factor transformante de crecimiento tipo B (TGF-B), c) Factor

transformante de crecimiento tipo a (TGF-o), d) Interleucina 8 (IL-8), e) Sintetasa de Oxido nitrico

inducible (iNOS), f) Péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), g) ciclooxigenasa tipo 1

(COX-1), h) ciclooxigenasa tipo 2 (COX-2). Valor expresado en unidades de expresion relativa. Las

barras representan los valores del promedio. *p<0.05 Significancia estadistica, **p<0.10 Tendencia a
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la significancia, obtenidas por la prueba de rangos sefialados de Wilcoxon (antes vs. después de
GABOB = 4cido y-amino-p-hidroxibutirico). (Hp+, Hp- = Helicobacter pylori positivo y negativo).
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Author Helicobacter pylori (Hp) and non-steroidal anti-inflammatory

Gutierrez-Ruiz Maria drugs(NSAID) are the major causes of gastric-disorders. Oral GABA-

Concepcion

o treatment down-regulates inflammatory-responses in rheumatoid-
Departamento de Ciencias

de la Salud, DCBS, arthritis (RA) models. We investigate the anti-inflammatory effect of

Universidad Auténoma oral-ingestion of GABOB in dyspeptic-patients with RA and NSAID
Metropolitana-I.

intake to establish if Hp-colonization contributes to the association

between NSAID and peptic damage. 26 patients with RA who took NSAIDs and dyspeptic-
symptoms were recruited. Patients were tested for Hp-infection. TNF-a, TGF-a, TGF-p, IL-
10, IL-8, NO expression and secretion were determined in antrum-duodenum biopsy and
plasma before-after GABOB-treatment. Immohistochemistry and Sydney evaluation were

also conducted. Severity of dyspepsia assessment (SODA) test was applied. Ten patients
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were Hp+ and 16 Hp-. IL-8 expression presented higher-values in antrum from patients Hp+,
and it correlated with greater inflammatory-infiltration. Data didn’t show significant changes
in cytokine-levels as a result of GABOB, except IL-8 secretion that increased in Hp+
duodenum biopsy. Moreover, it was observed an increase of Smad3 expression in Hp-
duodenum and a decrease in TGF-f plasma-levels in the same patients. Apparently, Hp
colonization doesn’t contribute to increased damage, since we didn’t find any correlation
among dose, NSAID type, time consuming and gastropathy. These findings suggest that
GABOB-treatment improves dyspepsia-tolerability at 60% and 69% of Hp+ and Hp- patients.
However, 4 weeks of GABOB-treatment didn’t improved inflammatory-mediators in gastric-

biopsies nor in plasma-levels.
KEYWORDS: cytokines, antrum, duodenum, Sydney evaluation, SODA test.

INTRODUCTION

Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are highly effective agents for the control
of musculoskeletal pain and inflammation, and are among the most widely used drugs
worldwide. It is well recognized that marked improvements in quality of life occur among
patients with rheumatoid arthritis (RA) receiving NSAIDs. Although careful patient selection
and monitoring for potential adverse effects is essential, these drugs are well tolerated by
most patients. NSAID-induced gastrointestinal events are reported more commonly than

adverse effects from any other class of drugs.

Patients with RA are known to have an increased propensity for developing a variety of upper
gastrointestinal disorders. Long-term use of NSAIDs is accepted as being the most important
factor in the development of peptic ulceration, although surprisingly, few studies have
concentrated on patients with RA. The prevalence of gastric ulcer and duodenal ulcer have
been reported to be 13% and 11%, respectively, in NSAID-consuming patients with chronic
arthritis but, only 0.3% and 1.4% in the population without regular NSAID use.™ In a British
study, peptic ulcer disease was detected in 36% RA patients, but, unexpectedly, no difference

was observed in NSAID treatment between the ulcer and non-ulcer groups.?!

Helicobacter pylori infection is the main cause of chronic gastritis, which is also the
commonest histologic finding in patients consuming NSAIDs, and is closely associated with
peptic ulcer.®! It is present in more than 90% of patients with duodenal ulcer.” The role of

Hp in patients receiving NSAIDs has been investigated with conflicting results, as the so-
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called reactive gastritis has been suggested as a characteristic prevalent finding in patients
consuming NSAIDs, but it may also be detected in association with bile reflux, high alcohol
intake, or gastric surgery.’®) Few studies have examined the potential interaction between
NSAIDs and Hp, with controversial findings.

