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“...Pero nada es verdad,

y todo puede siempre serlo,

basta creerlo por un momento

y luego dejar de creerlo,

para creerlo de nuevo

y seguir creyéndolo siempre,

o no creerlo nunca mas.

La verdad so6lo Dios la sabe.

La de los hombres existe a condicion
De que tal y como la sienten la crean.
Hoy asi, mafiana de otra manera...”

L. Pirandello
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1. RESUMEN

H. pylori coloniza la mucosa gastrica de humanos y jerbos, induciendo
gastritis y cancer gastrico. La relacidon de riesgo de padecer cancer gastrico entre
hombres y mujeres pre-menopadusicas es de 2:1. Las diferencias de género en la
respuesta inflamatoria en jerbos infectados con H. pylori también se ha observado.

Con la finalidad de investigar el papel del estradiol (E2) y la progesterona
(P4) en los cambios de la mucosa gastrica inducidos durante la infeccion por H.
pylori, jerbos hembra adultos fueron ovariectomizadas e infectadas con H. pylori
cepa SS1; 7 dias después de la infeccion, fueron tratadas por via subcutanea con
dosis bajas (L) y altas (H) de E2 (pellets de 50 y 250 ug/60 dias) y P4 (pellets de
15 y 50 mg/60 dias) o vehiculo (VEH) y eutanizadas a 6 y 18 semanas post-
infeccion (SPI). Jerbos hembra no ovariectomizadas e infectadas con H. pylori
fueron empleadas como control (CTL). Se realizé la evaluacidn histologica, la
deteccion inmunohistoquimica de células productoras de gastrina (células G) y el
antigeno de proliferacion nuclear (PCNA) para determinar proliferacion y técnica
de TUNEL para apoptosis. En todos los casos se contaron las células epiteliales
positivas en 10 glandulas bien orientadas del antro de cada animal. Por otra parte,
se determind la presencia de los receptores de estrogenos y progesterona (RE y
RP respectivamente) en el estbmago de jerbos no infectados por la técnica de
western blot.

Todos los jerbos en los grupos tratados con E2 mostraron gastritis aguda
y/o folicular mas intensa y extendida comparadas con los animales tratados con
VEH mientras que los grupos tratados con P4 presentaron menos gastritis que los
demas. A las 6 SPI se observé atrofia leve unicamente en los grupos tratados con
P4 (20% en P4L y 50% en P4H), mientras que a las 18 SPI unicamente los grupos
E2L (25%) y P4L (25%) presentaron atrofia leve y moderada respectivamente.

El indice de proliferacién fue significativamente mayor en los grupos E2L y
P4L comparados con VEH a 6 SPI; a 18 SPI no hubo diferencias significativas. De
manera interesante, se observaron indices de proliferacion significativamente
menores en VEH, E2H y P4H comparados con CTL a 6 SPI.



El indice de apoptosis incrementd en los grupos tratados con hormonas
comparado con VEH a 6 SPI y disminuy¢ significativamente en todos los grupos a
18 SPI comparado con 6 SPI, con excepcion de VEH. El numero de células G
disminuy6 en todos los animales infectados por H. pylori a 6 SPI. A 18 SPI, los
tratamientos con E2H y P4L revirtieron este efecto.

Se determiné el contenido de las isoformas del RE y del RP en el antro
gastrico del jerbo. El REa fue regulado por el E2 y la P4. El E2 disminuy¢ el
contenido del RP-B mientras que el tratamiento con P4 indujo un aumento en los

contenidos tanto del RP-A como del RP-B.

Nuestros resultados sugieren que el E2 y la P4 modifican el perfil de
inflamacion de la mucosa gastrica, la proliferacion y la apoptosis de las células
epiteliales y el numero de células G en jerbos infectados por H. pylori. Estos
efectos podrian ocurrir a través de la interaccion del E2 y la P4 con sus receptores

nucleares en el estomago del jerbo.



2. ABSTRACT

H. pylori colonizes gastric mucosa in humans and Mongolian gerbils
inducing gastritis and gastric cancer. The gastric cancer ratio men to pre-
menopausal women is 2:1. Gender differences in inflammatory response in H.
pylori infected gerbils have also been shown.

To investigate the role of estradiol (E2) and progesterone (P4) in the
mucosal changes induced by H. pylori infection, adult female gerbils were
ovariectomized and infected with H. pylori (SS1); 7 days after infection, they were
treated with low (L) and high (H) doses of E2 (50 and 250 pg/60 days pellet) and
P4 (15 and 50 mg/60 days pellet) or vehicle (VEH) and euthanized at 6 and 18
weeks post-infection (WPI). Non-ovariectomized, infected female gerbils were used
as control (CTL). Histological evaluation, immunohistochemical detection of gastrin
producing cells, and PCNA and TUNEL assay for determining proliferation and
apoptosis were performed. Positive cells in 10 well oriented glands were counted
for each animal per group. Estrogens and P4 receptors (ER and PR, respectively)
presence in non-infected gerbil's stomach was studied by western blot in a
separated experiment.

All gerbils in E2 treated groups showed more intense and extended acute or
follicular gastritis compared to VEH, whereas P4 groups presented less gastritis
than the other groups. At 6 WPI mild atrophy was only observed in P4 (20% in P4L
and 50% in P4H) treated groups, while at 18 WPI, E2L (25%) and P4L (25%)
groups presented low and moderate atrophy, respectively.

The proliferation index was significantly higher in E2L and P4L groups than
in VEH group at 6 but not at 18 WPI. Interestingly, significant lower indexes were
observed in VEH, E2H and P4H compared to CTL groups at 6 WPI.

Apoptotic index was increased by both hormones compared to VEH at 6
WPI, and significantly decreased in all groups at 18 WPI compared to 6 WPI with
exception of VEH.



The number of gastrin producing cells was diminished in all groups infected
by H. pylori, at 18 WPI, E2H and P4L treatment reverted this effect, CTL and VEH
groups showed the lower numbers of gastrin producing cells.

The contents of ER and PR were evaluated in gerbil antral gastric tissue.
ERa was regulated by E2 and P4 treatments. E2 treatment diminished the content
of PR-B isoform whereas P4 administration increased the contents of both PR-A

and PR-B isoforms.

Our results suggest that E2 and P4 modify the profile of mucosal
inflammation, epithelial cell proliferation and apoptosis and gastrin producing cells
number diminution in Mongolian gerbils infected with H. pylori. These effects could
occur through E2 and P4 interaction with their nuclear receptors in the gerbil

stomach.



3. INTRODUCCION

El cancer gastrico es la segunda causa de muerte por cancer en México. La
infeccion por Helicobacter pylori (H. pylori) estd asociada con el desarrollo de
gastritis, Ulcera gastro-duodenal, adenocarcinoma y linfoma gastrico. En 1998 se
informo6 el modelo de infeccion por H. pylori en jerbos, que ha mostrado generar
con mayor frecuencia y en menor tiempo, la secuencia de cambios morfologicos
observados en la mucosa vecina de carcinomas gastricos en humanos.

El riesgo de padecer cancer gastrico es de aproximadamente el doble para
hombres que para mujeres pre-menopausicas, tendiendo a igualarse en mujeres
post-menopausicas. Se sabe que las hormonas esteroides sexuales participan en
la regulacion de la respuesta inmune a las infecciones bacterianas vy
adicionalmente, participan en la funcién gastrica; sin embargo, sus efectos en el
desarrollo de enfermedades gastricas inducidas por H. pylori no se han evaluado,
por lo que en este trabajo se estudio el efecto del estradiol (E2) y la progesterona
(P4) sobre la respuesta de la mucosa gastrica a la infeccién por H. pylori en jerbos

hembra (Meriones unguiculatus).

4. ANTECEDENTES

4.1. Estdmago

4.1.1. Estructuray funcién del estbmago

El estbmago es un 6rgano que conecta al eséfago con el duodeno y se
divide en cardias, antro, cuerpo y fondo (Figura 1). Su principal funcién es la
modificacion de los alimentos en bolo, por las vias quimica y mecanica, para ser
procesados en el intestino. Se compone de una capa epitelial que se origina en el
endodermo y las capas de tejido muscular y conectivo, originados en el

mesodermo. La pared del estbmago tiene cuatro capas: mucosa, submucosa,



muscularis propia y serosa. Las capas de submucosa, muscularis propia y serosa
son iguales en todas las partes del estbmago (cardias, antro, cuerpo y fondo), la

mucosa es la capa que las diferencia (Figura 1).

Mucosa cardiaca Cardias

MuUcosa antral

Figura 1. Las partes principales del estdmago y la mucosa representativa de cada zona
(Lewin et al., 1999).

La mucosa esta formada por la capa epitelial y el tejido conectivo que la
rodea, llamado lamina propia. La capa epitelial esta formada por las foveolas y las



glandulas gastricas, la unién entre ambas es conocida como cuello (Figura 2). Las
células epiteliales de la mucosa gastrica se originan en el cuello de las glandulas y
se diferencian al migrar hacia la superficie de la mucosa y la base de las
glandulas. Las células del cuello son multipotenciales y a partir de ellas se originan
células secretoras, principales, parietales y endocrinas (Lewin y Lewin, 1999).
Histologicamente, las mucosas del fondo y del cuerpo estan formadas por
los mismos tipos celulares y se les denomina mucosa oxintica. El estdomago
entonces tiene mucosa oxintica (en fondo y cuerpo), cardiaca (en cardias) y antral
(en antro) (Figura 1). La mucosa oxintica es la porciéon secretora de acido, las
glandulas estan compuestas de células principales (también llamadas zimogenas,
productoras de pepsindgeno) y parietales (productoras de acido clorhidrico y factor
intrinseco), la porcién endocrina consiste principalmente de células ECL (por las
siglas en inglés de enterochromaffin like, productoras de histamina y otros
factores) y en menor cantidad de células D (productoras de somatostatina) y

células enterocromafines (productoras de serotonina) (Figura 2).

Foveolas gastricas
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Figura 2. Estructura de la pared del estbmago, glandulas y foveolas (Johnson, 2001).



La mucosa del cardias basicamente es productora de moco y la presencia
de células endocrinas es casi nula. La mucosa antral tiene basicamente células G
(productoras de gastrina) y algunas células D y enterocromafines, localizadas
ligeramente abajo del cuello de la foveola (Hirschowitz, 1999).

En términos generales, la gastrina producida por las células G en el antro
funciona como el principal regulador endocrino del estémago, induciendo la
secrecion de histamina por las células ECL, la cual induce la produccion de acido
clorhidrico por las células parietales.

La gastrina ademas induce la proliferacion de las células epiteliales y puede
actuar directamente sobre las células parietales para estimular la produccion de
acido. La liberacidn de gastrina es inducida por el péptido liberador de gastrina
(GRP o bombesina). La somatostatina funciona como regulador de las funciones
de la gastrina y es producida por las células D estimuladas por la acetilcolina

liberada por las neuronas intramurales (Hirschowitz, 1999).

4.1.2. Infeccion por H. pylori

Helicobacter pylori es una bacteria gramnegativa que infecta el estbmago
de una tercera parte de la poblacion mundial (Tomb et al., 1997). La infeccion con
H. pylori se establece inicialmente en el antro y produce inflamacion (gastritis),
como resultado de la produccion de ureasa y toxinas, contribuyendo a la formacion
de las ulceras gastrica y duodenal (Blaser, 1996). H. pylori establece ademas un
ambiente en el cual la proliferacion celular y el dafio oxidativo al DNA pueden
ocurrir tanto en células epiteliales como linfoides (Naito et al., 2002).

En estudios epidemiolégicos, la infeccidn por H. pylori se ha asociado con el
desarrollo de gastritis, Ulcera gastrica y duodenal, atrofia, metaplasia, displasia,
adenocarcinoma de estdmago distal y linfoma del tejido linfoide asociado a
mucosas (MALToma) (Parsonnet et al., 1991; Wee et al., 1992; Hussell et al.,
1993; Eslick et al., 1999). De hecho, H. pylori es catalogado como carcinbgeno
tipo | (ILA.R.C., 1994; Eslick et al., 1999; I.A.R.C., 2002), es decir, como suficiente

para causar cancer (Figura 3).

10



Nivel alto de produccion de acido

/"'_’ ,ﬁ:
' ‘\\ Gastritis Ulcera duadenal P e
predominante i ‘
en antro t’":h‘;
':‘. . Linfoma del MALT

LS A ¥ L

= Infeccién p - Infeccidn
angastritis : il
; I'u'!ucosa crénica por * s ;tréfica ﬁ 35"“0“13“33_
gastrica normal H. pylori por H. pylori
Gastritis /
atrofica
o yredominante .
|Ilfezclon : en cuerpo T Ulcera gastrica
aguda por

H. pylori \’ @f

Metaplasia intestinal

“®

Displasia
Nivel bajo de produccion de acido \’
Cancer gastrico
Infancia Edad avanzada

Figura 3. La infeccién por H. pylori puede permanecer asintomatica o bien desencadenar
diferentes enfermedades como gastritis, ulcera duodenal y gastrica, linfoma del MALT y cancer
gastrico (Blaser, 1996).

Las gastritis se clasifican de acuerdo al tipo de células presentes en el
infiltrado inflamatorio en aguda y cronica; dentro de cada clasificacion hay
diferentes grados (leve, moderado, grave) dependiendo de qué tan internado esta
el infiltrado inflamatorio en la mucosa. En la escala de Sydney actualizada (Figura
4) se observan graficamente, en el panel izquierdo, las gradificaciones para
colonizacion por H. pylori y las gastritis aguda (neutréfilos) y cronica (células

mononucleares); en el panel derecho se presentan las gradificaciones para atrofia
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de mucosa del antro y cardias y oxintica (cuerpo y fondo), asi como la empleada
para la metaplasia intestinal, lesiones todas asociadas al desarrollo de cancer
gastrico (Correa, 1992).

