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INTRODUCERE

Infectia cu Helicobacter pylori este cea mai raspanditd infectie cronica de etiologie
bacteriana de pe glob, estimandu-se cd peste jumatate din intreaga populatie a lumii este
purtdtoare a microorganismului. H. pylori este implicat in patogeneza unei palete largi de
afectiuni ale tractului digestiv superior — gastritd cronica, ulcer peptic, carcinom gastric si
limfom gastric de tip MALT. Progresia leziunilor gastrice si severitatea simptomelor
depind, In mare masurd, de interactiunile dintre factorii de virulentd ai bacteriei si
raspunsul imun al gazdei. In ultimele decade, datorita unei multitudini de studii ce au vizat
cercetarea factorilor de virulentd bacteriana, s-au inregistrat progrese remarcabile in ceea
ce priveste o Intelegere mai bund a relatiei microorganismului cu gazda sa. Aceste studii au
sugerat faptul ca, pe langa efectele citotoxice si proinflamatorii directe pe care colonizarea
bacteriana le induce la nivelul mucoasei gastrice, mecanismele patogenice ale infectiei cu
H. pylori ar putea fi mult mai complexe. In ultimii ani, a devenit tot mai evident faptul ca
patogeneza infectiei cu H. pylori ar putea implica, de asemenea, unele anomalii ale
morfologiei si functiilor sistemului nervos enteric gastric pe care bacteria le induce prin
interactiuni neuro-imune complexe, cu implicatii ulterioare in evolutia clinica a leziunilor.
Cu toate acestea, nivelul actual al cunostintelor in domeniu nu permite inca o caracterizare
detaliata a tuturor mecanismelor ce stau la baza acestor interactiuni.

Cu exceptia unor studii dedicate modificérilor neurochimice (a neurotransmitatorilor/
neuropeptidelor) pe care infectia cu H. pylori le induce la nivelul terminatiilor nervoase din
mucoasa gastricd, nu au fost efectuate, pana in prezent, cercetari care sa investigheze
capacitatea bacteriei de a produce efecte neuroplastice la nivelul plexului mienteric gastric.
Prin urmare, acest studiu 1si propune sd evalueze efectele infectiei cu H. pylori asupra
arhitecturii, morfologiei si proprietitilor neurochimice ale sistemului nervos gastric, cu
scopul de a pune in lumina noi aspecte ale patogenezei infectiei. Ipoteza de la care plecim
in acest demers stiintific este aceea cd H pylori influenteaza numarul neuronilor mienterici

si al celulelor gliale si perturba homeostazia neuronala.



STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

1. Infectia cu H. pylori: date generale

Desi istoricul colonizarii gazdei sale umane se intinde pe o perioada de peste 58.000
de ani, H. pylori a trecut aproape neobservat pana in momentul cand Marshal si Warren au
reusit sa cultive bacteria pe medii speciale. Descoperirea a revolutionat lumea medicala si a
schimbat fundamental paradigma clasica in ceea ce priveste etiologia afectiunilor gastrice,
impulsiondnd in mod covarsitor cercetarile in acest domeniu, care au culminat, zece ani
mai tarziu, cu clasificarea H. pylori ca si carcinogen de grup L.

H. pylori reprezintd, la momentul actual, bacteria responsabild pentru cea mai
raspandita infectie cronicd pe intregul mapamond, insd prevalenta este strans corelatd cu
statutul socio-economic, astfel incat variazd foarte mult Intre tari si intre diferite subgrupuri
populationale ale aceluiasi stat. Studiile epidemiologice estimeaza ca, in tarile in curs de
dezvoltare, printre care se numara si Romania, numarul persoanelor purtitoare este de
peste 80%. Infectia se dobandeste prin ingestia orald a bacteriei si se transmite mai ales
intrafamilial, in prima copilarie.

H. pylori poseda caracteristici unice, care ii permit s se adapteze perfect mediului
ostil acid gastric, 1i Inlesnesc penetrarea, orientarea spatiala si motilitatea la nivelul
stratului de mucus, atasarea de epiteliul gastric superficial, eludarea raspunsului imun al
gazdei si care, in consecintd, conduc la colonizarea persistentd a mucoasei $i supravietuirea
pe termen nelimitat in stomacul uman, rezervorul sau exclusiv. Cateva dintre principalele
mecanisme de adaptare ale H. pylori sunt producerea de ureaza, prezenta flagelilor
unipolari, proteinele de adeziune babA si sabA si factorii de virulenta ai bacteriei cagA si
vacA.

H. pylori determina, in mod virtual, o reactie inflamatorie cronica si persistenta a
mucoasei gastrice la toti subiectii infectati, reactie initiatd si mentinutd de neutrofile,
limfocite T si B, plasmocite si macrofage. Colonizarea mucoasei gastrice declanseaza atat
un raspuns imun specific inndscut, cat si unul adaptativ, care coopereaza pentru a controla
infectia, Insd nu numai ca nu reusesc sd realizeze clearence-ul bacterian, ci, dimpotriva
contribuie In mod semnificativ la instalarea leziunilor epiteliului gastric.

Evolutia clinicd a acestor leziuni este extrem de variabila, fiind influentatd de
diversitatea genomicd a bacteriei si de polimorfismul marcat al genelor gazda, care

influenteaza direct nivelurile de mediatori pro- sau antiinflamatori eliberati. Interactiunile



specifice dintre bacterie si gazda sa sunt strans corelate cu riscul de a dezvolta gastrita,

ulcer peptic, carcinom sau limfom gastric.