It has been shown that gamma-aminobutyric acid (GABA), and various GABAergic agents
are important regulators of gastrointestinal functions in the central nervous system.”! There
are some evidence that central administration of GABA agonists and antagonist caused
significant alteration in gastric motility, gastric secretion, and intestinal electrolyte
transport.®¥] Others suggest gastric acid secretion modulation in rats and influence the
formation of experimental gastric ulcers, apparently due to their inhibitory effect on mucosal
defensive factors. GABA is also able to modulate gastric tone acting peripherally through
neural GABAA and GABAg receptors.”) Baclofen, a GABAg receptor agonist, attenuates
functional dyspepsia and appears to act by central mechanisms.'™® However, there is a
general disagreement in the literature concerning the characteristics of the GABAergic effects
on gastric acid secretion and ulceration. GABA by itself has been reported to increase,
decrease or not influence gastric acid secretion.**"*?! In recent years, it has become clear that
there is an extensive cross-talk between the nervous and the immune system. Indeed, the
immune cells themselves express components of the neuronal neurotransmitters systems. The
role that neurotransmitters and, their ion channels, receptors and transporters have in immune
function and regulation is an emerging field of study. Several recent studies have shown that
the immune system is capable of synthesizing and releasing the classical neurotransmitter
GABA, which has a number of effects on immune cells such as activation or suppression of
cytokine secretion, modification of cell proliferation, even affect cellular migration. The
GABA also appears to have a role in autoimmune diseases like multiple sclerosis, type 1
diabetes and RA and may modulate the immune response to infections.***! Oral GABA
treatment down regulates inflammatory responses in a mouse model of rheumatoid
arthritis.'®! Kelley et al. propose that GABA may down regulate p38 MAPK activity to
reduce peripheral production of proinflammatory cytokines in joints affected by RA. 4-
Amino-3-hydroxybutanoic acid (GABOB) is an endogenous ligand found in the central
nervous system in mammalst*”! and it is considered a metabolic product of GABA. GABOB
has anticonvulsant properties. More studies have been suggested that it may improve learning
and memory function, probably through a cholinergic mechanism, as well as boosting growth

hormone release.l®! Recently Liu et al. demonstrated that GABOB, presumably by activation

WWW.ejpmr.com 484



http://en.wikipedia.org/wiki/Anticonvulsant
http://en.wikipedia.org/wiki/Acetylcholine
http://en.wikipedia.org/wiki/Growth_hormone
http://en.wikipedia.org/wiki/Growth_hormone

Maria et al. European Journal of Pharmaceutical and Medical Research

of GABAg receptors, significantly attenuates behavior and visceromotor responses to gastric
mechanical distention.') They consider the GABAergic pathway as a potential target for the
treatment of functional dyspepsia and related conditions.™

The present study aimed first to estimate the effect of oral ingestion of GABOB in dyspeptic
patients with RA and to establish whether or Helicobacter pylori colonization contributes to

the association between NSAID intake and peptic damage.

MATERIALS AND METHODS

Study Cohort

26 patients with early diagnosis of RA from the Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion “Salvador Zubiran” Hospital (INCMNSZ), Mexico City, were considered in this
study. All patients presented dyspeptic syntoms and abdominal pain or discomfort for at least
one week of evolution and were under NSAIDs treatment for more than two weeks. Patient
selection was based on clinical examination, endoscopy, and anti-Hp 1gG test. Ten of them
were Hp positive and sixteen negative. After diagnosis, patients were treated with 250 mg
GABOB daily for a month. All patients had a standardization diet and, free of irritants, one
week prior beginning to take the GABOB. They all signed an informed consent before entry
to the protocol. The study was approved by the Ethical Committee of the INCMNSZ
(approval number 1524).

SODA Scale

Severity of Dyspepsia Assessment (SODA) scales that measures the change in dyspepsia-
related health, which takes into account the multidimensional nature of dyspepsia using three
scales (pain, non-pain symptoms, and satisfaction with dyspepsia-related health) and
demonstrates good psychometric properties with respect to validity, reliability and sensitivity
to change in the measurement of dyspepsia-related health™ were applied at visit 1 and when

patients finished the study.