La gastritis aguda se refiere a la respuesta inflamatoria en etapas
tempranas de infeccién por H. pylori, caracterizada por presencia de neutrdfilos en
la mucosa. Las gastritis se gradifican en leves (grado 1), moderadas (grado 2) o
graves (grado 3) en funcion de la cantidad de neutrdfilos infiltrantes y el nivel de
internacion en la mucosa, de acuerdo a la escala de Sydney actualizada (Dixon et
al., 1996, 1999) (Figura 4).

La gastritis cronica se caracteriza por la presencia de neutrofilos y células
mononucleares en la mucosa, y linfocitos y células plasmaticas en la lamina

propia, observandose la mucosa enrojecida y mas gruesa de lo normal.

Se habla de gastritis crénica folicular cuando el componente inflamatorio se
organiza en foliculos linfoides y el grado o actividad en este caso es definido por la

presencia de macrofagos en los foliculos (Dixon et al., 1999).

Los cambios morfolégicos de la mucosa son precedidos por alteraciones del
ciclo celular epitelial caracterizadas por aumento de la tasa proliferativa y de
modificaciones del estado funcional de la proteina p53 y su efector p21 (Chernova
et al., 1995; Dictor et al., 1999). H. pylori induce apoptosis en etapas tempranas de
la infeccion (Zhang et al., 2002) y favorece la proliferacion celular en etapas
tardias (Zhang et al., 2001).

4.1.3. Modelo de infeccion por H. pylori en jerbos

Con la finalidad de estudiar la carcinogénesis inducida por H. pylori, se han
utilizado diversos modelos animales para tratar de reproducir el proceso
observado en el ser humano (Marchetti et al., 1995); sin embargo, algunas
especies han resultado modelos poco factibles debido a que erradican

naturalmente la infeccién, como es el caso de la rata; o bien a que los cambios de
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la mucosa gastrica son limitados, esto es, no se observan los cambios observados
en humanos y rara vez tienen como resultado el desarrollo de cancer gastrico
(Marchetti et al., 1995).

Normal Leve Moderada Grave Normal Leve Moderada Grave

E " '

Heficobacter pylori

Metaplasia intestinal

Figura 4. Escala de visual analoga de Sydney actualizada. El evaluador debe calificar la
presencia de H. pylori, neutréfilos (gastritis aguda) y células mononucleares (gastritis crénica) como
normal, leve, moderada o grave dependiendo de la cantidad observada y la localizacion del
infiltrado con respecto al epitelio superficial. La presencia de atrofia en antro y cuerpo se
caracteriza por la pérdida de las glandulas como se indica en los esquemas, mientras que la
metaplasia intestinal se gratifica de acuerdo a la cantidad de células productoras de moco basico
(intestinalizacion) en la mucosa gastrica. Modificada de (Dixon et al., 1999).

En 1998 se informd el modelo de infeccion con H. pylori en jerbos, que ha
mostrado generar con mayor frecuencia y en menor tiempo, la secuencia de
cambios morfolégicos observados, a excepcion de metaplasia, en la mucosa
vecina de carcinomas gastricos en humanos (Watanabe et al., 1998; lkeno et al.,

1999). En este modelo se demostro el caracter causal del H. pylori en el desarrollo
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de adenocarcinoma gastrico (Watanabe et al., 1998; Ikeno et al., 1999; Mizoshita
et al., 2005); sin embargo, recientemente se han presentado trabajos que
sostienen que la clasificacion de las lesiones observadas en este modelo no
corresponden a carcinomas y que el numero de animales que desarrollaron
carcinoma es menor al reportado en los estudios previos (Elfvin et al., 2005). Esta
controversia puede deberse al uso de diferentes escalas para la evaluacion de las
lesiones gastricas en los estudios.

En jerbos infectados con H. pylori, ocurre un aumento transitorio en la
apoptosis en la zona del antro en la fase temprana (2-4 semanas, tiende a
disminuir después de la semana 6), mientras que la proliferacién de las células
epiteliales presenta un aumento considerable en las semanas 16 a 20 y una
disminucion significativa después de las 24 semanas (Peek et al., 2000; Peek,
2002).

El modelo en jerbos ha sido ampliamente usado, originalmente en machos
infectados a las 8 semanas de edad, en los que se ha identificado carcinoma
gastrico después de 36 semanas de infeccién (Watanabe et al., 1998; lkeno et al.,
1999). En hembras infectadas a 8 semanas de edad, se identifico la presencia de
adenocarcinoma gastrico después de 84 semanas de infeccion (Zheng et al.,
2004).

4.2. Hormonas esteroides

4.2.1. Estructuray metabolismo de las hormonas esteroides

Las hormonas esteroides son moléculas lipidicas derivadas del colesterol

que incluyen a las progestinas como la P4 (del latin: pr=a favor y gestare=llevar),

los androgenos, los glucocorticoides, los mineralocorticoides y los estrégenos

como el E2. La P4 y el E2 de 21 y 18 atomos de carbono respectivamente, se

sintetizan principalmente en el ovario (Gore-Langton et al., 1988).
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La estructura quimica de la P4 y de sus metabolitos (derivados hidroxilados
o reducidos) es la del pregnano, constituido por 21 atomos de carbono (C-21;
Figura 5). La P4 se sintetiza principalmente en el reticulo endoplasmico liso de las
células del cuerpo luteo del ovario, durante el ciclo menstrual (Hsueh et al., 1984,
Hutchison et al., 1986); otros 6rganos donde también se ha demostrado su
sintesis son la corteza adrenal, la placenta (Perrot-Applanat et al., 1982; Gorospe
et al., 1985), el testiculo (Weisz et al., 1980; Dalkin et al., 1992) y el cerebro
(Ukena et al., 1999; Zwain et al., 1999). Su sintesis esta regulada por numerosas
hormonas como la luteinizante (LH), la hormona foliculo estimulante (FSH), las
prostaglandinas y la adrenalina (Graham et al., 1997).

La sintesis de P4 se inicia con la conversion del colesterol a pregnenolona y
posteriormente a P4 (Figura 5), por medio de distintas enzimas que se localizan en
los tejidos u érganos anteriormente citados.

Una vez que la P4 y sus metabolitos (17-dihidroxiprogesterona,
aldosterona, androstenediona) han llevado a cabo su funcién en el organismo, su

catabolismo ocurre en dos etapas secuenciales:

1. La reduccion en el carbono 20 lo que da lugar a la formacion de 20ay
20p dihidroprogesterona (con actividad biolégica, que puede ser similar o diferente
a la de progesterona); posteriormente, se reduce el anillo A en los carbonos 3y 5
dando lugar a la formacién de ocho pregnandioles o pregnantrioles.

2. La reduccion de los pregnandioles forma glucorénidos, lo que incrementa la
polaridad de la molécula formandose asi compuestos hidrofilicos que facilita su
excrecion por la orina.

La pregnenolona y la P4 pueden generar compuestos de 19 atomos de
carbono como la androstendiona que es el precursor de la testosterona. Estos
ultimos, pueden ser aromatizados en el anillo A mediante la enzima P450 aromatasa
formando compuestos con actividad estrogénica como la estrona y el E2. La sintesis
del E2 es regulada por la FSH y LH y se lleva a cabo en el reticulo endoplasmatico
liso en las células de la granulosa del ovario (Gore-Langton y Armstrong, 1988), en

células de Sertoli y en el cerebro (Calixto Gonzalez et al., 1998).
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Una vez que los estrogenos llevan a cabo sus efectos, son transformados a
conjugados glucoronidos y sulfatados en el higado y junto con otros metabolitos

del colesterol son excretados en la orina (Fox, 2002).
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Figura 5. Biosintesis de la P4. La biotransformacién de colesterol a P4 implica tres cambios
estructurales en la molécula: a) Pérdida de un fragmento de seis atomos de carbono de la cadena
lateral en el C-17 por medio de la enzima 20,22 esteroide liasa +(1), b) la oxidacion del grupo alcohol
en el C-3 por medio de la enzima 33-OH-esteroide deshidrogenasa (2) y c) La migracién del doble
enlace del anillo B al anillo A) (Gore-Langton y Armstrong, 1988).

4.2.2. Mecanismos de accién de las hormonas esteroides

Los mecanismos celulares mediante los cuales el E2 y la P4 puede llevar a
cabo sus efectos se dividen en dos: gendmico y no genémico (Bramley, 2003). El
primero involucra la interaccion del E2 o la P4 con sus receptores nucleares (RE y
RP respectivamente) (Evans, 1988), mientras que el segundo requiere la
interaccion del E2 o la P4 con sitios de regulacidén presentes en los receptores a
neurotransmisores como el GABAa, canales ionicos, receptores de tipo tirosina
cinasa y receptores de siete dominios transmembranales (Figura 6)(Camacho-
Arroyo, 2003).

Los mecanismos no gendmicos involucran normalmente cascadas de
segundos mensajeros, algunas de las cuales incluyen a la fosfolipasa C (Civitelli et
al., 1990), al calcio libre intracelular (de Boland et al., 1990) y a la proteina cinasa C
(Sylvia et al.,, 1993). La respuesta no-gendmica especifica depende del tipo de

esteroide, tipo celular, tejido o especie en estudio (Falkenstein et al., 2000).
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En el mecanismo gendmico, los receptores a hormonas esteroides actuan
como factores de la transcripcion para regular la expresion génica por el
reconocimiento palindromico de elementos de respuesta en el DNA después de la
homo o heterodimerizacion del complejo ligando-receptor. La transcripcién es
iniciada en conjuncién con el complejo de transcripcidon basal, diferentes
coactivadores, represores y reguladores (Beato et al., 2000).

Se han caracterizado distintas isoformas para los receptores nucleares, las
isoformas mas conocidas del RE son a (REa) y B (REB), codificados por genes
diferentes (Gustafsson, 1997). La proteina del REa consta de 595 aminoacidos
con un peso molecular de 66 KDa (Green et al., 1986). La proteina del REJ esta
constituida por 485 aminoacidos y tiene un peso molecular de 54.2 KDa. El REf
tiene homologia con el REa especificamente en el dominio de union al DNA (95%)
y el dominio de unién a proteinas de choque térmico (55%) y ambos unen con alta
afinidad a los estrégenos (Kuiper et al., 1996).

Los REa y B se han identificado en diferentes tejidos y su expresion es
tejido y especie especifica. Se ha sugerido que la regulacién de la expresién de
las isoformas del RE esta basada en el uso alternativo de promotores de la
expresion (Grandien et al.,, 1997) y condicionada por el entorno celular y la
presencia de esteroides (Kraus et al., 1995).

En el utero de ratas ovariectomizadas se ha observado que la presencia de
mMRNA y proteina de REa presentan una expresion basal (Gonzalez-Arenas et al.,
2003; Varayoud et al., 2005). Cuando los animales son tratados con una dosis
elevada de E2, se observa una disminucion tanto del mensajero como de la
proteina del REa; sin embargo, cuando se tratan con dosis bajas de EZ2,
unicamente se observa una disminucion en la proteina, mas no en el mensajero
del REa, por lo que se sugiere que existe una regulacion dosis dependiente de la
trascripcion y la traduccién del REa por E2 (Varayoud et al., 2005).

En la pituitaria de la rata, el E2 enddgeno regula diferencialmente la
expresion de mRNA de las isoformas de RE. El tratamiento con E2 disminuye la

expresion del mRNA de REPB y de la proteina del REa y la retroalimentacion
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positiva de la expresion del receptor esta mediada por la presencia de
gonadotropinas y prolactina (Schreihofer et al., 2000; Tena-Sempere et al., 2004).
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Figura 6. Mecanismos celulares de accion de la P4 y el E2. Modificado de (Camacho-
Arroyo, 2003). Los efectos de la P4 y el E2 ocurren por 2 diferentes mecanismos celulares: 1) en la
membrana, incluyen receptores membranales y canales, cuya activacion inicia cascadas de
sefalizacion mediante la intervencion de mensajeros intracelulares; 2) en el nucleo donde
receptores a P4 y a E2 (RP y RE) que son moduladores directos de la expresidén génica, mediante
la interaccion del complejo hormona-receptor con elementos de respuesta hormonal, ubicados en
las regiones reguladoras de los genes blanco en el DNA. G: Proteina G, apy: Subunidades de la
proteina G, PKA: Proteina Cinasa A, RGABAA: Receptor a GABA tipo A, RP: Receptor a P4, PLC:
Fosfolipasa C, IP3: Inositol Trifosfato, DAG: Diacil glicerol, PKC: Proteina Cinasa C, PI3-K: Cinasa
de Inositol Trifosfato, PTK: Proteina de Tirosina Cinasa, MAPK: Proteina Cinasa Activada por
Mitégeno, MEK: Cinasa de MAPK, CI': Cloro, Ca®*: Calcio, K*: Potasio.
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La P4 regula negativamente al REa en el Utero de rata y en tejido decidual
se ha observado que, de forma concomitante, aumenta la expresion del REf
(Tessier et al., 2000; Varayoud et al., 2005).

Para el RP se han identificado dos isoformas que se han denominado A
(80-94 kDa) y B (108-120 kDa). La isoforma A es la forma truncada de la isoforma
B, con 164 aminoacidos menos en la regiébn amino terminal comparado con el RP-
B. Ambas isoformas se han identificado en diversas especies de roedores,
primates y aves (Guerra-Araiza et al., 2000), con excepciéon del conejo, en el cual
solo se ha detectado la isoforma B (Loosfelt et al., 1986).