2. Sistemul nervos enteric

Sistemul nervos enteric reprezintd cea mai mare $i mai complexd subdiviziune a
sistemului nervos autonom, fiind alcétuit din numeroase tipuri de celule gliale si de
neuroni, organizate sub forma celor doua plexuri enterice dispuse in grosimea peretelui
tractului gastrointestinal. SNE este alcatuit din circuite neurale sofisticate, capabile sa
functioneze autonom, chiar si in conditiile Intreruperii legaturii cu sistemul nervos central,
ceea ce justificad pe deplin denumirea de ,,creier al tubului digestiv”’ pe care a primit-o. La
nivelul stomacului, SNE este reprezentat aproape exclusiv de plexul mienteric Auerbach,
situat intre stratul extern longitudinal si cel intern circular al muscularei proprii, care este
responsabil de controlul neural al motilitatii si secretiei acide gastrice. Plexul nervos
Meissner gastric este alcdtuit dintr-un numar limitat de ganglioni submucosali, care se
gasesc in special la nivelul antrului.

Ganglionii enterici sunt alcatuiti dintr-un numar impresionant de neuroni cu
proprietati morfologice, functionale si neurochimice distincte. Clasificarea functionala a
acestora oferd o abordare integrativa si are cea mai mare utilitate practica, cuprinzand trei
clase principale de celule nervoase: neuroni aferenti primari intrinseci, neuroni motori si
interneuroni. Ganglionii enterici sunt alcatuiti si dintr-un numar vast de celule gliale. Desi
initial celulelor gliale li s-a atribuit numai simpla functie pasivd de sustinere mecanica a
componentei neuronale, in prezent este recunoscut rolul lor de participanti activi la
mentinerea homeostaziei neuronilor enterici si la modularea raspunsului inflamator

gastrointestinal.

3. Modificarile sistemului nervos enteric in infectia cu H. pylori

Axa ,creier-tub digestiv” este alcatuitd din componente ale sistemului nervos central
si ale sistemului nervos autonom, fiind responsabild de reglarea majoritatii proceselor
digestive prin modularea activitdtii sistemului imun si, implicit, a proceselor inflamatorii
locale, a sistemului neuroendocrin si a microbiomului intestinal, ca rdspuns la diversi

factori de stres, emotionali sau factori de mediu.



Sistemul nervos enteric, ca parte a celui autonom, pe o parte si sistemul imun, pe de
altd parte, sunt componente esentiale ale acestei axe, fiind capabile sa isi regleze reciproc
activitatea prin interactiuni complexe si sd coopereze pentru a asigura homeostazia
gastrointestinald. Activarea sistemului imun in cadrul proceselor inflamatorii digestive
induce neuroplasticitatea entericd, caracterizatd de cele mai multe ori prin anomalii
structurale, functionale si neurochimice ale SNE. Aceastad capacitate extraordinard a
sistemului nervos enteric de a suferi modificari adaptative si/sau fenomene reparatorii
poate fi interpretatd ca o incercare de imbunatitire a functiilor digestive afectate si de
ameliorare a simptomatologiei.

Modificarile morfologice pe care inflamatia le induce asupra tesutului neural au fost
extrem de putin investigate pand in prezent la nivelul stomacului, insa au fost descrise,
uneori cu rezultate contradictorii, Tn ganglionii enterici intestinali si colonici in bolile
inflamatorii intestinale si in neuropatiile enterice. De asemenea, modificarile expresiei
neurotransmitatorilor au constituit obiectul a numeroase studii efectuate pe subiecti umani

sau pe modele animale prezentand infectie cu H. pylori

CONTRIBUTII PERSONALE

4. Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Infectia cu H. pylori continud sd reprezintd o problemd importantd de sanatate
publica la nivel mondial. Prevalenta globala crescuta, simptomatologia heterogena, riscul
crescut de dezvoltare a neoplaziilor gastrice si asocierea cu o serie de afectiuni
extragastrice fac ca infectia cu H. pylori sa reprezinte, in continuare, un subiect de mare
actualitate in domeniul medical. In plus, terapia de eradicare a microorganismului a devenit
o adevarata provocare in ultimii ani, din cauza rezistentei crescute la antibiotice a bacteriei
si compliantei reduse a pacientilor. In acest context, identificarea tuturor factorilor
implicati in patogeneza infectiei ar putea reprezenta piatra de temelie care sa stea la baza
eradicdrii definitive si cu succes a bacteriei, care va conduce, mai departe, la o scadere
globald a incidentei cancerului gastric.

Aceasta lucrare isi propune sa investigheze efectele pe care infectia cu H. pylori le
are asupra morfologiei si proprietatilor neurochimice ale sistemului nervos enteric gastric,

plecand de la ipoteza ca infectia cu H. pylori este capabila sa determine modificari ale



numarului de neuroni si de celule gliale enterice gastrice, sd influenteze patternul eliberarii
neurotrasnmitatorilor si sa perturbe homeostazia neuronala enterica.
Principalele obiective ale lucrarii de fata sunt urmatoarele:

e Definirea si caracterizarea morfometrica a structurii histologice normale a plexului
nervos mienteric gastric;

e Analiza morfometrica a plexului nervos mienteric gastric la pacientii infectati cu H.
pylori, incluzand urmatoarele etape: determinarea cantitativd a numarului si suprafetei
ariilor ganglionare, precum si a numarului neuronilor si celulelor gliale enterice, calcularea
densitatilor celor doua tipuri de celule nervoase si a raportului dintre acestea.

e Evaluarea prezentei infiltratului inflamator dispus periganglionar la pacientii H.
pylori-pozitivi, cu aprecierea semicantitativa a acestuia si identificarea tipurilor de celule
imune implicate;

e Aprecierea fenomenelor neurodegenerative si apoptotice la nivelul plexului
mienteric la pacientii cu infectie H. pylori;

e Evaluarea expresiei substantei P (SP) si a peptidului intestinal vasoactiv (VIP) in
terminatiile nervoase din mucoasa si in neuronii mienterici gastrici;

e Stabilirea gradului de corelatie intre parametrii mentionati anterior, precum si al
asocierii dintre acestia, pe de o parte, si intensitatea colonizirii bacteriene, severitatea
gastritei cronice si gradul activitatii neutrofilice, pe de alta parte.