Biopsy Specimens

Two biopsies samples were collected during endoscopy study from each patient by a certified
gastroenterologist, one biopsy from antral of the stomach and another one from duodenum
previously to GABOB treatment initiation. Procedure was repeated after 4 weeks of
treatment. Biopsies from each patient were divided into three sections, the first one was
stored in RNA later at -70°C, the second one for ELISA and Western blot analysis, and the
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third was fixed with 10% formaldehyde for immunohistochemistry and Haematoxylin-Eosin
staining. The histological variables were graded according to the Updated Sydney System
visual analogue scale to generate a score (0 = absent, 1 = mild, 2 = moderate and 3 =
marked).

Cytokine assays

Biopsy samples were washed, homogenized and centrifuged. Supernatants were obtained
from centrifugation at 12000xg for 10 min at 4°C. Plasma was also separated by
centrifugation (2000xg for 15 min at 4°C). Samples were frozen at -20°C until used for IL-8,
IL-10, TGF-B, TGF-a, TNF-a and NO measurements by ELISA (Biolegend, San Diego, CA;
BD Bioscences, New Jersey) according to manufacturer’s instructions. In each patient, every
determination was run by duplicate. Total concentrations in samples were expressed as pg/mg

of protein. Plasma values were expressed as pg/ml.

Quantitative RT-PCR assays for cytokines and others molecules

Biopsies from 21 patients with Hp+ or Hp-, were subjected to RNA isolation and gRT-PCR
of IL-8, IL-10, CGRP, inducible NO synthase, TNF-a, TGF-a, TGF-B, COX-1, COX-2,
using primers and probes listed in table 1 (table 1 as shown in ESM) and following protocol
reported by Trejo.' mRNA levels were expressed as cytokine mRNA/GAPDH mRNA.
Each assay was performed in duplicate and each cytokine assay was performed testing all

RNA samples in the same experiment.

Western blot analysis

Total proteins were isolated from antrum and duodenum biopses with Tissue Extration Buffer
(T-PER) (Pierce Rockford, IL, EU) containing complete protease inhibitor and PhosphoStop
tablet (Roche Indianapolis, EU). 70 ug of total protein were subjected to Western blotting as
previously reported Gomez-Quiroz et al.,”” using anti-ciclooxygenase-1/PTGS1/COX-1 and
anti-ciclooxygenase-2/PTGS2/COX-2 (Imgenex, San Diego, CA), anti-phospho-NF-xB p65
and phospho-Smad 3 (Cell Signaling Technology, Boston, EU) antibodies.

Apoptosis detection

Biopsy specimens from patients were fixed in 10% formalin, and apoptotic cells were
detected with immunostaining of active caspase 3 according to the instructions of the
manufacturer (Biocare Medicall, USA; CP 229 A,B,C.).
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Immunohistochemistry

10 gastric biopsies (5 Hp+ and 5 Hp-) previous to GABOB treatment were fixed in formaline
and embedded in paraffin. Sections of 1.5 microns (Hyrax M25, EPC-1200PC, Zeizz,
Germany) were prepared and subjected to immunohistochemistry,?® using primary antibody
against COX-1 or COX-2 (Abcam, USA; Imgenex).

Evaluation of COX-1 and COX-2 was performed according to the following scoring system:
staining intensity was graded as absente (0), weak (1), moderate (2), or strong (3), area of
staining positivity as <10% (0) of all cells stained in the cytoplasm, 10-40% (1), 40-70% (2),
or >70% (3), and gland of staining positivity as absente (0), surface (1) intermediate (2) and
deep (3). Total scores for grade and area of three or more, were defined as positive expression
and less than three as negative.?