En el ser humano y en la rata, ambas isoformas del RP son codificadas por
el mismo gen, pero se transcriben a partir de dos secuencias promotoras distintas,
una distal (que corresponde a la secuencia promotora de RP-B) y otra proximal
(que corresponde a la secuencia promotora de RP-A), que dan lugar a diferentes
MRNA (Kastner et al., 1990; Kraus et al., 1993).

Las isoformas del RP pueden tener diferentes funciones dependiendo del
tipo de célula, del gen blanco y del promotor (Tung et al., 1993). En muchos
sistemas celulares la isoforma RP-B actua como un activador transcripcional,
mientras que el RP-A funciona como un fuerte represor de la actividad
transcripcional mediada tanto por RP-B como por otros receptores a hormonas
esteroides (Tung et al., 1993; Vegeto et al., 1993; Sartorius et al., 1994; Clemm et
al., 1995).

La expresion del RP es regulada de manera positiva por estrogenos y de
manera negativa por P4 en muchos tejidos blanco, como el utero y el hipotalamo
(Camacho-Arroyo et al.,, 1994; Graham et al., 1997; Mendoza-Rodriguez et al.,
1999). La regulacién positiva del RP por estrégenos se debe a que en el promotor
del gen de este receptor se encuentran elementos de respuesta a estrogenos
(Kraus y Katzenellenbogen, 1993). En diferentes tejidos de la rata in vivo
(Camacho-Arroyo et al., 2002; Villamar-Cruz et al., 2006) y en varios sistemas
celulares in vitro (Lange et al., 2000; Turgeon et al., 2000; Shen et al., 2001;
Lange, 2004) se ha reportado que la P4 regula negativamente a su receptor a

nivel de su degradacion por el proteosoma 26S.
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4.2.3. Papel de las hormonas esteroides sexuales en el estbmago

El estdmago no se ha considerado como un 6rgano blanco de las hormonas
sexuales; sin embargo, se ha reportado la participacion de las hormonas sexuales
en la funcion gastrica y en algunas condiciones como acidez, mareos y malestar
durante el embarazo (Quinla et al., 2003).

Las células parietales del estbmago (productoras de acido) tienen actividad
esteroidogénica, sintetizando P4, E2 y testosterona, asi como sus metabolitos, lo
que sugiere que las hormonas sexuales tienen un papel importante en la
regulacion del eje hepato-gastrico (Ueyama et al., 2002). Las células parietales
transforman la pregnenolona en P4, testosterona y androstendiona, ademas
pueden aromatizarlas a E2 y estrona. El E2 induce la liberacion de gastrina por las
células G, la produccién de moco y el intercambio de células epiteliales. Se cree
que el E2 producido en el estbmago es procesado en el higado (Le Goascogne et
al., 1995; Ueyama et al., 2002; Ueyama et al., 2004) (Figura 7).

Los efectos de la P4 en el estbmago no estan bien caracterizados a la
fecha, sin embargo se sabe que la P4 favorece la relajacién del musculo liso de
los vasos sanguineos (Khalil, 2005) y acelera el vaciamiento del estdmago (Chen
et al., 1995), por lo que se le ha asociado a los malestares durante el embarazo
(Quinla y Hill, 2003).

4.2.4. Papel de las hormonas esteroides sexuales en las enfermedades

infecciosas

Numerosos trabajos han evaluado el efecto de las hormonas ovaricas sobre
el sistema inmune, especialmente en infecciones bacterianas. La mayoria de estos
trabajos se enfocan principalmente a infecciones por protozoarios intracelulares y
del aparato reproductivo, especialmente infecciones por Chlamydia y Candida, en
los que se ha observado que la P4 incrementa la susceptibilidad a la infeccién
vaginal, mientras que el tratamiento con E2 la reduce (Kaushic et al., 2000; Wira et
al., 2000).
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Figura 7. Papel de las hormonas esteroides sexuales en el estémago (E2: estradiol, P4:
progesterona, PG: pregnenolona, T: testosterona, A: Androstendiona, ACh: acetilcolina, SST:
somatostatina) (Gamboa-Dominguez, en prensa).

Un modelo en raton para reto intraperitoneal con Salmonella typhimurium
mostré que la P4 aumenta la respuesta inespecifica a la bacteria mediante el
incremento del reclutamiento de células inflamatorias peritoneales pero sin mejorar
la sobrevida, mientras que el E2 favorece la respuesta inflamatoria aguda,

aumentando la sobrevida de los animales (Kita et al., 1989).

Los macréfagos expresan receptores para estrogenos y su funcionamiento
esta regulado por el E2, que aumenta la fagocitosis, y la produccion de
intermediarios de oxigeno, pero no de intermediarios de nitrégeno reactivos, los
cuales se ven reducidos con E2 (Chao et al.,, 1994). Los macrofagos murinos

estimulados con lipopolisacaridos (LPS) y tratados con E2 producen menos
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interleucinas (IL)-1a, IL-6 y TNF-a, mientras que IL-10, IL-12 no se ven afectadas,
y la union de factor nuclear kappa B (NFxB) inducida por el LPS disminuye
(Deshpande et al., 1997). EI E2 incrementa la actividad de linfocitos B y la
produccion de anticuerpos (Nilsson et al., 1994), disminuye la presencia de células
T, particularmente CD8+ de varios tejidos, incluyendo las membranas mucosas
genitales y el tejido linfoide del intestino (Boll et al., 1996), induciendo su apoptosis
(Gold et al., 1996).

El E2 regula la respuesta inflamatoria por diferentes vias: la reducciéon del
numero de linfocitos, de la expresién de marcadores de activacion como CD40,
CD44, CD69, del receptor para IL-20. (Roberts et al., 1992) y de los niveles de IL-2
e IFN-y, asi como el aumento de los niveles de IL-4 e IL-10 (Salem et al., 2000).
Algunos estudios sugieren que el E2 puede, en determinadas circunstancias,

promover una respuesta inmune de tipo 1 (Th1) (Fox et al., 1991).

Por otro lado, la P4 se considera antiinflamatoria, ya que reprime la
respuesta inflamatoria Th1 y promueve la respuesta de Th2; el desarrollo timico de
linfocitos T se ve bloqueado por P4 (Tibbetts et al., 1999), ademas bloquea los
canales de potasio activados por calcio, inhibiendo asi la actividad de los linfocitos
T (Ehring et al., 1998). También induce un factor inhibidor de células NK a partir de
linfocitos T (Szekeres-Bartho et al., 1989) y aunque no afecta la expresién de los
receptores a quimiocinas CCR5 y CXCR4 en linfocitos T “inmaduros”, si disminuye

su expresion en los activados (Vassiliadou et al., 1999).

La P4 disminuye los niveles de TNF-a producidos por macrofagos
estimulados por LPS, elevando los niveles de IkB, lo que sugiere que el efecto
sobre TNF-a y la activacion del macréfago estan mediados por inhibicion de NFxB
por kB (Miller et al., 1998). También inhibe la produccién de éxido nitrico (NO) de
macrofagos, probablemente mediante la reduccién de expresion de iINOS cuando
se estimulan con IFN-a. y LPS (Miller et al., 1996).
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4.3. Participaciéon de las hormonas esteroides sexuales en la infeccién
gastrica por Helicobacter pylori

El cancer gastrico es la segunda causa de muerte por cancer para los
hombres y la cuarta para las mujeres en el mundo (l.A.R.C., 2002). Se ha
observado una diferencia de género en la incidencia de cancer gastrico: en el
2002, de acuerdo a los datos de las IARC, se reportaron alrededor de 300,500
casos en mujeres y de 603,000 en hombres, esta relacion 2:1 hombre:mujer es
independiente de localizacion geografica o caracteristicas étnicas y no se ha
modificado en mas de 10 afos (Stemmermann et al., 2002). Sin embargo, la
relacion se iguala cuando se comparan hombres con mujeres posmenopausicas
(Sipponen et al., 2002; Yao et al., 2002).

La relacién poblacional esperada de 2:1 hombre:mujer también se mantuvo
en un estudio con pacientes inmunosuprimidos (73,076 pacientes sometidos a
transplantes renal o cardiaco) con gastritis crénica causada por H. pylori, después
de 1 a 13 afos de seguimiento (Stewart et al., 1997). En una cohorte de estudio
de riesgo de cancer en Japon, se observé que las mujeres post-menopadusicas con
tratamiento de reemplazo hormonal disminuyeron su riesgo de cancer gastrico un

70% en relacion a las que no lo recibieron (Kaneko et al., 2003).

El cancer gastrico puede ser de tipo intestinal o de tipo difuso, de acuerdo a
la clasificacion de Padova, que es la que rige actualmente la clasificacion de las
lesiones y neoplasias del estomago (Rugge et al.,, 2000). EI tipo de cancer
gastrico mas frecuente entre hombres y mujeres es diferente, siendo mucho mas
frecuente el tipo intestinal entre hombres y el tipo difuso entre mujeres (Sipponen y

Correa, 2002; Stemmermann et al., 2002).

En ratones infectados con H. pylori, se han observado diferencias para
machos y hembras en la respuesta inflamatoria a la infeccion, siendo la respuesta
de las hembras mas intensa que en los machos (Aebischer et al., 2001), de igual
manera que en la infeccion por H. felis (Court et al., 2003). Recientemente se ha

observado en el modelo en jerbos infectados por H. pylori, que existen diferencias
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de género en términos de la magnitud de la respuesta inflamatoria, siendo mas

intensa en hembras a las 36 semanas de infeccion (Crabtree et al., 2004).

En la busqueda de los posibles mecanismos relacionados con estas
diferencias, se han estudiado los efectos del E2 en la proliferacion celular de
lineas celulares gastricas. La presencia de receptores para E2 y P4 se ha
detectado en 10-20% de los canceres gastricos y a diferencia de otros tumores,
existen evidencias de que el E2 puede suprimir el crecimiento del cancer gastrico
(Furukawa et al., 1989). Estudios in vitro en lineas celulares de cancer gastrico
han mostrado un efecto anti-proliferativo del E2 (Messa et al., 1999; Messa et al.,

2000; Pricci et al., 2001), mientras que el efecto de la P4 no ha sido evaluado.

En ratas macho sometidas a tratamiento con el carcinogeno N-metil-N-nitro-
N-nitrosoguanidina durante 4 semanas, el tratamiento con E2 disminuyé
significativamente las alteraciones inducidas por el carcinégeno en las glandulas
duodenales, incrementando los niveles de mucina y gastrina en el antro

(Campbell-Thompson et al., 1999).

La administracion de E2 a ratas con ulcera inducida por varios métodos
(farmacos, estrés, ligamiento pilérico) mostré tener un efecto anti-ulcerante,
incrementando la actividad de las células parietales y manteniendo la integridad de

la mucosa (Aguwa, 1984).

Crabtree y su grupo (2004) han mostrado que en jerbos hembra infectados
por H. pylori, la expresidon del RNA mensajero de INF-y e IL-12p40 esta
incrementada significativamente después de 36 semanas de infeccién, mientras
que este efecto no se observa en machos. De manera interesante TGF-$ e IL-10

no muestran cambios con lo que se confirma una respuesta Th1 en las hembras.

Aunque en ratones infectados se ha observado mayor carga bacteriana de
H. pylori en machos que en hembras (Aebischer et al., 2001), el papel del E2 y la

P4 en la infeccion por H. pylori se desconoce.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La incidencia de cancer gastrico es de aproximadamente el doble en
hombres que en mujeres y el riesgo se iguala después de la menopausia.
Diversos estudios han mostrado el papel clave del E2 y la P4 en la regulacién de
la proliferacion de células epiteliales y de la respuesta inflamatoria a infecciones
bacterianas; sin embargo, no se ha evaluado el papel de las mismas en la
infeccion por H. pylori, considerado carcinégeno tipo | para seres humanos, por lo
que en este trabajo se estudio el papel del E2 y la P4 en la respuesta de la
mucosa gastrica de jerbos hembra ovariectomizadas e infectadas por H. pylori.

6. HIPOTESIS

El E2 y la P4 modificaran el patrén de la respuesta inflamatoria, la
proliferacion y la apoptosis en las células epiteliales gastricas de jerbos hembra

durante la infeccion por H. pylori.

7. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Conocer el papel del E2 y la P4 en los cambios en la mucosa gastrica de

jerbos hembra inducidos durante la infeccidn por H. pyilori.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Determinar el papel del E2 y la P4 en el desarrollo de gastritis en jerbos
hembra ovariectomizadas e infectadas por H. pylori.

b. Caracterizar los efectos del E2 y la P4 en la proliferacién y apoptosis de las
células epiteliales gastricas en jerbos hembra ovariectomizadas e
infectadas por H. pylori por 6 y 18 semanas.

c. ldentificar el papel del E2 y la P4 en la presencia de células productoras de
gastrina del estbmago en jerbos hembra ovariectomizadas e infectadas por
H. pylori por 6 y 18 semanas.

d. Determinar el contenido y la regulacion de las isoformas de los receptores a
E2 y P4 en tejido gastrico del jerbo hembra.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Animales y hormonas

Se utilizaron hembras de la especie Meriones unguiculatus (jerbos),
sexualmente maduras, de mas de 15 semanas de vida y libres de patdgenos,
obtenidas del bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran (INCMNSZ); con agua y comida ad limitum; en condiciones
controladas de temperatura y humedad (22°C, 85% de humedad relativa), con
ciclo luz oscuridad 12 h:12 h, inciando el periodo de luz a las 7 AM. La
confirmacion de ausencia de patégenos se realiza en el bioterio del INCMNSZ a
solicitud del solicitante de los animales y como requisito para la realizacién de este
estudio.

