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RESUMEN

La administracién subcronica de efanol en ratas dafia a las células
epiteliales preduciendo un cuadro de gastritis y alteraciones a nivel de
membrana plasmatica de la mucosa gastrica, como disminucién de algunos
fosfolipides, aumenta del colesterol y disminucion de la actividad de enzimas
asociadas a la membrana como ia 5-nuclectidasa. Compuestos como los
inhibidores de la bomba de protones gastrica se utilizan clinicamente en casos
de gastritis y enfermedad acido-péptica El objetivo de este proyecto fue el
determinar el efecto de estos compuestos sobre los cambios estructurales y
funcionales que se presentan en la m'ucosa gasirica dafiada en un modelo de
gastritis experimental inducida con etanol en ratas Los resultados demostraron
que en una gastritis tratada con lansoprazole, durante las primeras 72 horas, se
normaifizé la relacion colesterolfosfolipidos de la membrana plasmatica, v
aumentd la actividad de la enzima 5'-nuclectidasa. Se determing fa aclividad de
la enzima timidin-cinasa, como un indicador de proliferacién celular y se
ohservd que la actividad de esta enzima aumenta en tiempos tardios en la fase
de recuperacion de la mucosa gastrica, mientras que en animales fratados con
lansoprazole, el pico de profiferacién fue mas temprano. La proliferacién
compensatoria de la mucosa gastrica, posterior al refiro del etanol, coingidid
con un aumento en el patron lipoperoxidativo de las membranas de la mucosa
gastrica. Durante la fase de recuperacion la mucosa dafada incrementa el
metabolismo oxidative de la glucosa, incluida la ruta de la via de las pentosas
({1-"C] glucosa/[U-'*C] glucosa)  El tratamiento con lansoprazole adelanté el
aumento en la via de las pentosas, y normalizé mas tempranamente el
metabolismo oxidative de fa glucosa por la mucosa gastrica proveniente de
animales con gastriis En conclusién, el lanscprazale, un blogueader de la
bomba de protones gastrica, corrige las alteraciones estructurales generadas
durante la instalacién de una gastritis alcohdlica experimental Y su efecto
puede estar relacionade con un estimulo de la regeneracién de la mucosa

gastrica.



INTRODUCCION

La mucosa gastrica se encuentra frecuentemente expuesta a agentes
agresores enddgenos como sales biliares y acido clorhidrico y a factores
exogenos como algunos alimentos, medicamentos y estrés. Para mantener sus
funciohes digestivas en condiciones &ptimas, el estdmago cuenta con
mecanismos de proteccidn que contrarrestan la accién de los agentes
agresores Dentro de los mecanismos protectores de la mucosa gastrica se
encuentra la secrecidon de mucus, prostaglandinas, bicarbonato, factores de
crecimiento, flujo sanguineo, etc. Sin embargo, los agentes agresores pueden
exceder la capacidad protectora de la mucosa gastrica produciendo dafios que
pueden generar gastritis o Glceras en grados variables de severidad

En la sociedad humana, es dificil conocer con exactitud cudl es la
incidencia de las lesiones gastricas, aunque el nimero de pacientes que las
presentan no es despreciable.

Generalmente el tratamiento para aliviar las lesiones gastricas consiste
en la neutralizacion, la reduccién, o la inhibicién de la produceidn de acido, y
asi favorecer la regeneracion de la mucosa dafiada,

Sustancias como los antiacidos, prostaglandinas, blogqueadores de los
receptores H» de histamina, factores de crecimiento, e inhibidores de la bomba
de protones {IBP), presentan propiedades contra el dafic a la mucosa géstrica
y favorecen la regeneracién celular Sin embargo, aun no se conocen los
mecanismos cefulares que generan el dafio, y la regeneracion epitelial
(Hernandez-Mufioz y Montiel- Ruiz, 1986).

Se ha reportado que la administracién subcronica de etanol en ratas dafa
rapidamente las células epiteliales produciendo un cuadro de gastritis, donde
se altera la composicién de la membrana celular al disminuir algunos
fosfolipidos, aumentar el nivel de colesterol y disminuir fa actividad de enzimas

asociadas a membrana como la 5'-nuclectidasa En este modelo de gastritis, el
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indice de lipoperoxidacion también se ve alterado, asi como la praoliferacién
celular de la mucosa gastrica.