Statistical Analysis

The quantitative variables will summarize in terms of median and intervals (minimum and
maximum values). In the case of RNAm determination in figure 2, data are means + SD. The
analysis of the change was made by the proof of the ranks of Wilcoxon and the change
between groups was made by Mann-Withney test while analysis between different groups by

Kruskal-Wallis test. A p value <0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

Patients

26 patients with RA were included in the study. Of these subjects 10 patients (10 F) were
Helicobacter pylori positive (Hp+) and had a median age of 37 years old (range 23-64 years
old) and 16 patients (15F/1M) were Helicobacter pylori negative (Hp-) and had a median age
of 52 years old (range 36-69 years old). All patients were treated with NSAID’s, 31%
indomethacin, 31% diclofenac and the remaining patients other NSAIDs (ibuprofen, sulindac,
naproxen, piroxicam, acetaminophen). NSAID’s were taken from different periods and dose
from 2 months to 10 years. Gastropathy was evaluated by endoscopy: nodular and erosive
gastropathy, mild chronic superficial gastritis antrum and body, erythematous and erosive
gastropathy antral gastropathy chronic alkaline reflux changes in antrum and body or chronic
follicular gastritis inactive. No relationship was found between treatment of NSAID’s,
gastropathy and the presence or absence of Helicobacter pylori. SODA, which is a

multidimensional, reliable and clinically meaningful valid instrument used as a measure of
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dyspepsia tolerability, showed that 60% of patients Hp+ and 69% of patients Hp- considered
an improvement in dyspepsia tolerability as result of GABOB treatment.

Cytokine content in antrum and duodenum biopsy

The antral and duodenal biopsies were taken at visit 1 before starting treatment with GABOB
and at visit 4 at the end of treatment with the drug. TNF-a, TGF-a, IL-10, IL-8, TGF-$ and
NO were determined (Figure 1).

Results showed a significant difference between IL-8 protein expression values in the antrum
versus duodenum (Figure 1D) being higher in the case of antral biopsies in patients Hp+ and
Hp-, with a median value of 201.85 pg/mg (range 109-700) and 114.04 pg/mg (range 77-
128), respectively. After GABOB treatment, IL-8 protein expression did not change in
antrum biopsies. However, in duodenal biopsies, IL-8 protein expression was increased as a
result of treatment in both Hp+ [median value 99.26 pg/mg (38-193)] and Hp- [median value
58.19 pg/mg (range 38-88)] patients. It is notably that IL-8 concentration was higher in Hp+
than Hp- in antrum independent of treatment of GABOB.

gRT-PCR assays of gastric damage mediators in biopsies of antrum and duodenum

IL-8, IL-10, CGRP, inducible NO synthase (iNOS), TNF-a, TGF-a, TGF-p, COX-1, COX-2
gene expression were determined. None of the determined variables presented a statistically
significant change. There is no difference between antro and duodenum biopsies in Hp+ and

Hp- samples, neither before and after GABOB treatment (Figure 2).
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Figurel- Cytokines and NO concentration in antrum and duodenum biopsies of
Helicobacter pylori positive (Hp+) and negative (Hp-) patients before (B) and after (A)
GABOB treatment. a)TNF-a, b)TGF-a, ¢)IL-10, d)IL-8, e)TGF-p and f)NO
concentration. Data from each patient were plotted and median is shown. Inflammatory
status, measured by IL-8 presented significant difference between Hp+ and Hp- antrum
biopsies before treatment and between antrum versus duodenum Hp+. GABOB
treatment only changes IL-8 expression in duodenum Hp+ biopsies.
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Figure 2- a)IL-8, b)IL-10, c)CGRP, d)inducible NO synthase (iNOS), €)TNF-a, f)TGF-a,
g)TGF-B, h)COX-1, i)COX-2 gene expression in antrum and duodenum biopsies
Helicobacter pylori positive (Hp+) and negative (Hp-) of patients before (B) and after (A)

GABOB treatment. Data are expressed as mean + SD.

COX-1, COX-2, NF-kB and Smad3 Western blot analysis

Western blot analysis for COX-1, COX-2, NF-xkB and Smad3 expression were carried out in
antrum and duodenum biopsies Hp+ and Hp- (Figure 3). COX-2 was not detectable by this
technique in antrum Hp+ nor Hp- in basal condition or after GABOB treatment. The results
showed no change in COX-1, COX-2, NF-kB and Smad3 expression between Hp+ versus
Hp- in antrum and duodenum, except a statistically significant change observed in Smad 3

expression in duodenum Hp-, due to GABOB treatment.
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Figure 3- Protein content determined by Western blot a)COX-1, b)COX-2, c)NF-kB and
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bars represent median expression.
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Plasma cytokine concentration
IL-8, IL-10, TNF-a, TGF-a, TGF-B and NO concentration were determined in plasma. TGF-
a and NO did not change after GABOB treatment, meanwhile the remaining cytokines were

not detectable. Only TGF-f decreased in Hp- as a result of GABOB treatment (Figure 4).
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Figure 4- a)TGF-a, b)NO and ¢)TGF-p plasma concentration from Helicobacter pylori
positive (Hp+) and negative (Hp-) of patients before (B) and after (A) GABOB
treatment. Only TGF-PB concentration in Hp- patients presented significant reduction as
a result of GABOB treatment.