La distribucion de los animales se hizo de acuerdo a la Tabla 1. Los
animales de los grupos correspondientes se anestesiaron y ovariectomizaron
(OVH) bajo anestesia con ketamina (8 mg/kg) y rompun (2 mg/kg) de acuerdo a
los procedimientos descritos y estandarizados previamente (Cariton, 1965). Los
animales permanecieron en recuperacion y observacion durante dos semanas
posteriores a la ovariectomia antes de proceder a las manipulaciones
subsecuentes.

La inoculacién con H. pylori se realizd en ayuno de 24 horas por via
intragastrica mediante una canula y bajo anestesia. Cada animal recibié 1 ml de
suspension de H. pylori (cepa SS1 estandarizada cagA+, vacA+) (Lee et al., 1997)
con una concentracion de 1x10° unidades formadoras de colonias en solucién
salina. Los animales en el grupo INT recibieron 1 ml de solucién salina.

La confirmacion de la infeccidn gastrica se realizé mediante la identificacion
del gen cag A (gen asociado a la citotoxina) en heces, una vez por semana
durante el primer mes, una vez cada cuatro semanas a partir del segundo mes y
un dia antes del sacrificio. Adicionalmente se realiz6 un andlisis
inmunohistoquimico (IHC) para detectar H. pylori en muestras de estbmago como

medida comprobatoria de la infeccion cuando la presencia de la bacteria no fue
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evidente en el corte histologico. En el estudio unicamente se incluyeron aquellos
animales en los que la infeccién pudo comprobarse por los diferentes métodos.

Tabla 1: Distribucion de los jerbos en los respectivos grupos de estudio.

GRUPO OVH H. E2 P4 6Semanas 18 Semanas

pylori (n) (n)
INT - - - - 5 5
CTL - + - - 5 3
VEH + + - - 5 2
E2L + + A 5 4
E2H + + 250 ho/60 4 2
P4L + + : 15 mg/60 5 4
P4H + + : 50 mg/60 4 *

*Este grupo no se considerd para los andlisis ya que Unicamente se pudo confirmar la

infecciéon en un animal. INT: Intactas, CTL: Control, VEH: Vehiculo, E2L: Estradiol en dosis baja,

E2H: Estradiol en dosis alta, P4L: Progesterona en dosis baja, P4H: Progesterona en dosis alta.

Los animales fueron pesados al tiempo de realizar los muestreos de heces
y adicionalmente se realizaron frotis vaginales, tefiidos por la técnica de
Papanicolaou, en todos los jerbos, en los mismos tiempos en que se muestrearon
las heces, con la finalidad de verificar los efectos de las hormonas administradas.

La aplicacion de la hormona respectiva se hizo mediante el uso de los
siguientes comprimidos especialmente disefiados para el experimento (Innovative

Research of America, Sarasota, FL, EU):

Estradiol dosis baja (E2L): comprimido de 0.5 mg/60 dias.
Estradiol dosis alta (E2H): comprimido de 2.5 mg/60 dias.
Progesterona dosis baja (P4L): comprimido de 15 mg/60 dias.
Progesterona dosis alta (P4H): comprimido de 50 mg/60 dias.

Vehiculo (VEH): comprimido con vehiculo/60 dias.
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Los comprimidos se aplicaron de manera subcutanea mediante un trocar
especialmente disefiado para este efecto. Los animales de los grupos CTL e INT
fueron anestesiados y manipulados sin la aplicacion del pellet.

Después de 6 y 18 semanas post-infeccién (SPI), todos los animales fueron
eutanizados por desangrado mediante puncion intracardiaca bajo anestesia con
eter. Una vez eutanizados, se realizd una gastrectomia total y la remocion del
utero en todos los animales. Todos los procedimientos fueron aprobados y

supervisados por el Comité de Investigacion en Animales del INCMNSZ.

8.2. Determinaciéon de colonizacién por H. pylori en heces mediante
PCR

Se obtuvieron heces de los animales de cada uno de los grupos en el dia
previo a la infeccion, la primera semana de infeccidn y semanalmente durante el
primer mes y cada mes durante los periodos siguientes. Las heces fueron
suspendidas en solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) y centrifugadas a 113.4
X g, se separd el sobrenadante que fue resuspendido en PBS y centrifugado
nuevamente. Las muestras obtenidas del sobrenadante después de tres lavados
con PBS fueron digeridas con proteinasa K durante la noche (10 pg/ul, Invitrogen,
Carisbad, CA), posteriormente fueron centrifugadas (113.4 X g, 3 miny 1260 X g,
3 min, 4°C) para obtener un paquete celular en el que se utilizé el método de
extraccion del DNA con fenol-cloroformo-alcohol isopropilico y el DNA purificado
fue sometido a PCR utilizando iniciadores especificos para la determinacion del
gen cagA. Las secuencias iniciadoras empleadas fueron: 5'-
GATAACAGGCAAGCTTTTGAGG-3" y 5-CTGCAAAAGATTGTTTGGCAGA-3’
(Yamaoka et al., 1999). Las condiciones del PCR fueron: 94°C por 3 minutos, 35
ciclos de: 93°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto; 72°C por 5
minutos. Los productos de la amplificacién se mantuvieron a 4°C hasta retirar las
muestras del termociclador.

El DNA extraido de la suspensién empleada como inéculo de H. pylori fue

empleado como control positivo; el control negativo incluyé agua estéril en
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sustitucion del DNA. Los productos de la reaccion de PCR se separaron en geles
de agarosa al 2.5% usando $X174 DNA-Hae Il o bien la escalerilla de 50 pares de
bases (New England BioLabs, Beverly MA, EU) como marcador de peso
molecular. EI DNA amplificado fue de 352 bp.

En casos seleccionados aleatoriamente, se realizé IHC para H. pylori (Dako
Cytomation, Denmark A/S, 1:50) en el tejido gastrico filado como prueba

confirmativa adicional.

8.3. Obtencién de los tejidos

Posterior a la eutanasia de los animales, se realizd la gastrectomia
utilizando material desechable en cada procedimiento para evitar contaminacion.
El estbtmago se abrid siguiendo la curvatura mayor y se realizaron cortes
longitudinales que incluyeron mucosa glandular oxintica y no oxintica. El tejido se
fijd en formol amortiguado al 4% para ser incluido en parafina y procesado para
obtener preparaciones histologicas.

Se obtuvieron cortes seriados de los tejidos a los que se realizé una tincion
con hematoxilina y eosina (HE) para el estudio morfolégico, la técnica de TUNEL
para determinar la apoptosis y la técnica de IHC para la evaluacion de la
proliferacion celular por determinacion del anticuerpo nuclear de proliferacion
celular (PCNA).

Los uteros fueron fijados en formol amortiguado al 4% e incluidos en
parafina. Igualmente se realizaron cortes y tincion HE para la evaluacién

morfologica.
8.4. Evaluacion histolégica
Las biopsias fueron revisadas simultaneamente por dos observadores con

experiencia en la evaluacion de tejido gastrico de humanos y de animales, sin

conocimiento de los tratamientos en el momento de la revision.
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La morfologia del antro gastrico se evalu6 de acuerdo a la escala visual
analoga de Sydney actualizada (Dixon et al., 1996) para identificar y gratificar la
inflamacion aguda y crénica, la atrofia y la metaplasia de tipo intestinal.

Se considerd gastritis aguda la presencia de infiltracion por neutrdfilos
polimorfonucleares extravasculares en la mucosa antral. Se reporté como gastritis
cronica la presencia de infiltrado mononuclear en la mucosa gastrica y la
incidencia de gastritis cronica folicular uUnicamente cuando se observaron

adicionalmente foliculos linfoides prominentes.

8.5. Determinacion del indice de proliferacion celular y células

positivas para gastrina por inmunohistoquimica

Se realizdé la técnica de inmunohistoquimica (IHC) para la deteccion de
PCNA (clona PC10, Dako A/S, Denmark 1:150). Se utilizaron anticuerpos
primarios que previamente han demostrado reactividad en tejido de jerbo

estandarizado en nuestro laboratorio con las condiciones propuestas.

Brevemente, se obtuvieron cortes de 4 um en laminillas cargadas
positivamente, que se mantuvieron por 24 horas en una estufa de secado a 56°C.
Los tejidos fueron desparafinados y rehidratados en bafios consecutivos de xilol,
alcohol y finalmente Tris. Se realizé la recuperacion antigénica en soluciéon de
EDTA (10 mM) a pH 8.0 en olla de presién para microondas (1200 W) por 12
minutos. La IHC se realizé en el sistema automatizado NexES (Ventana Medical
Systems, Tucson, AZ), empleando el sistema de deteccion iView DAB (Ventana

Medical Systems) basado en el método de avidina-biotina-peroxidasa.

Se usaron como controles positivos la amigdala para PCNA vy
adenocarcinoma humano de estbmago asociado a H. pylori. En todos los casos se
tuvieron controles negativos al omitir el anticuerpo primario en el procedimiento
rutinario de marcaje. También se realizé IHC en todas las muestras de estdbmago
usando un anticuerpo policlonal anti-gastrina (Dakocytomation, Denmark A/S,

1:300) para marcar las células productoras de gastrina (células G) presentes.
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Se determiné el indice de proliferacion celular al contar las células
epiteliales con marca nuclear para el anticuerpo PCNA en 10 glandulas bien
orientadas en el antro, asi como el numero total de células en la glandula. El
indice resulta de la relacion células positivas/células totales de las glandulas
contadas X 100. Los resultados se expresaron como valores promedio + EEM de
los indices resultantes de proliferacion de los animales por cada grupo.

Se determind el numero de células positivas para gastrina en 10 glandulas
bien orientadas en antro de cada animal de cada grupo. Los resultados se
expresaron como el promedio + EEM de las células positivas para gastrina de los

animales por grupo.

8.6. Determinacion de la apoptosis por la técnica de TUNEL

La apoptosis se determind in situ utilizando la técnica de desoxinucleotidil
transferasa terminal mediante marcaje de trifosfatos de desoxiuridina terminales
(TUNEL) como se ha descrito previamente (Wijsman et al., 1993). Para este fin se
emple6 el kit Apoptag Plus Preoxidase (S7101, Chemicon Internacional,
Temecula, CA), siguiendo las instrucciones del fabricante, desparafinando las
laminillas de la misma manera como se menciono anteriormente y sin tratamiento
de recuperacion previo a la digestion proteica indicada por el fabricante.

En forma semejante al indice de proliferacién, se determiné el indice de
apoptosis en el antro, contando células epiteliales positivas para TUNEL. Los
resultados se expresaron como valores promedio + EEM de los indices resultantes

de apoptosis de los animales por cada grupo.

8.7. Extraccion y electroforesis de proteinas totales

Para la evaluacion del contenido de los receptores a E2 (RE) y P4 (RP) en
el jerbo, 15 jerbos hembra sexualmente maduras (15 semanas de edad) fueron

ovariectomizadas y tratadas con E2 (Sigma), E2 + P4 (Sigma) y vehiculo (aceite

de maiz/etanol al 10%) por via subcutanea como se indica en la Tabla 2.
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Tabla 2: Tratamientos para determinar el contenido de RE y RP.

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
E2 5 ug/100 pl 5 ug/100 i Eutanasia
E2+P4  5pugE2/100 pl 5 ug E2/100 pl 1 mg P4/100 pl Eutanasia
VEH 100 l 100 pl Eutanasia

n=5/grupo

Después de la eutanasia bajo anestesia con éter, se disecaron de cada
animal los uteros y el antro gastrico. Los tejidos fueron congelados en nitrégeno
liquido al momento de la reseccion y mantenidos a -82°C hasta el momento de su
empleo.

Se homogenizaron los tejidos en solucion amortiguadora de lisis tiodiglicol
(TDG) con un céctel de inhibidores de proteinasas (Tris-HCI 10 mM, ditiotreitol
1mM, glicerol al 30%, triton al 1%, azida de sodio 15 mM, EDTA 1mM, leupeptina
4 ng/ml, aprotinina 22 ug/ml, PMSF 1mM, ortovanadato de sodio 1mM; para los
antros se omitié el EDTA), en una relacion de 1 ml de solucion amortiguadora/g de
tejido a 4°C.

Las muestras homogenizadas fueron centrifugadas a 15,000 rpm, durante
15 min, a 4°C y se separ6 el sobrenadante. La concentracion de proteinas en el
sobrenadante se determiné por el método de Bradford (Bradford, 1976).

Las proteinas obtenidas de los tejidos (30 npg) se separaron por
electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 7.5% a 75 volts
durante 2 horas. Cada muestra se prepard con Buffer de carga (Tris 0.5 M pH 6.8,
glicerol 10%, SDS 2%, B-mercapto-etanol 5%) en un volumen 1:1 y se hirvieron

durante 5 min para depositarse en los geles antes mencionados.
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8.8. Western Blot.

Las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa
(Amersham) a 20 volts, durante 1 hora en una camara semihumeda.
Posteriormente, las membranas fueron bloqueadas por 2 horas a temperatura
ambiente con una solucion de leche descremada en polvo al 5% y albumina al
0.5% en TBS 1X.