Speram ca rezultatele demersului nostru stiintific sa clarifice o serie de mecanisme
patogenice mai putin cunoscute ale infectiei cu H. pylori. O intelegere mai bund a
interactiunilor neuro-imune in contextul inflamatiei induse de prezenta microorganismului
ar putea reprezenta un prim pas in procesul mai amplu de dezvoltare a unor noi strategii

terapeutice tintite si personalizate.

5. Metodologia generala a cercetarii

In vederea indeplinirii obiectivelor mentionate anterior, am organizat prezentul
studiu sub forma unei cercetari retrospective de tip cohorta realizatd pe pacientii la care s-a
practicat gastrectomie totald sau partiald pentru diferite afectiuni neoplazice sau non-
tumorale localizate la nivelul stomacului sau in organele de vecinatate In Spitalul Clinic

Colentina, Intr-un interval de cinci ani.



Materialul analizat a constat in fragmente tisulare cuprinzand intreaga grosime a
peretelui gastric, prelevate de la o distantd mai mare de 5 cm de orice leziune vizibila
macroscopic. Lotul martor a inclus un numar identic de pacienti fara istoric recent de
infectie, cu pastrarea, pe cat posibil, a unei similitudini in ceea ce priveste sexul si decada
de varsta a subiectilor, patologia digestiva pentru care s-a intervenit chirurgical, precum si
regiunea anatomica a stomacului din care au fost prelevate fragmentele tisulare examinate.

Blocurile de parafina selectionate au fost sectionate cu ajutorul unui microtom rotativ
semiautomat, efectudndu-se sectiuni de 3p pentru coloratii uzuale si de 2p pentru cele
imunohistochimice, care au fost etalate pe lame simple §i apoi uscate 2 ore la termostat.
Ulterior, acestea au fost deparafinate in xilen, rehidratate in solutii de etanol cu
concentratie crescanda si apoi in apa si colorate cu coloratii uzuale, speciale sau
imunohistochimice.

Analiza histopatologica a efectelor microorganismului asupra mucoasei gastrice a
fost efectuata pe sectiunile tisulare colorate cu hematoxilind-eozind (HE), Giemsa si PAS
si a constat In aprecierea semicantitativd a parametrilor urmariti conform criteriilor din
sistemul Sydney modificat pentru diagnosticul gastritelor. Degenerescenta neuronald,
obiectivatd prin prezenta de neuroni cu citoplasma condensatd sau vacuolatd si/sau cu
nuclei mici, picnotici, a fost analizatd calitativ pe sectiunile colorate cu HE, notdndu-se
prezenta sau absenta ei.

Evaluarea cantitativd a celulelor ganglionare din plexul mienteric gastric a fost
realizatd prin tehnici imunohistochimice, utilizdnd anticorpii HuC/D si S100. Suprafata
ariilor ganglionare a fost calculatd pe sectiunile colorate cu S100. Analiza celulelor
inflamatorii s-a efectuat atit pe preparatele histopatologice colorate cu hematoxilina-
eozind, cat si pe sectiunile pe care am efectuat teste imunohistochimice (CD3, CD4, CDS8
si CD20). Activitatea anti-apoptoticd neuronald a fost analizatd imunohistochimic, prin
evaluarea expresiei bcl-2. Ganglionita, definitd ca prezenta infiltratului inflamator
periganglionar, a fost cuantificatd tindnd cont numai de numarul limfocitelor T CD3-
pozitive. Densitatea expresiei celor doud neuropeptide analizate - VIP si SP - la nivelul
fibrelor nervoase din mucoasa gastrica, respectiv in ganglionii mienterici, a fost
cuantificatd semicantitativ cu un scor cuprins intre 0 si 3.

Pentru analiza morfometrica a celulelor ganglionare enterice gastrice, am adaptat
metoda propusd anterior intr-un studiu ce a avut drept obiectiv evaluarea numericd a
neuronilor mienterici din colon, la pacientii cu colitd ulcerativa. Astfel, pentru fiecare

sectiune tisulard au fost evaluate, cu obiectivul 40x (HPF), 40 de cdmpuri microscopice
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consecutive dispuse de-a lungul plexului mienteric, intre straturile circular si longitudinal
al paturii muculare netede gastric. Am ales numarul de 40 intrucat acesta a fost numarul
minim de campuri identificate pe cea mai mica dintre sectiunile efectuate, evitand prin
aceastd metoda normalizarea cuantificarii celulelor ganglionare. Numaratoarea campurilor
microscopice a Inceput iIn momentul identificarii primului ganglion mienteric pe sectiunea
respectiva.

Evaluarea si achizitia imaginilor s-a efectuat utilizand un microscop Olympus BX43
echipat cu o camera digitald Olympus XC30 (Olympus Corporation, Japan), iar
vizualizarea si prelucrarea acestora s-a realizat cu un program software de analizd a
imaginilor (cellSens Dimension, Olympus Corporation, Japan). Fiecare cAmp microscopic
a corespuns unui dreptunghi cu dimensiuni de 0,36 mm x 0,27 mm, avand o suprafatd de
0,0972 mm®. Astfel, pe fiecare sectiune tisulard, plexul mienteric a fost examinat pe o
lungime totald de 14,4 mm, respectiv pe o suprafati de 3,888 mm®.