Sydney evaluation

Antrum biopsies were analyzed after standardization diet and before GABOB treatment (visit
0). Biopsies from each patient were staining with hematoxylin-eosin and histological
evaluation was performed according to the Updated Sydney System. Mononuclear infiltrates
in antrum biopsies were present in all Hp+ (30% mild, 70% moderate) biopsies, while Hp-

only in 50% (43.75% mild and 6.25% moderate) at lamina propria of gastric mucosa and in
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the cytoplasm as lymphoplasmocitic infiltrate. On the other hand, polymorphonuclear cell
infiltrate was observed in 80% of Hp+ biopsies (70% mild, 10% moderate), meanwhile
neutrophil infiltrate was presented in 12% of Hp- biopsies (6.25% mild and moderate) and
were found in the lamina propria, particularly in the epithelium of glandular neck and

foveolar lumen.

Cleaved caspase 3 immunohistochemistry

Apoptotic cells were quantified from antral biopsies in visit 0 by cleaved caspase-3
immunohistochemistry and determined in 10 high-power yields in each biopsy. There was no
difference between Hp+ and Hp- patients finding an average of 23 apoptotic cells/10 high
power yield (Figure 5).

Figure 5- Photomicrographs of the a) haematoxylin and eosin (H&E)-stained tissue
sections of antrum gastric tissues and active caspase 3 Hp+ before GABOB treatment.
Biopsies from each patient were staining with hematoxilin-eosin and histological
evaluation was performed according to the Updated Sydney System. Representative
image of Hp+ patients that presented 100% of mononuclear infiltrate. Only 50% in Hp-
presented mononuclear infiltrate (image not shown). b) Apoptotic cells were quantified
from activated caspase 3 immunohistochemistry in Hp+ before GABOB treatment.
There was no difference between Hp+ and Hp- patients (image not shown).

Immunohistochemistry assay for COX-1 and COX-2 and staining evaluation
Immunohistochemistry showed the presence of COX-2 in Hp+ and Hp- antrum biopsies

before GABOB treatment. However, no difference in COX-1 or 2 could be observed,

WWW.ejpmr.com 493




Maria et al. European Journal of Pharmaceutical and Medical Research

although COX-2 was not detectable by Western blot. The overall presence of COX-1 and
COX-2 in antrum biopsies was not significantly affected by presence of Hp (Figure 6).

Figure 6- Photomicrographs of COX-1 and COX-2 in sections of antrum gastric tissues
Hp+ and Hp- before GABOB treatment. a) and b) Positive controls for COX-1 and Cox-
2 respectively, ¢) COX-1 in Hp+, d) COX-2 in Hp+, €) COX-1 in Hp- and d) COX-2 in
Hp-. No difference in COX-1 and COX-2 were observed.
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DISCUSSION

Our findings suggest that GABOB treatment improves tolerability in dyspeptic symptoms in
60% of Hp+ and 69% of Hp- patients. IL-8 expression presented higher values in antrum in
Hp+, patients, that correlates with greater inflammatory infiltration. IL-8 secretion was
increased in Hp+ duodenum biopsies as a result of GABOB treatment. Smad3 expression
increased in Hp- duodenum; while a decreased of TGF-f plasmatic levels were observed in
the same patients. Apparently, Hp colonization does not promotes damage, since we did not
find any correlation among dose, NSAID type, time consuming and gastropathy. We suggest
that 4 weeks of GABOB treatment is not enough to improve inflammation mediators in

gastric biopsies, nor in plasma levels of patients with rheumatoid arthritis.