Las membranas fueron incubadas durante 2 horas a temperatura ambiente
con los siguientes anticuerpos, dependiendo de la proteina que se fuera a
detectar: mezcla de anticuerpo policlonal de conejo anti RP (Neo Markers,
Fremont CA) y monoclonal de ratéon (Santa Cruz) que reconocen a las isoformas A
y B del RP a 1 ug/ml; anticuerpo policlonal de conejo anti RE-a (Santa Cruz sc-
542) en una concentracion de 1 ug/ml y anticuerpo policlonal de cabra anti RE-$3
(Santa Cruz sc-6821) en una concentracion de 1 ug/ml.

Las membranas se lavaron con TBS-Tween (TBS (pH=7.4) +Tween 2 al
0.1%) 3 veces por 5 minutos. Para detectar al RP y al RE-a las membranas fueron
incubadas con el anticuerpo secundario anti-conejo (IgG-HRP) conjugado a
peroxidasa en una concentracion de 0.24 ug/ml (Santa Cruz). Para detectar al RE-
B, las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario anti-cabra (IgG-HRP)
conjugado a peroxidasa en una concentracion de 0.24 ug/ml (Santa Cruz sc-
2033). Se utiliz6 un método de deteccion de alta sensibilidad (ECL, Amersham
Pharmacia Biotech) para determinar la presencia de las proteinas estudiadas. Con
este sistema, el peréxido de luminol y un potenciador con sustrato de la
peroxidasa acoplada al anticuerpo secundario reaccionan generando una sefal de
quimioluminiscencia que se revela al exponer las membranas a placas
radiograficas.

Para corregir las posibles diferencias en la cantidad de proteina cargada,
las membranas se lavaron con glicina acida (glicina 0.1M, SDS 0.5%, pH 2.5) toda
la noche a 4 °C y 30 min a 37°C para posteriormente incubarlas con un anticuerpo

primario monoclonal de ratén anti-a-tubulina en una concentracion de 0.5-1ug/mi
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(Sigma-Aldrich, T9026) durante 2 horas a temperatura ambiente, las membranas
fueron lavadas con TBS-Tween 3 veces por 5 minutos; después se incubaron 1
hora con un anticuerpo secundario anti-ratdbn acoplado a peroxidasa en una
concentracion de 0.24 ug/ml (Santa Cruz sc-2033) y posteriormente se utilizo el
método de deteccion de alta sensibilidad descrito anteriormente.

Las placas fueron escaneadas y el analisis densitométrico se realizo
empleado en programa para analisis de imagen AlphaEaseFC v.3.2.1 (Alpha
Innotech Corp., San Leandro CA, USA).

8.9. Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados usando ANOVA de una via y la prueba t
de Student para hacer las comparaciones entre grupos, una vez que la
homogeneidad de varianzas fue probada. Se consideré un valor de p<0.05 como
estadisticamente significativo. El analisis estadistico se realiz6 empleando el

programa SPSS 12.0 para Windows.
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9. RESULTADOS

9.1. Confirmacién de la infeccién

La infeccion se confirmd usando la amplificacion del gen cagA de H. pylori
por PCR del DNA extraido de las heces recolectadas semanalmente de los
animales de cada grupo durante el experimento. El producto de la amplificacion se
separ6 en geles de agarosa que mostraron una banda de aproximadamente 350
pb en todos los grupos excepto INT (Figura 8). La presencia de H. pylori se
demostré por IHC en el tejido gastrico de aquellos animales en los cuales no se
confirmd la presencia de H. pylori en la tincion HE. Los animales que resultaron
negativos para H. pylori después de la revision de la tincion HE y por IHC,
pertenecientes a grupos sometidos a infeccidén, no se consideraron para analisis
posteriores (Figura 9). El grupo P4H a las 18 SPI no se presenta en el analisis
debido a esta razén. No hubo diferencias significativas en peso entre los grupos

durante el experimento.

9.2. Actividad hormonal

Con la finalidad de verificar la actividad hormonal, semanalmente se
realizaron citologias vaginales a todos los animales. Las jerbos hembra de los
grupos INT y CTL (ambos no ovariectomizadas) presentaron citologias
correspondientes a las diferentes etapas del ciclo estral: proestro, estro, metaestro
y diestro. Los animales en el grupo E2L mostraron citologias correspondientes al
estro en la mayoria de los casos, pero también correspondientes a diestro y
proestro, mientras que en el grupo E2H se presentaron citologias de diestro y
proestro. Los jerbos hembra que recibieron tratamientos con VEH y P4

presentaron citologias correspondientes al diestro.
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Figura 8. Confirmacion de la infeccidn por H. pylori por amplificacién del gen de cagA. En
la imagen se muestra un gel representativo de la determinacion. Se obtuvieron a diferentes
tiempos, muestras de heces de los jerbos hembra de las cuales se extrajo el DNA y se realiz6 PCR
de acuerdo a lo indicado en los Materiales y Métodos. La imagen del gel muestra claramente la
banda de 352 pb que corresponde a cagA para los diferentes grupos de estudio después de 5
semanas de infeccién por H. pylori. En el carril marcado “-“ se adicion6 agua en lugar de DNA
como control negativo y en el carril marcado “+” se coloco el DNA extraido de la suspension de
in6culo empleada para infectar a los jerbos hembra.

Figura 9. Imagenes representativas de determinacién de la presencia de H. pylori por
inmunohistoquimica (IHC) en la mucosa gastrica de jerbos hembra intactas (INT) e infectadas por
H. pylori de los grupos E2H y PA4L. Las flechas indican la presencia de H. pylori en la superficie de
las células epiteliales de la mucosa géastrica. 40X.



En los grupos INT y CTL, los uteros fueron normales. Los uteros de los
grupos tratados con E2 mostraron metaplasia epidermoide madura (E2L) e
inmadura (E2H) con piometra (presencia de pus dentro de la cavidad del utero
producida por bacterias), focal a las 6 SPI y difusa a las 18 SPI; los animales
tratados con P4 y VEH mostraron atrofia intensa y Uteros con engrosamientos de
la capa cornea. A partir de la semana 9, no fue posible tomar frotis vaginales de
los animales de estos grupos debido a la atrofia del orificio vaginal (Figura 10).

Se realizaron cultivos bacteriol6gicos de la piometra de los animales de los
grupos tratados con E2 después de 18 SPI, encontrandose Streptococcus

intermedius y Pasteurella trahalosis.

Figura 10. Uteros resecados de las jerbos hembra de los grupos de estudio a 6 SPI, en los
que se observa la presencia de piometra (E2L y E2H) y atrofia (VEH, P4L y P4H). Se ilustra la
hiperplasia y la piometra (flecha) observada en el grupo E2L a 18 SPI.



9.3. Evaluacion histoldgica del estbmago

Los estobmagos de los jerbos fueron resecados, fijados en formol,
procesados e incluidos en parafina. Se realizaron cortes seriados de 4 um de los
estbmagos, que fueron tefiidos con HE y revisados por dos observadores
experimentados y evaluados de acuerdo a la escala de Sydney (Dixon et al.,
1996).

Los animales en el grupo INT presentaron morfologia gastrica normal sin
signos de respuesta inflamatoria u otro cambio notorio durante el estudio. En las

figuras 11 y 12 se presentan imagenes de las lesiones observadas.

Figura 11. Iméagenes representativas de algunas lesiones observadas a 6 SPI, mostrando
gastritis aguda (flecha blanca), gastritis crénica (cabezas de flecha blancas), gastritis folicular
(flechas negras gruesas), presencia de infiltrado inflamatorio en la submucosa (flechas negras
finas) y atrofia de bajo grado (cabeza de flecha negra). Todas las imagenes a 8X.



Las gastritis observadas estuvieron limitadas al antro, sin dafio en el cuerpo
o fondo gastricos. Se observé gastritis aguda en todos los grupos excepto INT a 6
y a 18 SPl y P4H a 6 SPI (Figura 13). La incidencia e intensidad de la gastritis
aguda incrementaron de las 6 a las 18 SPI. A 6 SPI, se observl gastritis aguda
grado Il (moderada) unicamente en los animales tratados con dosis bajas de las
hormonas esteroides (E2L y P4L), mientras que el resto de los animales mostraron
gastritis de bajo grado (grado I) (Figura 13 A).

Después de 18 SPI la intensidad de la gastritis aguda fue mas alta en los
grupos tratados con E2: el grupo E2L presentd gastritis aguda moderada y de alto
grado (grado Ill); el grupo E2H mostré gastritis aguda moderada. Los grupos P4 y
VEH presentaron Unicamente gastritis aguda leve (grado |I) y moderada (Figura 13
B).

A 6 SPI se observo gastritis cronica en todos los grupos tratados, excepto
en P4H, que Unicamente present6 gastritis cronica leve y E2L que mostrd gastritis
cronica moderada mientras que el grupo E2H presenté la incidencia mas alta de
gastritis cronica (Figura 14 A). En contraste, a 18 SPI, Unicamente se observé
gastritis crénica en los grupos CTL y P4L (Figura 14 B).

Gastritis folicular moderada (grado Il) fue diagnosticada en CTL, VEH vy los
grupos tratados con dosis bajas de hormonas (E2L y P4L). Estos ultimos también
presentaron gastritis folicular de alto grado. El grupo E2L mostré6 la mayor
incidencia de gastritis folicular a 6 SPI (Figura 14 C). A 18 SPI (Figura 14 D) todos
los animales de los grupos VEH, E2L y E2H presentaron gastritis folicular, los de
los grupos CTL y P4L mostraron una menor incidencia, siendo el grupo P4L el que
presentd la gastritis de menor intensidad.

Los grupos tratados con E2 mostraron gastritis foliculares mas extendidas
en el antro que los otros grupos (Figuras 11 y 12). Se observé atrofia de bajo
grado Unicamente en los grupos tratados con VEH (1/5) y P4 (P4L:1/5; P4H:2/4) a
6 SPI. La atrofia observada en el grupo P4L (1/4) a 18 SPI fue moderada, mientras

que el grupo E2L (1/4) presento atrofia leve (Figura 11).



Figura 12. Iméagenes representativas de algunas lesiones observadas a 18 SPI, mostrando
gastritis aguda (flecha blanca), gastritis folicular (flechas negras gruesas) y presencia de infiltrado
inflamatorio en la submucosa (flechas negras finas). Todas las imagenes a 8X.
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Figura 13. Incidencia de gastritis aguda en el antro de jerbos hembra ovariectomizadas
tratadas con E2 o P4 después de 6 (A) y 18 (B) semanas de infecciéon (SPI) por H. pylori. Los
nameros en las barras representan el nimero de jerbos que presentan el grado de gastritis
respectivo por grupo. La morfologia fue evaluada en cortes teflidos con HE, usando la escala visual

analoga de Sydney actualizada (Dixon et al., 1996).
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Figura 14. Incidencia de gastritis cronica (A y B) y folicular (C y D) en los antros de jerbos
hembra ovariectomizadas tratadas con E2 0 P4a 6 (Ay C) y 18 (B y D) semanas de infeccion (SPI)
por H. pylori. Los nimeros en las barras representan el nimero de jerbos que presentan el grado
de gastritis respectivo por grupo. La morfologia fue evaluada en cortes tefiidos con HE, usando la
escala visual andloga de Sydney actualizada (Dixon et al.,, 1996). Se consideré como gastritis
folicular cuando ademas del infiltrado mononuclear se observo la presencia de foliculos linfoides

prominentes.

9.4. Proliferacion y apoptosis

A 6 SPI, el grupo VEH presentdé un indice de proliferacion menor que el CTL
(p<0.05). Este indice fue mas alto en los grupos E2L y P4L (p<0.05) comparados
con VEH. Sin embargo, las dosis altas tanto de E2 como de P4 tuvieron un efecto



similar al observado para el VEH, mostrando indices de proliferacién mas bajos en

comparacion con CTL (Figura 15).

A 18 SPI, los efectos del E2 y la P4 observados a 6 SPI no se mantuvieron:
se observé una tendencia a disminuir el indice de proliferacion en todos los grupos

excepto E2H, comparados con los observados a 6 SPI (Figura 15).

A 6 SPI la ovariectomia disminuy0 significativamente el indice de apoptosis
de las células epiteliales comparadas con el grupo CTL, observdndose que el
tratamiento hormonal revirtié este efecto (Figura 16). Después de 18 SPI el indice
de apoptosis fue aiin menor en todos los grupos, excepto en el grupo VEH (Figura
16).
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Figura 15. indices de proliferacion observados en los grupos durante el estudio. El indice
de proliferacion se calculd de la razén del nimero de células epiteliales inmunopositivas a PCNA
entre el numero de células epiteliales totales por gldndula x100. Se contaron 10 glandulas bien
orientadas por cada animal. Los datos presentados son medias + EEM. *p<0.05 vs VEH y 18 SPI,
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Figura 16. indices de apoptosis observados en los grupos durante el estudio. El indice
de apoptosis se calculd de la razon del nimero de células epiteliales positivas para TUNEL
entre el nUmero de células epiteliales totales por glandula x100. Se contaron 10 glandulas bien
orientadas por cada animal. Los datos presentados son medias + EEM. *p<0.05 vs VEH y 18
SPI, **p<0.05 vs VEH a 18 SPI.

9.5. Células productoras de gastrina

Se determinaron las células productoras de gastrina en 10 glandulas bien
orientadas por jerbo (figura 17). La infeccibn por H. pylori indujo una
disminucién del nimero de células G en todos los grupos comparados con los
animales sin infeccion (INT). A 6 SPI el grupo P4H mostr6é el menor nimero de

células G, significativo comparado con VEH.