Pentru descrierea distributiei grupurilor am folosit media si mediana; pentru
compararea celor doua loturi am folosit testul t Student pentru esantioane dependente si
testul Wilcoxon pentru date nonparametrice. Pentru datele non-parametrice, graficele au
fost ilustrate sub forma diagramelor de tip box-whisker plot. Pentru cuantificarea asocierii
unor variabile in cadrul aceluiasi lot am folosit corelatia Spearman pentru variabile
ordinale si testul chi-patrat pentru variabile categorice. Au fost alesi parametrii obisnuiti de

semnificatie statistica (p<0,05) si intervalul de incredere de 95%.

6. Rezultate

Parametri histopatologici la nivelul mucoasei gastrice

Cele mai multe dintre cazurile grupului tinta au prezentat o densitate moderata (22)
sau scazutd (13) a H. pylori in stratul de mucus din suprafatd, in restul de 5 cazuri
densitatea bacteriei fiind marcata. Infiltratul inflamator cronic limfo-plasmocitar a fost
observat in corionul mucoasei gastrice la toti pacientii infectati cu H. pylori, 31 (77.5%)
dintre ei prezentand semne de activitate a gastritei cronice. Analiza imunofenotipicd a
celulelor imune implicate a demonstrat o predominanta netd a limfocitelor T CD3-pozitive.

Metaplazia intestinala si atrofia glandulara au fost observate in 25, respectiv 22 de cazuri.
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Morfologia plexului mienteric gastric
Numarul si suprafata ariilor ganglionare mienterice gastrice au fost semnficativ mai
mari la pacientii infectati (mediand de 29 ganglioni, respectiv 0,447 mm?) comparativ cu

lotul martor, la care s-au observat valori de 20,5 ganglioni, respectiv 0,231 mm?) - Fig. 1.
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Figura 1. Numarul ganglionilor mienterici gastrici a fost semnificativ mai mare la pacientii
cu H. pylori fata de cei neinfectati (a, p=0,002). Suprafata ganglionilor mienterici gastrici a

fost, de asemenea, mai mare in lotul tinta fatd de lotul control (b, p=0,003)
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Aceste valori au corespuns unui numar de 3-7 ganglioni mienterici per cm liniar de
perete gastric (mediand 5) in lotul martor, respectiv 4-10 ganglioni/cm (mediand 7) in
grupul tinta.

Compararea numarului de celule neuronale mienterice in cele doud grupuri de
pacienti a relevat diferente importante. Astfel, in cazurile cu infectie H. pylori, numarul de
neuroni mienterici gastrici a fost semnificativ mai mare (valoare mediana de 116,5) fata de
pacientii din lotul martor (mediana de 56,5), cresterea procentuald medie fiind de aprox.
171% - Fig. 2a. Aceste date au corespuns unor valori de 7-22 neuroni (mediana 13) pentru
fiecare cm liniar de perete gastric in lotul martor, respectiv 22-50 neuroni (mediana 27) per
cm in lotul tinta.

Pentru a vedea daca acest numar este influentat de varsta pacientilor sau dacd el
variazd in functie de regiunea anatomicd a stomacului, am evaluat corelatiile dintre
numarul celulelor neuronale identificate si decada de varsta a pacientilor inclusi in studiu,
pe de o parte (p=0,832), precum si cu zona topografica din care au fost prelevate
fragmentele tisulare examinate, pe de altd parte (p=0,576), fara a obtine insa rezultate

semnificative statistic.

O tendintd asemanatoare s-a inregistrat si in cazul celulelor gliale enterice gastrice, al
caror numdr observat la pacientii infectati cu H. pylori (medianad 588) a fost net superior
celui calculat in grupul martor (mediana 314), date ce denota o crestere procentuald medie
de 87%, reprezentand insd numai jumadtate din valoarea inregistratd in cazul neuronilor -
Fig 2b. Echivaland aceste date, obtinem un numar de 45-111 celule gliale (mediana 73) per
cm de perete gastric in grupul control, respectiv 79-211 celule gliale (mediand 136) pe

fiecare cm in lotul pacientilor infectati.

In mod interesant, in grupul control, numarul ariilor ganglionare si densitatea
neuronald nu s-au corelat cu varsta pacientilor sau cu localizarea anatomica a fragmentelor

tisulare prelevate.

Raportul dintre celulele gliale si neuronii mienterici gastrici a fost relativ constant in
lotul martor (valori cuprinse intre 5,04 si 6,87, mediand 6,13), in timp ce, la pacientii
infectati, valorile respective au fost in general mai mici, cuprinse intre 2,06 si 6,5 (mediana
4,64), observatie usor de anticipat, avand in vedere faptul cd hiperplazia neuronala a fost

mai pronuntata decat cea a celulelor gliale 1n acest grup.
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Figura 2. Numarul neuronilor (a) si al celulelor gliale mienterice gastrice (b) a fost
semnificativ mai mare la pacientii infectati cu H. pylori comparativ cu subiectii din lotul

martor.

Ganglionita a fost observatd in 33 (82.5%) dintre cazurile cu infectie H. pylori.
Analiza histologica si imunohistochimica efectuatd in vederea identificarii tipurilor de
celule din infiltratul inflamator peri-/intraganglionar a demonstrat o preponderenta netd a
limfocitelor T CD3-pozitive, prezente in 30 de cazuri, in timp ce limfocitele B CD20-

pozitive, plasmocitele si eozinofilele au fost observate cu o frecventa redusa. (Figura 3).
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Figura 3. Frecvente limfocite (a, coloratie HE, obiectiv 40x) si eozinofile (sageti, b,

coloratie HE), numeroase limfocite T CD3+ (c) si relativ frecvente limfocite B CD20+ (d)

dispuse peri- si intraganglionar la pacientii cu H. pylori, obiectiv 40x

Degenerarea neuronald a fost observata in 30 dintre cazurile cu infectie H. pylori
(75%), fata de numai 13 (32,5%) dintre pacientii neinfectati (Fig. 4), Insd corelatia dintre
modificarile degenerative si gradul ganglionitei mienterice a fost una modesta (p=0,031).
O corelatie mai robusta (p=0,002) a fost observata intre degenerarea neuronilor mienterici
si infiltratul inflamator polimorf periganglionar, incluzand, pe langa limfocitele T, si alte
celule imune precum limfocite B, plasmocite si eozinofile, sugerand faptul ca modificarile
degenerative neuronale reprezintd efectul actiunii concertate a tuturor celulelor inflamatorii

recrutate la nivelul plexului mienteric.