There are conflicting results regarding the role that H. pylori plays in the pathogenesis of
ulcers induced by NSAIDs. Cross-sectional studies of chronic NSAID users from the general
population of rheumatology patients have not shown a difference prevalence of ulcers among
those with or without H. pylori infection.!®! Similar results have been reported in a follow-up
endoscopic ulcer study of relatively highly selected chronic NSAID users. Tanaka et al
observed a lower incidence of H. pylori infection in RA patients with chronic use of NSAIDs,
and suggested that some NSAIDs have antibacterial effect against H. pylori. However, they
concluded that H. pylori infection was a significant risk factor for upper gastrointestinal ulcer
in Japanese patients with RA.1**! Kim and Graham reported similar results as in the present
study; authors suggested that H. pylori does not confer increased risk of ulceration in
arthritics receiving NSAIDs chronically./® However, Goggin et al. have shown that H. pylori
infection is associated with increased dyspeptic symptoms in RA patients taking NSAIDs, but
that infection does not predispose to NSAID gastropathy.® Vonkeman et al. in a recent
controlled clinical trial, found that eradication of H. pylori infection did not reduce the
incidence of endoscopic gastroduodenal ulcers in H. pylori seropositive patients currently
taking NSAIDs for rheumatic diseases.!”!

There are some conflicting results about GABOB effect. Yano et al. reported that GABOB
produced an increase in gastric acid secretion.’®) However, there are some reports that
consider that GABA and GABA receptor agonists are involved in the regulation of mouse
gastric tone, through modulation of intrinsic neurons®?¥ and that this stimulation impact in
antrum which involves GABAergic transmission.,? which is not surprisingly since GABOB

is considered an endogenous ligand found in the central nervous system in mammals which is
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a metabolic product of GABA, and exerts similar effects. In this way, GABOB also can have
not only an effect on gastric cells, but also an effect on cells of the immune system. In the
present study, we found that GABOB treatment increased chemokine (IL-8) secretion at
duodenum level concomitantly with Helicobacter pylori colonization. On the other hand,
without Helicobacter pylori colonization we observed an increased of Smad3 expression at
duodenum level, which decreases TGF-f plasma levels.

Accordingly to IL-8 levels, we observed higher concentration at antrum level in Hp+ patients
compared to Hp-. This result could be correlated with greater inflammatory infiltrate found in
Hp+ antrum biopsies quantified by Sidney System. Also, duodenum concentration for IL-8
were lower than the corresponding for antrum. GABOB treatment produced no change in this
cytokine in antrum samples; however, only Hp+ patients significantly increased the value of
IL-8 duodenal biopsies. Stromberg et al. have shown that duodenal ulcer (DU) patients have a
significantly lower 1L-8 response in the duodenum than asymptomatic carriers, which may be
of importance for the pathogenesis of H. pylori-induced duodenal ulcers and most likely can
be explained by host factors.!

TNF-0, TGF-a, IL-10, TGF-p and NO concentration were similar in infected and uninfected
patients, also they have the same values in antrum as well as duodenum biopsies (Figure 1),
but any of these parameters change after GABOB treatment. H. pylori infection is associated
with increased expression of TGF-B1, TGF-BIRI, Smad-7, and CTGF in the gastric
antrum.®? Bontems et al. reported that 1L-2, IL-4, IL-10 and TNF-o concentrations were
similar in Hp+ and in uninfected adults in mucosal and duodenum biopsies.* IL-8, IL-10
TNF-0, TGF-a, TGF-B, iNOS, CGRP, COX-1 and COX-2 expression did not change in any
case (Figure 2), which indicate that there is not a transcriptional change. These parameters
showed similar values, that points out the lack of difference between the antrum and
duodenal biopsies, nor due to the presence of Helicobacter pylori infection. Even mRNA IL-
8 expression did not increase, IL-8 secretion in antrum Hp+ patients did increase, mainly
based on the fact that the expression as well as secretion, were held in the same sample and
possibly the induction of mMRNA was at previous times. GABOB treatment did not produce
any change. Subjects Hp- treated with ibuprofen during 3 days with gastric lesions or adverse
reactions had lower PGE2 levels. COX-1, COX-2, eNOS, and iNOS were detectable in all
subjects. The constitutive enzymes (COX-1 and eNOS) did not change after treatment. COX-