A 18 SPI se observé una disminuciéon en el nimero de células G en los

grupos CTL y VEH comparados con sus respectivos valores a 6 SPI. Los



tratamientos con E2 y P4 revirtieron el efecto de disminucién del nimero de

células, siendo similares al CTL para E2H y P4L (Figura 17).
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Figura 17. Células inmunopositivas para gastrina en 10 glandulas del antro de jerbos
hembra ovariectomizadas tratadas con E2 o P4 después de 6 y 18 semanas de infeccion (SPI)
por H. pylori. Se contaron las células positivas en 10 glandulas bien orientadas por cada animal.
Los datos se presentan como medias + EEM. Tp<0.05 vs VEH, *p<0.001 vs VEH, **p<0.001 6
SPI vs 18 SPI.

9.6. Determinacion del contenido del REy RP

De acuerdo a lo descrito en Materiales y Métodos, se determin6 el
contenido de REa, REB, RP-A 'y RP-B en el atero (como control positivo de un
tejido hormono-regulado, no se muestran los datos) y en el antro gastrico de
jerbos hembra ovariectomizadas y tratadas con VEH, E2 y E2+P4.



De la deteccion del REa en el antro de jerbos hembra ovariectomizadas, se
obtuvo una banda de 68 KDa y se observo que el REa es regulado a la baja por
E2 y P4 (Figura 18). La isoforma f del RE no fue detectada en los tejidos
estudiados en el jerbo debido posiblemente, a que no hubo reaccién cruzada
del anticuerpo policlonal de cabra anti-REJ (Santa Cruz sc-6821) utilizado en el

experimento con los tejidos del jerbo.

La deteccion de las isofomas del RP en el antro mostré dos bandas, una de
ellas de 85 KDa correspondiente a la isoforma RP-A y la otra de 123 KDa que
corresponde a RP-B. En ausencia de E2 y P4, el RP-B se expresa mas que el
RP-A en el antro de jerbos hembra ovariectomizadas. El E2 no tuvo efectos
significativos sobre la expresion del RP-A; sin embargo, disminuyo la expresion
de RP-B. El tratamiento con P4 aumento la expresion tanto de RP-A como de
RP-B (Figura 18).
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Figura 18. Contenido de REO, RP-A y RP-B en el antro de jerbos hembra
ovariectomizadas y tratadas con E2 y P4. En A se muestra un blot representativo de la
deteccion de los receptores. En B se presenta el andlisis densitométrico de los cambios en el
contenido de REO y RP (media + EEM). Los datos fueron normalizadas con el contenido de
tubulina (n=5).



10. DISCUSION

El jerbo es el modelo mas usado actualmente para estudiar la patogénesis
gastrica inducida por H. pylori, sin embargo soélo en fechas recientes se han
realizado estudios en hembras (Fox et al., 1999; Crabtree et al., 2004; Zheng et
al., 2004); de hecho, este es el primer estudio que evalua los efectos de las

hormonas esteroides sexuales en la infeccidn por H. pylori.

Los niveles de las hormonas sexuales en los jerbos no se han reportado
hasta la fecha, por lo que las dosis empleadas en este estudio estan basadas en
determinaciones realizadas en nuestro laboratorio (datos no mostrados), donde se
observaron niveles similares a los de las ratas durante el ciclo estral, por tanto, las
dosis de las hormonas se determinaron de acuerdo a las concentraciones mas alta

y mas baja de E2 y P4 en el ciclo estral de la rata.

Practicamente todos los estudios de patogénesis gastrica inducida por H.
pylori se llevan a cabo infectando jerbos machos de 8 semanas de vida. Los jerbos
hembra alcanzan la madurez sexual entre las semanas 9 y 12 de edad,
presentando ciclos regulares después de las 14 semanas de vida. Ohkusa et al.
observaron que en la infeccidon de jerbos machos de 5 y 14 semanas de edad con
H. pylori, se presenta una respuesta diferencial de duodenitis y metaplasia gastrica
después de 12 semanas de infeccidon, dependiendo de la cepa de H. pylori
empleada (Ohkusa et al., 2003).

El modelo de infeccion por H. pylori en ratones reveld diferencias de género
asociadas al desarrollo de cancer gastrico y los cambios asociados en la mucosa,
mostrando que Unicamente los machos presentaron cancer y desarrollaron
lesiones gastricas mas severas y tempranas que las hembras (Fox et al., 2003), lo
que sugiere un dimorfismo sexual en la respuesta a la infeccion por H. pylori.

Crabtree y su grupo infectaron jerbos machos y hembras intactas, de 6 a 8

semanas de edad con la cepa SS1, la misma empleada en nuestro estudio, y
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observaron inflamacion mas severa en las hembras comparadas con los machos

después de 36 semanas de infeccion (Crabtree et al., 2004).

Las lesiones gastricas inducidas por H. pylori se consideran procesos lentos
y la mayoria de los estudios incluyen tiempos prolongados de infeccidén. Nuestro
estudio se restringido a la infecciéon temprana debido a que nos interes6 seguir
desde las primeras fases de la infeccion los efectos del E2 y la P4 y a la presencia

de hiperplasia grave y piometra uterinos en los animales tratados con E2 a 18 SPI.

En nuestro estudio, se observd un patron de respuesta diferente a la
infeccion por H. pylori en jerbos hembra ovariectomizadas y tratadas con E2 o P4.
Se observo una respuesta inflamatoria mas intensa y difusa en los grupos tratados
con E2, tanto a 6 como a 18 SPI, mientras que la menor incidencia de gastritis

aguda de alto grado, se presento6 en los animales tratados con P4.

Se observo gastritis cronica a 6 SPI en mas del 50% de los jerbos de los
grupos CTL, VEH, E2H y P4L y en 25% o menos en E2L y P4H. Los animales
tratados con P4 presentaron el menor grado de gastritis cronica. A 18 SPI, la
gastritis cronica se observé unicamente en el grupo CTL y en un animal del grupo
P4L, sin embargo, se presento gastritis folicular en todos los grupos, siendo mas

extensa e intensa en los animales tratados con E2.

Los efectos de las hormonas sexuales en la respuesta inflamatoria se han
estudiado en humanos y en diferentes modelos animales (Kita et al., 1989;
Kaushic et al., 2000); el E2 se considera pro-inflamatorio, induciendo una
respuesta de tipo Th1. El perfil de respuesta Th1 generalmente se asocia con la
infeccion por H. pylori cagA+ y desarrollo de gastritis, mientras que el perfil Th2 es
considerado protector para el hospedero y auxiliar en el control de la infeccion
(Mohammadi et al., 1997) y se ha sugerido que el desarrollo de una respuesta
cooperativa Th1/Th2 es necesaria para el desarrollo de foliculos linfoides
secundarios en la mucosa gastrica (Uchida et al., 2001). Es interesante notar que
en macréfagos murinos estimulados con lipopolisacaridos (LPS), el E2 disminuyd
la produccion de IL-1a, IL-6 y TNF-a, asi como la union LPS-NF«xB (Deshpande et

al., 1997); estos efectos del E2 en la respuesta inflamatoria pueden inducir una
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incidencia alta e intensa de gastritis folicular, como la observada en los jerbos
tratados con E2 (Figuras 12 - 14).

Se ha descrito que la P4 promueve la respuesta de tipo Th2 y juega un
papel regulador en el proceso inflamatorio mediante el decremento de los niveles
de mRNA vy proteina de TNF-a en macréfagos murinos tratados con LPS y
elevando los niveles de IkB (Miller y Hunt, 1998), que actua como represor de NF-
kB en la infeccion por H. pylori (Maeda et al., 2002). Estos efectos de la P4 sobre
la respuesta inmune, induciendo un perfil Th2 podrian estar relacionados con los
grados de gastritis mas bajos observados en este estudio, especialmente en los

grupos infectados por H. pylori y tratados con la dosis alta de P4.

En nuestro estudio, observamos que el tratamiento con E2 estuvo asociado
con la induccidn de proliferacion de las células epiteliales en la infeccion temprana
(6 SPI) y una reduccion de la proliferacion en la infeccion sub-aguda (18 SPI). Esta
modificacion de la proliferacion de las células epiteliales puede deberse a
alteraciones en el ciclo celular que modifiquen el balance entre la proliferacion y la
apoptosis de las células del epitelio gastrico, y pueden estar relacionadas la
inhibicién de la secrecion de gastrina y acido inducidos por el E2, en combinacién
con las alteraciones en los niveles de gastrina inducidas por la infeccion por H.
pylori (Peek et al., 2000; Campbell-Thompson et al., 2001).

Aunque la informacién sobre los efectos del E2 y la P4 sobre el tejido
gastrico es escasa, los efectos de las hormonas sobre la proliferacién y la
apoptosis del epitelio gastrico observados en nuestro estudio pueden relacionarse
también con lo reportado en estudios previos in vitro en diferentes lineas celulares
de cancer gastrico (Messa et al., 1999; Messa et al., 2000; Pricci et al., 2001) que
sugieren que el E2 podria activar a la caspasa-3 e inducir el arresto en G2/M de

las células de carcinoma gastrico (Lin et al., 2001).

Campbell-Thompson et al. trataron de manera cronica a ratas Sprague
Dawley con E2 y el carcindgeno N-metil-N"-nitro-nitrosoguanidina, observando que
el E2 moduld los cambios en las glandulas gastricas e incrementd los niveles de

gastrina en granulos de almacenamiento; sin embargo, no tuvo efecto sobre los
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indices de proliferacion y apoptosis observados en presencia del carcindogeno
(Campbell-Thompson et al., 1999). Nuestras observaciones sobre la induccion de
la proliferacion y la apoptosis por el E2 no estan de acuerdo con este estudio
previo, ya que observamos un incremento en la proliferacion y la apoptosis, en el
numero total de células epiteliales por glandula (datos no mostrados) y en el
numero de células G en los animales tratados a 6 SPI. La divergencia puede estar
relacionada con las diferencias intrinsecas entre el modelo de carcinogénesis
quimica y la induccién de cambios en la mucosa gastrica inducidos en la infeccion

temprana por H. pylori.

En nuestro estudio, observamos un aumento del numero de células G con
el tratamiento con el E2 y la P4, casi alcanzando, en el caso del grupo tratado con
P4 a la dosis baja, el numero de células G de la mucosa de jerbos hembra
intactas, no infectadas. La infeccidon por H. pylori induce hipergastrinemia en
diferentes etapas del proceso infeccioso que puede estar asociada a la variacion
en el numero de células G presentes en la mucosa (Blaser, 1996; McColl et al.,
2000; McColl et al., 2000). Se ha reportado que el numero de células G presentes
en la mucosa gastrica en humano infectados por H. pylori no es diferente al de
individuos sanos (Sirigu et al., 1993); sin embargo, recientemente Wang y su
grupo reportaron que en ratas, el numero de células G y la cantidad de gastrina en
suero disminuyé en presencia de ulceras inducidas por métodos quimicos (Wang
et al., 2006). Nuestros datos sugieren un papel protector del E2 y la P4 en el
numero de células G presentes en el antro de jerbos hembra infectadas por H.
pylori. Es necesario evaluar dicho efecto también en los niveles de gastrina y en

periodos largos de infeccién.

El indice de apoptosis en nuestro estudio se redujo en el grupo VEH a 6 SPI
comparado con todos los otros grupos y se incremento significativamente en los
grupos tratados con E2 y en el grupo P4H. Los indices de apoptosis fueron
similares al CTL en todos los grupos hormonales a 18 SPI, mientras que se

presento significativamente mayor para el grupo VEH.
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Los efectos de la P4 en la proliferacion y apoptosis de las células epiteliales
gastrica no son claros, pero algunos estudios han definido en general un papel
protector de la P4 en la ulceracién gastrica inducida por diferentes factores en
humanos, especialmente durante el embarazo (Lanciers et al., 1999) y en modelos

animales (Aguwa, 1984; Montoneri et al., 1997; Machowska et al., 2004).

Aguwa administré E2 y P4 a ratas y observo una disminucion significativa
en la presencia de ulceras inducidas por diferentes sustancias después del
tratamiento con hormonas, especialmente en aquellos animales tratados
unicamente con P4 o en combinacion con E2 (Aguwa, 1984). La P4 acelero la
reparacion del dafio producido por las ulceras linguales y gastricas inducidas por
sustancias quimicas en ratas. Este proceso de reparacién estuvo asociado a un
incremento en el flujo sanguineo en los bordes de la zona ulcerada (Machowska et
al., 2004), incremento que no se observo con el tratamiento con E2 (Montoneri y
Drago, 1997). Estos resultados y los nuestros, soportan la idea de que la P4 ejerce
un efecto protector en el dafo gastrico, posiblemente relacionado al incremento
del flujo sanguineo y la produccion de moco (Montoneri y Drago, 1997;

Machowska et al., 2004), aunados con una respuesta inflamatoria moderada.

El dano epitelial inducido por la infeccidén por H. pylori esta asociado tanto a
modificaciones en el perfil de proliferacion y apoptosis de la mucosa, asi como con
alteraciones debidas al entorno inflamatorio. Nuestros resultados sugieren que el
E2 y la P4 tienen efectos sobre las células epiteliales de la mucosa gastrica, que
muestran diferentes tasas de proliferacion celular y apoptosis, asi como respuesta
inflamatoria diferente en la infeccién temprana. Para poder definir el papel de las
hormonas sexuales femeninas en la carcinogénesis inducida por H. pylori, es

necesario desarrollar estudios en periodos mas largos de infeccién.