Absenta expresiei bel-2 in neuronii mienterici a fost identificata focal in 23 de cazuri
cu infectie cu H. pylori (57,5%) si in doar 3 cazuri din lotul fara infectie (5,7%) —
observandu-se o diferenta inalt semnificativa intre cele doua grupuri — Fig. 5. Apoptoza

neuronald s-a corelat semnificativ cu prezenta limfocitelor T periganglionare (p=0,0006),
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insd nu si cu neurodegenerarea. In lotul martor, neuronii fara expresie bcl-2 au fost

identificati exclusiv la pacientii care au prezentat rare limfocite T periganglionar,

confirmand efectul proapoptotic al acestor celule inflamatorii.

Figura 4. Modificari distrofice ale neuronilor mienterici identificate la pacientii infectati cu
H. pylori, constand in condensarea (stdnga) si vacuolizarea citoplasmei (dreapta), asociate

cu picnoza nucleilor, coloratie HE, obiectiv 40x

Figura 5. Pierderea focald a expresiei bcl-2 in neuronii mienterici (sageti). Se observa ca

limfocitele dispuse intraganglionar (stanga), precum si restul neuronilor (dreapta) isi

pastreaza expresia pentru proteina antiapoptotica bcl-2, coloratie bcl-2, obiectiv 40x

Modificari neurochimice ale neuronilor mienterici gastrici

Rezultatele obtinute au aratat cd, la pacientii cu H. pylori, expresia neuronald a SP a
fost semnificativ mai pronuntatd comparativ cu cei din grupul martor (Fig. 6). Majoritatea
pacientilor (24 de cazuri) a prezentat o intensitate moderatd a expresiei neuropeptidului,

restul avand un nivel scazut sau marcat al sintezei neuronale a SP (Fig. 7).
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Figura 6. Diferente ale expresiei SP neuronale la pacientii infectati cu H. pylori comparativ
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Figura 7. Expresie variabila ca intensitate a SP in plexul mienteric: intensa n neuroni i
celule gliale la pacientii H. pylori-pozitivi (stdnga), redusd, limitata doar la neuroni, la

subiectii martor (dreapta), coloratie SP, obiectiv 40x

O situatie asemanatoare a fost observatd si in ceea ce priveste densitatea fibrelor
nervoase din corion imunoreactive pentru SP, care a fost semnificativ mai mare la pacientii
infectati cu H. pylori fatd de subiectii din lotul martor. Ca si in cazul neuronilor, cei mai
multi dintre pacientii grupului tintd (27) au prezentat o expresie moderatd a
neuropeptidului la nivelul fibrelor nervoase, in timp ce la subiectii neinfectati, densitatea
fibrelor imunoreactive pentru SP a fost una preponderent scizuta (22 de cazuri, Fig. 8). In
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grupul tinta, expresia neuronald a substantei P s-a corelat semnificativ din punct de vedere

statistic cu cea din terminatiile nervoase mucosale (p=0,024).

Figura 8. Expresie variabila a SP in terminatiile nervoase mucosale: densitate moderata la

pacientii H. pylori-pozitivi (stanga) si redusa in lotul control, coloratie SP, obiectiv 40x

In mod interesant, in grupul pacientilor cu H. pylori, am observat o corelatie
semnificativa intre expresia SP din neuronii mienterici si gradul ganglionitei (p=0,018). Pe
de alta parte, pentru a identifica dacd densitatea fibrelor nervoase SP-imunoreactive este
legata de densitatea H. pylori, de infiltratul inflamator cronic din corion sau de gradul de
activitate a gastritei, am realizat corelatii Intre acesti parametri, insa fara a obtine rezultate
semnificative statistic.

La pacientii cu H. pylori, expresia VIP a fost mult mai mare in neuronii mienterici
fata de cei din grupul martor (Fig. 9). Asa cum se observa din urmatorul grafic, putin peste
jumatate dintre pacientii lotului tintd (21 de cazuri) au prezentat o expresie intensid a
neuropeptidului, 8 pacienti au avut o expresie moderata, in timp ce la 11 subiecti a fost
observata o expresie redusa a VIP. Aceste date sunt semnificativ diferite de cele observate

in lotul martor, in care, in jumatate dintre cazuri, expresia VIP a fost una slaba.

Asa cum anticipam, investigarea densitatii fibrelor nervoase imunoreactive pentru
VIP situate in mucoasa gastrica a relevat faptul ca aceasta a fost mult mai mare la pacientii
cu H. pylori, comparativ cu subiectii control. Majoritatea a prezentat niveluri moderate (22
de pacienti) sau crescute (12 pacienti) de VIP, in timp ce, 1n lotul fara infectie, densitatea
terminatiilor nervoase pozitive pentru VIP a fost in mod covarsitor una redusa (29 de

pacienti).