2 was higher in corpus than antrum and it increased after ibuprofen treatment. iINOS tended to
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increase mildly in the corpus in subjects with adverse reactions or endoscopic lesions.
Other studies have shown that H. pylori infection was associated with increased COX-2
expression in gastric antral mucosa for both NSAID users and nonusers, but not in gastric
ulcer, where the effect of NSAID inhibition plays a major role. The authors concluded that H.
pylori eradication does not interfere with gastric ulcer healing in NSAID users.k®
Conversely, in H. pylori infected mice, NSAID treatment significantly decreased the degree
of gastric inflammation.B®! Therefore, it is possible that HP+ patients with concurrent NSAID
treatment, may affect levels of gastric inflammation and consequently the serological
response. There are some reports that indicate that H. pylori infection can activate NF-xB in
gastric epithelium cells and subsequently up-regulate 1L-8 gene transcription.”! However,
our data indicate that although we have an increase of pro-inflammatory IL-8 cytokine in H.
pylori infected antral biopsy and an increased inflammatory infiltrate observed by
microscopy, we did not find an increase in the activation of NF-«kB. The results suggest that
mononuclear cells in lamina propia were the major source of this pro-inflammatory cytokine.
As seen in the different studies, there is a large discrepancy in the results obtained. Recent
data indicated that H. pylori induced inflammation, up-regulate Hathl expression via
interleukin-8/STATS3 (IL-8) phosphorylation while suppressing Hes1, which provides a novel
molecular connection between a H. pylori infection and intestinal metaplasia.*®! No results
were found in the literature regarding the effect of GABOB in antrum and duodenal biopsies,
but our data have suggested that GABOB does not contribute to ameliorate inflammatory

response.

We determined plasma concentration of IL-8, IL-10, TNF-a, TGF-0, TGF-f and NO. IL-8,
IL-10 and TNF-a were not detectable. TGF-a and NO did not change after GABOB
treatment, whereas only TGF- decreased in Hp- as a result of GABOB treatment (Figure 4).
Notwithstanding, a few data are available on the circulating levels of cytokines in H. pylori
infection. Russo et al. reported in asymptomatic people carrying H. pylori infection, a
significantly higher TNF-a level than uninfected subjects.*® On the contrary, IL-8 levels
were significantly higher in the uninfected subjects than in H. pylori positive ones. Also they
found that IFN-gamma and IL-10 circulating levels were not affected by H. pylori presence,
being not significantly different in the two groups. Bayraktaroglu et al. could not be able to
demonstrate any increase in circulatory cytokines in H. pylori- positive patients.”*” Although
mucosal cytokine production was found to correlate well with the intensity of gastric mucosal

inflammation, serum cytokine levels did not show any correlation with Sydney parameters,
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including the gastric epithelial inflammatory scores, H. pylori density and activation. In the
literature, some authors reported increased circulatory TNF-a levels while serum IL-8 levels
remained normal in H. pylori-infected persons. Some others reported elevated serum TNF-a
levels in patients with CagA positive H. pylori infection. IL-1p, IL-6 and IL-8 were elevated
in Cag A-positive cases. We did not determine the Cag A status of our patients. Thus, we do
not know whether most or all of our patients were infected with a Cag A-positive strain.
However, we know that our patients had endoscopic sign of gastroduodenal disease. As a
result of contradictory reports, including ours, we do not know whether the continuous spill-
over of cytokines into the blood stream could be possible as a consequence of gastric mucosal
cytokine activation and increased synthesis. We think that further studies are needed, but it
could be difficult that H. pylori induced changes in the circulatory cytokine levels. Probably,
only under specific conditions of acute events, gastric mucosal pro-inflammatory cytokines

could be increased and be reflected in cytokine serum levels.

Our results showed, that COX-1 and COX-2 were detected by immunohistochemistry using
the avidin-biotin complex. However, no difference was found in antrum biopsies Hp+ and
Hp- in visit 0 (Figure 5). Wu et al. reported that H. pylori increased IL-8 and COX-2 in the
antral mucosa, but did not influence COX-2 and local cytokines in gastric ulcer. NSAIDs
inhibited COX-2 in gastric ulcer and delayed gastric ulcer healing.!*!!

Our findings demonstrate that GABOB treatment improves dyspepsia tolerability in 60% and
69% of Hp+ and Hp- patients, respectively. Although, chronic NSAID users from
rheumatology patients have not shown a difference in gastric disorders among those with or
without H. pylori infection. We believe that 4 weeks of GABOB treatment did not improved

inflammatory mediators in gastric biopsies nor in plasma levels.
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