Por otra parte, se ha encontrado la expresién del RE y RP en el estbmago
humano normal, en tejido proveniente de cancer gastrico humano (Singh et al.,
1997; Matsuyama et al., 2002) y en lineas celulares gastricas (Wu et al., 1990;
Wu et al., 1994; Karat et al., 1999). En el antro y fondo gastricos de ratas intactas,

se ha observado una expresion diferencial de las isoformas o y B del RE, siendo
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mayor la expresion del REP tanto en humanos (Singh et al., 1997; Campbell-
Thompson et al., 2001) como en ratas (Ueyama et al., 2002). En nuestro estudio
no fue posible detectar el REf, mas observamos la presencia tanto de REa, como

de las isoformas A y B del RP en el antro de jerbos hembra ovariectomizadas.

A la fecha, la regulacion del RE y el RP en tejido gastrico humano o murino
no ha sido reportada, sin embargo se sabe que es tejido-especifica. Nuestros
resultados muestran que la regulacién de los receptores a hormonas en el antro
de jerbos hembra ovariectomizadas es diferencial: la expresion del REa es
disminuida tanto por E2 como por P4; la expresion del RP-A es aumentada en
presencia de ambas hormonas mientras que la expresion del RP-B disminuye con
el tratamiento con E2 y se recupera con el tratamiento con P4. La funcionalidad de

los receptores para el E2 y la P4 en la mucosa gastrica requiere ser demostrada.

Nuestros resultados sugieren que el E2 y la P4 modifican el perfil de
inflamacion de la mucosa gastrica, la proliferacion y la apoptosis de las células
epiteliales y el numero de células G en jerbos hembra infectadas por H. pylori.
Estos efectos podrian ocurrir a través de la interaccion del E2 y la P4 con sus

receptores nucleares en el antro gastrico del jerbo.
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11. CONCLUSIONES

e EI| E2 favorece el desarrollo de gastritis extensa de mayor grado. La P4
tiene un efecto protector en jerbos hembra ovariectomizadas e infectadas
con H. pylori.

e La ausencia de hormonas ovaricas provoca una disminucion del indice de
apoptosis de las células epiteliales del antro gastrico en jerbos hembra
ovariectomizadas, mientras que el tratamiento con E2 y P4 revierte este
efecto en etapas tempranas de la infeccion por H. pylori.

e En etapas tempranas de la infeccion (6 SPI) por H. pylori, los tratamientos
con E2 y P4 a dosis bajas inducen un aumento en el indice de proliferacion
de las células epiteliales del antro gastrico.

e La infeccion por H. pylori disminuye del numero de células G, en tanto que
el tratamiento con E2 y P4 lo eleva.

e El antro gastrico de jerbos hembra adultas expresa REa, RP-A y RP-B, que

son regulados diferencialmente por el E2 y la P4.
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12. PERSPECTIVAS

+ Llevar el tiempo de infeccion por H. pylori a 36 y 52 semanas, con los
ajustes necesarios al modelo para evitar el desarrollo de la hiperplasia
uterina por el tratamiento hormonal.

» Analizar por inmunohistoquimica las proteinas reguladoras del ciclo celular
y citocinas para identificar posibles alteraciones en su expresién después
del tratamiento hormonal en jerbos infectados por H. pylori.

» |dentificar si el E2 y la P4 tienen efectos sobre la carga bacteriana de H.
pylori en el estbmago a diferentes tiempos de infeccién.

« Evaluar los niveles séricos de los principales reguladores de la funcién
gastrica: gastrina y somatostatina, en los jerbos hembra infectadas y
tratadas con E2 y P4.

+ Reconocer los tipos celulares especificos que expresan al RE y al RP.

« Valorar la funcionalidad de los receptores del E2 y la P4 en las células
epiteliales y secretoras de la mucosa gastrica.

» Determinar la posible participacion de rutas no-genomicas del E2 y la P4 en

los efectos observados en la mucosa gastrica de jerbos infectados por H.

pylori.
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Abstract

Background: Gender differences have been shown regarding the changes in
the inflammatory response, gastrin secretion, and gastric acidity during
Helicobacter pylori infection.

Aim: To investigate the role of estradiol and progesterone in the changes of the
gastric mucosa induced by H. pylori during the early stage of infection in female gerbils.
Materials and Methods: Thirty-three adult ovariectomized female gerbils were
infected with H. pylori (SS1); 7 days after infection they were treated with low
and high doses of estradiol (50 and 250 1g/60 days pellet), progesterone (15 and
50 mg/60 days pellet) and vehicle. Non-ovariectomized infected gerbils were
used as control. Gerbils were euthanized after 6 weeks of infection. Histologic
evaluation, immunohistochemical detection of proliferation cell nuclear antigen
(PCNA), gastrin, and apoptosis by terminal deoxynucleotide nick end labeling
(TUNEL) assay were performed. Positive cells for PCNA, TUNEL, and gastrin
were counted in 10 oriented glands per animal. Two-sided p = .05 was considered
significant.

Results: Estradiol-treated groups showed more intense and extended acute and
follicular gastritis compared to the vehicle group, whereas progesterone-treated
groups presented less gastritis than the other groups. Proliferation and apoptosis
indexes were significantly lower in the vehicle group when compared with
those of the control; both indexes were increased in the high-dose estradiol and
progesterone groups as compared with those of the vehicle. Grade Inonmetaplastic
atrophy was observed in the vehicle and progesterone groups. The high-dose
progesterone group showed a significant reduction in the number of gastrin cells.
Conclusions: Estradiol and progesterone participate in the gastric mucosal
response to early H. pylori infection in gerbils.

Helicobacter pylori is a Gram-negative bacterium prevalent
in more than one-third of the population worldwide [1].
The infection with H. pylori induces a chronic inflammatory
response related to preneoplastic changes in the gastric
mucosa, and it has been associated to the presence of
gastritis, duodenal and gastric ulceration, atrophy, metaplasia,
gastric adenocarcinoma, and mucosal-associated lymphoid
tissue (MALT) lymphoma [2-4]. H. pylori infection has a
direct effect on the gastric epithelial cell turnover, inducing
changes in the proliferation and apoptosis rates related to
hypo- and hypergastrinemia [5-7].

There is a gender difference in the incidence of gastric
cancer with a 2:1 men to premenopausal women ratio [8];
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this tendency nearly disappears in post-menopausal
women [9,10]. Female mice infected with Helicobacter felis
and H.pylori showed more intense inflammatory
responses than male mice [11,12].

A previous study showed that the administration of
estradiol (E2) to rats with ulcers induced by different
methods (chemical, stress, pyloric shay) exerted an anti-
ulcerative effect, increased parietal cells activity and gas-
trin secretion, and maintained mucosa integrity [13]. Also,
the treatment with E2 in male rats for 4 weeks reduced the
carcinogenic effect induced by N-methyl-N-nitro-nitro-
soguanidine and increased both mucine and gastrin secre-
tion in the antral mucosa [13]. In vitro studies in different
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human gastric cancer cell lines have shown an antiprolif-
erative effect of E2 administration [15-17]. Aguwa admin-
istered E2 and progesterone (P4) to albino rats and
observed, after 7 hours, a significant decrease in ulcers
induced by ditferent chemicals, especially in those treated
with P4 [14].

In 1998, gerbils were used in H. pylori infection and the
sequence of morphological changes observed adjacent
to gastric carcinomas were reproduced with higher
frequency, and in shorter time compared with other
animal models [18,19]. Causality of gastric cancer intestinal
phenotype was demonstrated in this model originally
described in male gerbils [18-20]. There have been
reports using female gerbils, showing similar alterations
of the gastric mucosa to those observed in male gerbils
[21-24].

In 2004, Crabtree et al. found that the INF-y and IL-
12p40 expression was significantly higher in female
gerbils infected with H. pylori compared with age-matched
male gerbils [23]. However, the role of E2 and P4 in the
development of H. pylori-induced gastritis is unknown.

The aim of this study was to evaluate the effects of the
administration of E2 and P4 on the gastric epithelial cell
turnover, G-cell number, and inflammatory response
induced by early H. pylori infection in female gerbils.

Materials and Methods

Animals and Treatments

Adult pathogen-free female Mongolian gerbils (Meriones
unguiculatus, 15-week-old, 65-73 g, derivated Harlan, IA,
USA) maintained in microisolators with free access to
water and food under a 12:12 hours light : dark cycle
were divided into seven groups (Table 1). Gerbils were
ovariectomized under anesthesia (ketamine hydrochloride
120 mg/kg, xilazine 20 mg/kg) as previously described
[25]. Gerbils in intact (INT) and control (CTL) groups were
manipulated without ovaries removal.

Ten days after ovariectomy, an intragastric H. pylori
infection was performed after a 24-hour fasting under
general anesthesia with zoletil (80 mg/kg). H. pylori stand-
ardized SS1 strain (cagA*, vacA*) culture suspension on
saline solution with 1 x 10¢ CFU was administered to each
gerbil. The INT group received only saline solution.

Ovariectomized animals were treated as indicated in
Table 1. E2, P4, and vehicle were administered by 60 days
release pellets (Innovative Research of America, Sarasota,
FL, USA) 1 week after infection. Pellets were allocated sub-
cutaneously in the dorsal area according to the manufac-
turer’s instructions. Animals in the INT and CTL groups
were manipulated without the pellet. Animals” weight and
vaginal cytology were monitored on a weekly basis.
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Table 1 Study groups used in the experiment at 6 weeks of H. pylori
infection. OVH, ovariectomy; INT, intact; CTL, control; VEH, vehicle; E2L, E2
low dose; E2H, E2 high dose; P4L, P4 low dose; and P4H, P4 high dose.
Intragastric H. pylori infection was performed after 24 hours of fasting,
under anesthesia with zoletil (80mg/kg). One milliliter H. pylori
standardized SS1 strain (cagA*, vacA®) culture suspension on saline
solution with 1 x 10° CFU was administered to each gerbil when indicated.
INT group received only saline solution. One week after infection, E2, P4,
and vehicle were administered subcutaneously by 60 days release pellets

Group OVH H.pylori E2 P4 6 Weeks (n)
INT - - - - 5
CTL - + - - 5
VEH + + - - 5
E2L + + 50 pg/60 days  — 5
E2H + + 250 pg/60 days - 4
P4L + + - 15mg/60 days 5
P4H + + - 50 mg/60 days 4

Euthanasia was performed at 6 weeks of infection after
bleeding by intracardiac punction under ether anesthesia.
The stomach and uterus were removed from all animals.
All procedures used in these experiments were approved
by the local ethical committee for animal use in research
(CINVA 167).

H. pylori Infection Confirmation

Infection was confirmed by polymerase chain reaction
(PCR) for cagA amplification of DNA extracted from feces
collected weekly from each group. Feces were suspended
in phosphate-buffered saline (PBS), digested with pro-
teinase K (10 pg/ul, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), and
centrifuged (113.4 g, 3 minutes, and 1260 g, 3 minutes, 4 °C).
DNA was extracted with phenol-chloroform-isopropylic
alcohol, and PCR was performed using the primers 5’-
GATAACAGGCAAGCTTTITGAGG-3’, and 5-CTGCAAAA-
GATTGTTTGGCAGA-3’ [26]. After a denaturation step at
94 °C for 3 minutes, 35 cycles were carried out for PCR
amplification. The cycles profile was: 93 °C, 1 minute;
55 °C, 1 minute; and 72 °C, 1 minute. A final extension
was performed at 72 °C, 5 minutes and kept at 4 °C.

DNA extracted from the H. pylori inoculum was used as
a positive control, the negative control included sterile
water instead of DNA. PCR products were separated on
2.5% agarose gels using ¢X174 DNA-Haelll (New England
BioLabs, Beverly, MA, USA) as a molecular weight marker.
The amplified DNA was 352 bp.

Additional confirmation of the H. pylori infection
was performed by immunohistochemistry (IHC) on
formalin (4%) fixed, paraffin-embedded gastric tissue
with heat antigen retrieval, using anti-H. pylori polyclonal
antibody (Dako Cytomation, Denmark A/S, 1:50) with
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avidin-biotin-peroxidase detection system and diami-
nobenzidine in NexES automated ICH system (Ventana
Medical Systems, Tucson, AZ, USA).

Hormonal Activity and Tissues

Vaginal smears were taken weekly from all animals, from
1 week before ovariectomy until the date when euthanasia
was performed. Smears were fixed with ethanol and a
Papanicolaou stain was performed for further microscopic
evaluation of the estrous cycle.

After euthanasia, the collected stomachs were opened
along the major curvature and longitudinal cuts were
performed, taking care of including oxintic and antral
mucosa. Uteri were also obtained and transversally
sectioned. Tissues were fixed in 4% buffered formalin
(pH 7.6) to be embedded in paraffin and processed for
histologic evaluation in hematoxylin—eosin (H&E) stained
slides and immunohistochemistry (IHC).

Immunohistochemistry

THC was performed to detect proliferation cell nuclear
antigen (PCNA) in gastric tissues using anti-PCNA clone
PC10 (Dako Cytomation, Denmark A/S 1:150), a primary
antibody that has shown reactivity in gerbils tissues [5].
THC was also performed in all collected samples using
an antigastrin polyclonal antibody (Dako Cytomation,
Denmark A/S, 1:300) to detect gastrin-producing cells
(G cells).

Briefly, 4-pm sections of formalin-fixed, paratfin-
embedded gastric tissue were mounted on positive-
charged glass slides (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA,
USA). Tissues were deparaffinized and dehydrated with
xylene, ethanol, and Tris (0.05 mol/l) pH 7.6, consecutive
baths. PCNA antigen retrieval was performed with EDTA
(10 mmol/l) buffer, pH 8.0, in a microwave pressure
cooker for 12 minutes. In the case of gastrin detection,
protein digestion with trypsine (Protease I, Ventana Med-
ical Systems) was performed for 6 minutes. IHC was car-
ried out in a NexES automated system (Ventana Medical
Systems), using iView DAB detection system (Ventana
Medical Systems). Tonsil and human gastric adenocarci-
noma were used as positive controls. In all cases, the neg-
ative control consisted of omitting the primary antibody.
All antibodies used in this study had been previously tested
and standardized in gerbil tissues in our laboratory.