18



35 -
30

= Expresie intensa
20 -

B Expresie moderata

10 - B Expresie slaba

H. pylori prezent H. Pylori absent

Figura 9. Grupul pacientilor infectati cu H. pylori a prezentat o expresie neuronala

mai pronuntatd a VIP comparativ cu grupul martor

Oarecum surprinzator, expresia VIP nu a fost concordantd in cele doua
compartimente examinate, respectiv in neuroni si fibrele nervoase, nici la pacientii din
lotul infectat cu H. pylori si nici la cei din lotul martor. In ceea ce priveste corelatia dintre
nivelul VIP 1n neuronii mienterici si gradul ganglionitei, in cadrul grupului de pacienti H.
pylori pozitivi, nu am obtinut o valoare cu semnificatie statistica (p=0,671). Am verificat,
si pentru acest neuropeptid, daca densitatea fibrelor nervoase imunoreactive pentru VIP se
coreleaza cu densitatea H. pylori, cu infiltratul inflamator cronic din corion sau cu gradul

de activitate a gastritei, fard a obtine insa rezultate cu semnificatie statistica.

7. Discutii

Inflamatia plexului mienteric gastric

Ganglionita mienterica, definitd ca prezenta celulelor inflamatorii in proximitatea
plexului nervos mienteric, constituie expresia unui dezechilibru al interactiunilor
neuroimune dintre componentele microclimatului neural enteric. Existenta infiltratului
inflamator periganglionar in stomac a fost consemnatd foarte rar In literatura de
specialitate, fiind descrisi in special la pacientii gastroparetici. In studiul nostru, am
observat o diferentd semnificativd in ceea ce priveste prezenta celulelor inflamatorii
periganglionare intre pacientii H. pylori-pozitivi si cei fard infectie, confirmand astfel

capacitatea bacteriei de a modula functiile gastrice neuroimune. Observatia este
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surprinzatoare, avand in vedere faptul cd in gastrita cronica, infiltratul inflamator este
descris, In mod clasic, ca fiind limitat la nivelul mucoasei gastrice, fara interesarca
straturilor mai profunde ale stomacului. Analiza imunofenotipicd a infiltratului
periganglionar a aratat o preponderentd a limfocitelor T CD3+, date ce concordd cu
observatiile anterioare, care sugereaza existenta unei activitdti predominant T-citotoxice
directionate Tmpotriva unor proteine exprimate de neuronii mienterici. Limfocitele B si
plasmocitele au fost identificate periganglionar exclusiv in contextul infectiei cu H. pylori,
ceea ce denotd participarea lor activa la interactiunea neuroimund. Rezultatele obtinute in
lucrarea de fatd confirma datele raportate in literatura, potrivit carora limfocitele B mature
participa la raspunsul imun prin sinteza de imunglobuline indreptate impotriva unor

antigene exprimate de neuronii mienterici.

Degenerarea si apoptoza neuronilor mienterici

Degenerescenta corpilor neuronali si a terminatiilor nervoase in plexul mienteric este
bine documentata la pacientii cu boli inflamatorii intestinale. Studiul nostru a relevat faptul
ca neurodegenerarea mienterica, obiectivatd morfopatologic printr-o citoplasma condensata
sau vacuolatd si/sau un nucleu picnotic, se observa cu o frecventd semnificativ mai mare la
pacientii infectati cu H. pylori, ceea ce denotd capacitatea microorganismului de a induce
modificari distrofice la nivelul plexului mienteric gastric. A fost identificatd o corelatie
modestd Intre degenerarea neuronald si densitatea limfocitelor T CD3+ periganglionare,
insd modificdrile neuronale s-au asociat mult mai puternic din punct de vedere al
semnificatiei statistice cu infiltratul inflamator limfo-plasmocitar dispus in jurul plexului
mienteric, indicand faptul ca si limfocitele B si plasmocitele recrutate contribuie in mod
activ, alaturi de limfocitele T, la procesul neurodegenerativ. Observatiile noastre confirma
datele raportate anterior care aratd ca, in tractul gastrointestinal, degenerarea neuronilor
mienterici poate surveni in contextul ganglionitei.

Expresia proteinei antiapoptotice bcl-2 se reduce progresiv la nivelul neuronilor SNC
odatd cu fnaintarea in varstd, insd ramane constantd pe tot parcursul vietii in neuronii
periferici, pe care 1i protejeaza impotriva unei game largi de factori nocivi, promovand
supravietuirea acestora chiar si in absenta factorilor neurotrofici. Desi unele studii au
demonstrat o scadere a expresiei bcl-2 la nivelul plexurilor nervoase in anumite boli
intestinale motorii non-inflamatorii, apoptoza neuronald nu a fost investigatd si in
inflamatiile gastrointestinale. Rezultatele obtinute in studiul de fatd au aratat pentru prima

data ca, la pacientii cu infectie cu H. pylori, pierderea expresiei bcl-2 in neuronii mienterici
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gastrici este mult mai frecventd comparativ cu cei neinfectati, sugerand ca
microorganismul este capabil sa declanseze fenomenul de apoptoza, conducand astfel la
moartea neuronilor. Aceste date vin 1n sprijinul observatiilor potrivit carora H. pylori poate
promova apoptoza in celulele epiteliale infectate prin intermediul a diferiti mediatori ai
inflamatiei, conducand spre concluzia ca bacteria ar putea induce, intr-o maniera similara,
dereglari ale mecanismului de moarte celulara programata in diferite tipuri celulare ale
peretelui gastric. Corelatia semnificativa observata intre ganglionita cu limfocite T CD3-
pozitive si pierderea expresiei neuronale pentru bcl-2 confirmad faptul ca inflamatia
neuronala indusa de aceste celule poate conduce la pierderea functiei neuroprotectoare a
proteinei bcl-2 si activarea mecanismelor apoptotice in neuronii mienterici. La nivelul
SNC, studiile au aratat ca limfocitele T CD4+ activate pot induce moartea neuronald intr-o
manierd pasiva, independent de prezentarea antigenelor, In special prin citokinele pe care
le elibereaza, precum IFN-y si interleukina-17, sau prin intermediul glutamatului excito-
toxic, in timp ce limfocitele CD8+ pot promova apoptoza neuronald prin recunoasterea
antigenelor prezentate de moleculele complexului major de histocompatibilitate (CMH)
clasa I, exprimate de neuronii expusi la citokinele proinflamatorii. Apoptoza neuronala
observata la pacientii cu ganglionita indusa de infectia cu H. pylori ar putea surveni prin

mecanisme asemanatoare, insa acestea trebuie investigate in studii viitoare.