Apoptosis

Apoptosis was detected by the terminal deoxynucleotide
nick end labeling (TUNEL) assay as previously described
using the Apoptag Plus Peroxidase kit (S7101, Chemicon
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International, Temecula, CA, USA), following manufacturer’s
instructions. Slides were prepared following the procedures
described previously, except for antigen retrieval [23,27].

Evaluation

H&E-stained sections were reviewed by two observers
with experience in human and animal gastric pathology
(AGD, MSS), blinded to treatments. Antral morphology
was evaluated using Sydney’s updated analog visual scale
to identify and grade acute and chronic inflammation,
atrophy, and metaplasia [28]. The presence of acute gastritis
was considered when extravascular polymorphonuclear
neutrophil infiltration was observed. Chronic gastritis
was reported if mononuclear infiltrate was present, and
incidence of follicular gastritis only when additional
prominent lymphoid follicles were observed.

Proliferation and apoptotic indexes were determined
by counting positive epithelial cells for PCNA and
TUNEL, respectively, in 10-well-oriented antral glands
per animal. The indexes were calculated as the ratio of
total positive cells/total cells counted multiplied by 100.
Gastrin-immunopositive cells were also counted in 10
oriented antral glands per animal.

Analysis

Data were analyzed with one-way analysis of variance
ANova and Student’s ¢-test, after demonstrating variances
homogeneity in all groups. All comparisons were
performed wusing sess 12.0 software for Windows
considering p = .05 as statistically significant.

Results

Infection was confirmed using the H.pylori cagA gene
amplification by PCR, gels showed a band of 352 bp in all
groups except in INT. Additionally, the presence of H. pylori
was demonstrated in gastric tissue by IHC to confirm each
animal infection (data not shown). Gerbils negative for
H. pylori presence by IHC were not considered for further
analysis. There were no significant differences in the
animals” weights among groups during the experiment
(data not shown).

Hormonal Activity

Vaginal smears stained by Papanicolaou technique were
evaluated by an experienced observer in rodent cytology
(ICA). Animals in INT and CTL groups (both non-
ovariectomized) showed cytologies corresponding to
different stages of the estrous cycle. The E2L group
presented estrus, diestrus, and proestrus cytologies,
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Figure 1 Incidence of acute gastritis in the antrum of female gerbils. Data
in bars correspond to number of gerbils presenting the respective grade
of damage per group. Antral morphology was blindly evaluated using
Sydney’s updated analog visual scale. INT, intact; CTL, control; VEH,
vehicle; E2L, E2 low dose; E2H, E2 high dose; P4L, P4 low dose; P4H, P4
high dose.

whereas the E2H group showed diestrus and proestrus.
Gerbils treated with VEH and P4 presented cytologies
corresponding to diestrus.

In INT and CTL groups, uteri presented a normal histol-
ogy. Uteri from groups treated with E2 showed focal
mature (E2L) and immature (E2H) epidermoid metaplasia
with pyometra; P4- and VEH-treated animals showed
intense uterine atrophy and corneous layer thickening.

Histologic Analysis of the Gastric Antrum

Animals in the INT group presented normal gastric
morphology without signs of inflammatory response or
any other noticeable change during the study.

The gastritis observed in the study was subscribed to gas-
tric antrum in all cases. Antral morphology was evaluated
using Sydney’s updated analog visual scale to identify and
grade acute and chronic inflammation and atrophy [28].
The presence of acute gastritis was considered when
extravascular polymorphonuclear neutrophil infiltration
was observed; additionally, chronic gastritis was reported if
a mononuclear infiltrate was present; follicular gastritis
was reported only when additional prominent lymphoid
follicles were observed. Animals presenting both chronic
and follicular gastritis are reported as presenting follicular
gastritis only.

Acute gastritis was observed in all groups except for the
INT and P4H groups (Fig. 1). Grade II acute gastritis was
observed in animals treated with low doses of sex steroid
hormones (E2L and P4L), whereas the rest of the animals
only showed low-grade (grade I) gastritis (Fig. 1).
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Figure 2 Incidence of chronic and follicular gastritis in the antrum of
female gerbils. Percentage of animals per group with chronic gastritis (A)
and follicular gastritis (B) are presented. Data in bars represent the number
of gerbils showing the corresponding grade of gastritis per group. Antral
morphology was evaluated using Sydney’s updated analog visual scale to
identify and grade chronic and follicular inflammation.

Both low and moderate chronic gastritis (grades I and II,
respectively) were observed in all treated groups except in
P4H group, which only presented low-grade chronic gas-
tritis, and in E2L group which exhibited moderate gastritis.
Interestingly, the E2H group showed the highest incidence
of chronic gastritis (100%) (Fig. 2A).

Moderate follicular gastritis (grade II) was observed in
CTL, VEH, and low-hormone-treated groups (E2L and
P4L). The latter also presented grade III follicular gastritis.
The highest incidence of follicular gastritis (80%) was
observed in the E2L group (Fig. 2B).

Mild atrophy was only observed in groups treated with VEH
(20%) and in P4L and P4H groups (20 and 50%, respectively).

Proliferation and Apoptosis

At early H. pylori infection, we observed that ovariectomy
(VEH) significantly diminished the proliferation index as
compared to the CTL group, whereas the low dose of E2
and P4 induced a recovery in the proliferation index.
Interestingly, the high dose of both E2 and P4 had a similar
effect to that observed with VEH (Fig. 3).

© 2006 The Authors
Journal compilation © 2006 Blackwell Publishing Ltd, Helicobacter 11: 123-130



Sex Hormones Effect on Infected Antral Mucosa

Saqui-Salces et al.

TEDELEE LofTC
5 5 28 0 ° 39 HE 2o
aww < fﬁ.gr%me
=5 CgSwen..omm ==
mwm r/..omtto..msw
—
S ZTE£S8TZ2EEZSSY
< = @© oo «=
o T oo E tgE88 8z g "
ES g8 B8ERITEE R Py
2= 52T o2 ® T U U
eS8 gEEsye g
o A d.aypnd .
L X5 — 8 XNg = g g8
< dnl4rH.n.ﬂawma
En- 8812t ss [T
c N MY ENRZZZ
8
g0 EE " gz 288
R=RCENS] 2= 5 Y o~ B o 2
= = T2 2 »~E0%EkE
CamthkSOtﬂ.lS_
ZEEZEwgpEugg sl
T Re= ¥ og 28 g Y8 B
dOrﬂk.lWﬁorOOGG
T2 oPEwo<S 7S E &g
EES 2 NEE S g .
2 Ee Y s—-"3 nApS
) e E 2 2 B &g
IR =R 22248k
p= N = =)
€ £ _.5%L2ECE L LLE &
06 SE8E5 L ETELEESTEE
= UG T s 82 YU sB % 2
RIS R g
- p—
U%ms.m%tkmnuMmm
o=
Cgmd .mmweum.uah
B o SE=2E2=0 Eg =
S =
O 38828 EESEz=x
£EE PO EETED
I SR CGGU_ R
= ) WAWGIN
ot - =
h.ms < v%nmg
= ZZEIELE
g% T oS E 34
= g WVg.Vu,nIu
mWC S/ﬂly v =
= = a © N < 7
T T 28 5 S u* g
-2 Y Sgoeglmg ok
= © O 9] S =+ = 3
SR =TI OB o © =
ot
S B - 2 5 0 e g B o
E S £ TEEEST £E
=R EEZ2=y 5
gkm ne.ndsme
= T apoeaOW
IR = o B o 2
2% ° SS=393522
5= o St S oo Y2
SIS, 1 S © Yo
= g 2 v
T e=Ee) mtﬂea.m4
Hm,m waCW £ =
Z © [T = S
e.ﬂ.mne
=5 8 S5 2E827%
g5 g 2 2S5 AsS3E ¢ .
= o ~
S EZ $ Uz 8 A8 g
oY & E o535 > 5T o
= B - c TdSMh.l
& 9 ~ = = 5 > . 03 <
- o R e e D= S B =
S ) s B £
[ - Snm %)
0 g =
O o g » © g9 n oA —
2 &g T © = EEE3D
o &b = O U5 = © .2 < O



Sex Hormones Effect on Infected Antral Mucosa

12 4

10 +

Immunopositive gastrin cells in 10 glands
(2]

Saqui-Salces et al.

Figure 5 Immunopositive gastrin cells in
the gastric antrum of female gerbils.
Immunohistochemical analysis was performed

E2L
Group

lower incidence of high-grade acute gastritis when com-
pared to the E2 group.

Grade I and II chronic gastritis were observed in all
treated groups. Interestinglyy, E2H and E2L were the
groups with the highest incidence of chronic and follicular
gastritis, respectively; thus suggesting that E2 induces a
higher inflammatory response in female gerbils infected
with H. pylori.

The physiological concentrations of E2 and P4 in female
gerbils during the estrous cycle have not been reported.
The doses used in this study are based on hormone supple-
mentation data to achieve physiologic concentrations cor-
responding to proestrus and diestrus phases in female rats,
which correspond to the vaginal smears observed in our
study.

The eftects of sex steroid hormones on the inflammatory
response have been studied in humans and in different
animal models [29,30]; E2 is considered as proinflamma-
tory, inducing TH1 responses, whereas P4 is considered as
anti-inflammatory. A TH1 response has generally been
associated to cagA* H. pylori infection [31]. In murine macro-
phages stimulated with lipopolysacharides (LPS), E2
diminished IL-1q, IL-6, and TNF-o production; whereas
IL-10, IL-12, and macrophage inflammatory protein pro-
duction was unaftfected but associated with decreased LPS-
NFxB binding in a dose- and time-dependent manner
[32]. These effects of E2 over macrophages may induce the
high incidence and intensity of follicular gastritis observed
in H. pylori-infected E2-treated gerbils.

It is well known that P4 promotes a TH2 response and
plays a regulatory role in inflammation by decreasing the
levels of TNF-oo mRNA and protein production by murine
macrophages treated with LPS, and elevating levels of IxkB
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in 10 oriented gastric antral glands per animal.
P4H Data are expressed as mean + SEM. 'p < .05
versus all other groups.

[33], which acts as a NF-xB repressor in H. pylori infection
[34]. These effects over the immune response induced by
P4 could be related to the lower inflammatory response to
early H. pylori infection.

We observed that the gastric mucosal epithelial cell
proliferation and apoptosis were significantly reduced in
ovariectomized (VEH) animals and increased by E2L and
P4L treatment. Apoptosis diminution in VEH was reverted
by all hormone treatment, thus suggesting that E2 and P4
participate in the gastric mucosal turnover during H. pylori
infection.

Mild atrophy was observed in the VEH- and P4-treated
animals, indicating that P4 acts as anti-inflammatory agent
and, in high doses, as an apoptosis inducer in the antral
mucosa of gerbils infected with H. pylori.

This study reports a novel animal model to evaluate the
effects of estradiol and progesterone on H. pylori interac-
tion with the gastric mucosa. At 6 weeks of infection, our
results suggest that E2 and P4 have an effect on the inflam-
matory response and participate in the dynamics of antral
mucosal epithelial cell turnover in early H. pylori infection,
supporting the idea that female sex hormones — mainly
progesterone — exert a protective role on gastric damage.

The etfects of E2 and P4 have been evaluated on several
different tissues and cell types. Although information
about E2 and P4 effects on gastric tissue is scarce, E2 and
P4 receptors have been found in the normal human stom-
ach, gastric cancer tissues, and cell lines [35-37]. In the
intact rat stomach, differential expression of E2 receptor
isoforms o and B in gastric antrum and fundus has been
observed. Moreover, the inhibition of gastric acid output
and gastrin concentration induced by E2 suggests that
E2 has a regulatory function on the gastric mucosa [38],
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supported by the steroidogenic activity of parietal cells in
the normal stomach [39,40]. In our study, we observed
that the treatment with E2 was associated with an induc-
tion of epithelial cell proliferation in early H. pylori infec-
tion and no changes were observed on the G-cell number.

The effect of P4 in normal gastric epithelial cell prolifer-
ation and apoptosis is not clear, some studies have defined
a general protective role on gastric ulceration induced by
different factors in humans, especially during pregnancy
[41], as well as in animal models [14,42,43]. Aguwa
administered E2 and P4 to albino rats and observed a sig-
nificant decrease in ulcers induced by different chemicals
after hormone treatment, especially in those animals
treated with P4 alone or in combination with E2 [14]. P4
accelerated the gastric and lingual healing process after
chemical ulcers in rats, associated to an increased blood
flow at the edge of ulcer area [42] that is not observed
under treatment with E2 [43]. In our study, P4H induced
a reduction of the proliferation index and increased the
apoptotic rate, supporting the protective role of P4 to gas-
tric damage.

In summary, sex steroid hormones have a differential
effect on the response of the gastric mucosa to early
H. pylori infection in gerbils. E2 induces an inflammatory
response, epithelial cell proliferation, and maintains
G-cell number; whereas P4, at high doses, exerts an
anti-inflammatory effect, induces apoptosis, atrophy, and
reduces the G-cell number. As these effects were observed
in the early phase, we are currently studying E2 and P4 at
sub-acute and chronic phases of H. pylori infection, which
are necessary to better characterize this new animal model.
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