Hiperplazia neuronilor si a celulelor gliale

Corelatia dintre numarul crescut de neuroni mienterici gastrici si prezenta H. pylori a
reprezentat poate cea mai surprinzatoare observatie a cercetdrii. Variatiile numerice ale
neuronilor enterici nu au fost investigate la nivelul peretelui gastric in cadrul infectiei cu H.
Pylori, insd au fost descrise de unii autori in bolile inflamatorii intestinale, caracterul
pozitiv sau negativ al cresterii numarului corpilor neuronali depinzand de tipul afectiunii.
In contextul in care, la majoritatea pacientilor din lotul cu infectie cu H. pylori, am
identificat semne de degenerare si/sau de apoptoza neuronald, nu putem oferi momentan o
explicatie pertinentd pentru hiperplazia neuronald. In opinia noastri, cea mai plauzibila
ipotezd este aceea potrivit careia cresterea numarului de neuroni gastrici la pacientii
infectati ar putea reprezenta un mecanism compensator pentru injuria neuronala indusa de
inflamatia ganglionara.

Intrebarea fireasci ce decurge din aceastd observatie este urmitoarea: dacd neuronii
sunt celule post-mitotice, care nu se divid, cum se explica hiperplazia acestora? Pentru o

perioada lunga de timp, s-a considerat cd neurogeneza enterica survine exclusiv in cursul
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embriogenezei si in perioada postnatald timpurie. Cu toate acestea, un numar tot mai mare
de cercetari recente au sugerat ca neurogeneza intestinald postnatald se poate produce in
anumite circumstante si in organismul adult, desi originea acestor celule capabile de
neurogeneza si stimulii lor activatori au ramas incomplet elucidati.

Una dintre variante presupune existenta, la nivelul tractului digestiv adult, a unui
rezervor de celule capabile sa genereze neuroni in conditii patologice. Cel mai probabil, in
conditii fiziologice, acesti precursori neuronali se afld intr-o stare dormanta, iar in conditii
patologice asociate cu injuria neuronald, anumiti stimuli initiaza activarea, proliferarea si
diferentierea lor. Unele studii au sugerat ca, in context inflamator, lipopolizaharidele (LPS)
bacteriene ar putea declansa activarea progenitorilor neuronali prin intermediul receptorilor
TLR4, stimuland proliferarea acestora si diferentierea lor in neuroni si celule gliale. Intr-o
manierd similard, H. pylori ar putea induce activarea celulelor stem neuronale enterice prin
efectul stimulator de eliberare a citokinelor proinflamatorii exercitat de lipopolizaharidele
prezente la nivelul Invelisului sdu extern.

O a doua varianta ar fi aceea care presupune ca celulele gliale pot da nastere unor noi
neuroni prin transdiferentiere directd, printr-un mecanism mediat de receptorii
serotoninergici. Potrivit unor autori, in colita infectioasd sau cea indusa chimic s-a
inregistrat o intensificare accentuatd a proliferarii celulelor gliale, Tnsa numarul acestora a
ramas constant. Concomitent, numéarul neuronilor a crescut, iar neuronii nou formati au
exprimat markeri de celule gliale precum Sox2, Nestina si CD49b, fard a prezenta Insa
dovezi ale replicarii ADN, ceea ce oferda dovezi pentru existenta unui nou mecanism al
neurogenezei enterice. Sunt necesare studii suplimentare care sa elucideze originea acestor
celule progenitoare si a stimulilor care pot declansa potentionalul lor neurogen.

Prezentul studiu a identificat, la pacientii cu H. pylori, si o hiperplazie a celulelor
gliale la nivelul plexului mienteric. Pe langd functia lor clasica de suport mecanic al
neuronilor si de a asigura integritatea lor structurald si functionald, celulele gliale prezinta
receptori pentru diversi neurotransmitatori, putand fi activate sub actiunea acestora si, de
asemenea, sunt implicate Tn semnalizarea imund, astfel cd numarul lor poate varia in
inflamatiile tractului digestiv. Aceasta observatie a fost raportata anterior, desi cu rezultate
contradictorii, in bolile inflamatorii intestinale, dar, pana in prezent, nu a fost efectuata o
analizi morfometricd a compartimentului glial gastric in cadrul infectiei cu H. pylori. in
studiul de fata, valorile inregistrate in cazul multiplicarii celulelor gliale au fost constant
mai mici decat cele exprimdnd hiperplazia neuronald, sugerand faptul ca neuronii

mienterici par mai expusi fenomenului hiperplazic indus de infectia cronicd cu H. Pylori,
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comparativ cu componenta glialda. Nu este incd clar daca hiperplazia gliald reprezinta o
consecintd a hiperplaziei neuronale sau este o cauzd a acesteia, desi unele studii sustin

ultima varianta.

Modificarile neurochimice

SP si VIP sunt mediatori exprimati la diferite niveluri ale sistemului nervos digestiv,
fiind printre cele mai studiate neuropeptide in inflamatiile gastro-intestinale, intrucat, pe
langa functia lor de reglare a motilitatii, a fluxului sanguin sau a activitatii secretorii, au si
proprietatea de a modula inflamatia, fie in sensul intretinerii acesteia (SP), fie actionand ca
si agent anti-inflamator (VIP).

Studiul nostru a identificat o densitate crescutd a fibrelor nervoase imunoreactive
pentru SP la nivelul mucoasei gastrice inflamate in cadrul infectiei cu H. pylori, ceea ce
confirmd rolul acestui neuropeptid de mediator important in initierea si mentinerea
inflamatiei digestive, prin stimularea activdrii si diferentierii limfocitelor, promovarea
chemotaxiei monocitelor si neutrofilelor si activarea macrofagelor. Toate aceste celule
imune elibereaza diferite citokine cu rol proinflamator, care produc injuria tisulard locala
observata in inflamatiile cronice.

O expresie crescutd a SP a fost observata In cercetarea actuala si la nivelul neuronilor
mienterici, care s-a corelat cu nivelul neuropeptidului de la nivelul mucoasei gastrice, date
ce sugereaza faptul cd expresia SP din terminatiile nervoase prezente in corion se
datoreazd, macar partial, unei sinteze neuronale crescute. Pe de altd parte, am observat o
corelatie semnificativa din punct de vedere statistic intre expresia neuronald a SP si gradul
ganglionitei care, la randul ei, s-a corelat cu densitatea limfocitelor T din mucoasa. Aceste
observatii ne permit s formuldm ipoteza conform careia augmentarea expresiei neuronale
a neuropeptidului poate surveni ca rezultat al mediatorilor inflamatiei eliberati local de
limfocitele recrutate in proximitatea ganglionilor mienterici, In urma actiunii limfocitelor T
de la nivelul mucoasei gastrice.

In concluzie, substanta P si raspunsul imun par si formeze, in prezenta infectiei cu H.
pylori, un cerc vicios, in care cei doi protagonisti se potenteaza reciproc, perpetuand astfel
inflamatia cronicd a mucoasei gastrice. Aceste interactiuni neuroimune ar putea explica
persistenta sau recurenta simptomelor observate la unii pacienti dupa eradicarea infectiei
bacteriene.

Densitatea crescutd a terminatiilor nervoase din mucoasa gastrica pentru VIP,

identificata la pacientii infectati cu H. pylori, este in concordantd cu observatiile raportate
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anterior. Avand in vedere proprietatile anti-inflamatorii bine documentate in literatura de
specialitate ale VIP, expresia crescutd a neuropeptiului ar putea fi interpretatd ca o tentativa
a SNE de a combate inflamatia indusa de infectia cu H. pylori, prin restaurarea unui
echilibru Intre mediatorii nocivi si cei benefici. Mai mult, studiul nostru a identificat un
nivel crescut al acestui neuropeptid si la nivelul neuronilor mienterici, insd acesta nu s-a
corelat cu cel din terminatiile nervoase, observatie ce indicd o posibild perturbare in
stocarea, transmiterea nervoasa, eliberarea sau in degradarea VIP, perturbare generatd de

raspunsul inflamator. Aceasta ipoteza necesita nsd validare in studii viitoare.

Concluzii

Studiul de fatad a reusit, asadar, sa atingd toate obiectivele propuse initial, care au
vizat analiza cantitativdi morfometricd a structurilor ganglionare din plexul mienteric
gastric si evaluarea expresiei neuropeptidelor SP si VIP in fibrele nervoase mucosale si in
neuronii mienterici, atdt In conditii normale, cét si in cadrul infectiei cu H pylori. Din
datele pe care le detinem, acesta este primul studiu de o asemenea amploare si
complexitate care a investigat parametrii enumerati mai sus prin utilizarea unor metode
imunohistochimice moderne si eficiente.

Rezultatele obtinute au confirmat, in premiera, ipoteza potrivit careia H. pylori este
capabil sd determine o gama variatd de anomalii structurale la nivelul componentei
intrinseci a sistemului nervos autonom gastric si au demonstrat faptul cd modificarile
produse asupra acestuia pot fi asimilate unui mecanism patogenic important, desi putin
investigat, al infectiei cu H. pylori. Lucrarea demonstreaza, pentru prima data, ca
neurogeneza si gliogeneza pot surveni in contextul inflamatiei induse de infectia cu H.
pylori. Teza doctorala contribuie astfel in mod semnificativ la o caracterizare cat mai
minutioasa a interactiunilor complexe dintre microorganism si gazda sa umana si deschide
calea pentru discutii si investigatii mai ample in domeniul neuroplasticitatii gastrice.

De asemenea, studiul demonstreaza cd infectia cu H. pylori poate declansa
modificari ale expresiei neuropeptidelor atat in terminatiile nervoase din mucoasa gastrica,
cat si In neuronii mienterici din stomac. SP si VIP actioneaza ca mediatori endogeni cu
efecte antagonice, care moduleaza si, la randul lor, sunt influentati de cétre sistemul imun.
Desi sunt necesare investigatii suplimentare care sa clarifice mecanismele actiunii celor

doud neuropeptide in inflamatia produsd de infectia cu H. pylori, rezultatele studiului
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sugereaza cd receptorii acestora ar putea reprezenta o tintd noud si promitatoare In
managementul terapeutic al gastritei cronice si al cancerului gastric.

La 40 de ani dupa descoperirea sa, H. pylori incd ramane un agent patogen
enigmatic, cu multe secrete ce urmeazd a fi dezvaluite si care ridicd multe semne de
intrebare ale caror raspunsuri urmeaza si fie gasite. Cercetarea noastra furnizeaza noi
perspective care inlesnesc o intelegere mai buna a patogenezei infectiei, ceea ce stimuleaza
dezvoltarea de mnoi strategii terapeutice personalizate si eficiente ale bolilor

gastrointestinale induse de H. pylori.
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