La suspension de la administracién de etanal produce la restitucion de ias
alteraciones de la membrana y la regeneracion epitelial. E| tratamiento de esta
gastritis con antagonistas de los receptores H; de histamina mejora la
restitucion de la mucosa géstrica, contribuyende al proceso de curacion
(Hernandez- Mufioz y Montiel- Ruiz, 1996: Hernandez-Murioz, et al, 2000).

Se ha publicado que el tratamiento de lesiones gastricas con IBP
muestra una mejora del dafio gastrico y una regeneracion de la mucosa mayor
que el tratamiento con los antagonistas de los receptores H. de histamina
{Hashimate, et al, 1995). También se reporta que los IBP reducen el dafio
inducido con el efanol en el estomago de ratas, pere el mecanismeo de este
efecto protector es desconocido { Fukunda, et al., 1995).

Dentro de los inhibidores de la bomba de protones se encuentran los
siguientes compuestos el ‘ansoprazole, omeprazole, pantoprazole vy
rabeprazole. Todos ellos se acumulan en el canaliculo secretor de fa céiula
parietal y se activan al protonarse con el pH acido La estructura protonada se
une covalentemente a las cisteinas de las proteinas embebidas en la
membrana, impidiendo la secrecion del acido clorhidrico (Hersey y Sach,
1995).

Generalmente los estudios de dafio gastrice se han hecha con medelos de
tratamientos agudos, en cambio el presente trabajo se basa en un modelo de
gastritis alcohdlica subcrdnica publicado por Hernandez-Mufioz y Montiel Ruiz
(1996)

En el presente estudio se utilizé el lansoprazcle como representante de
los inhibidores de la bomba de protones, debido a que se reporta que es uno
de los mas potentes para inhibir la secrecion acida y de mayor estabilidad, lo
que favoreceria la recuperacion del dafio de la mucosa gastrica

En este trabajo se pretende determinar si el lansoprazole es capaz de
revertir las alteraciones producidas por un dafio cronico inducide por etanol en

la mucosa gastrica de ratas, favoreciendo 1a recuperacién del epitelio gastrica



Para ello se llevaron a cabo evaluaciones histoldgicas para determinar
el grado de dafo y de recuperacion en la mucosa géstrica. También se hicieron
pruebas bioguimicas como la determinacidn de la compasicion lipidica de la
membrana plasmatica y el nivel de colesterol, asi como la actividad de la
enzima 5-nucleotidasa como indicadores de cambio en la fluidez de la
membrana.

Otro mecanismo propuesto para los efectos de citoproteccidn incluye la
sintesis de DMNA, de esta manera, la proliferacion celular es un factor
importante en la recuperacion celular, por este metive se determind ia actividad
de la enzima citosélica timidin-cinasa como marcador profiferativo.

Existe evidencia de que la lipoperoxidacion de las membranas plasmaticas
puede tener un papel importante en la patogénesis de ias lesiones de la
mucosa gastrica. Sin embargo, la regeneracién del epitelio de la superiicie
mucosa que ocurre al retirar el etanol, se acompafia de un aumento importante
de lipaperoxidacion en las membranas plasmaticas de la mucosa gastrica, lo
gue sugiers una correlacion significativa entre lipoperoxidacion y proliferacion
celular. Se ha reportado un modelo de proliferacion en regeneracién hepatica,
gue presenta un comportamiente similar a éste (Hernandez-Mufioz, et al,
2000).

En este estudio se determind el perfil ipoperoxidativa y la actividad de
timidin-cinasa, con el propésito de observar si el tratamiento con lansoprazole
tambien produce un patrdn de lipoperoxidacién gue coincida con la praliferacion
celular. '

Por otro lado, se sabe gue en la produccion de acido clorhidrico,
interviene la bomba de protanes ATPasa H™-K" gastrica. El ATP requerido para
el buen funcionamiento de esta bocmba se obfiene  principalmente del
metabolismo oxidativo de la glucosa (Fryklund, et al, 1980) Debido a que el
lansopsazole bloquea a fa ATPasa H™-K", se determiné la oxidacion de glucosa,
con el propdsito de abservar el efecto del bloqueador de la bomba, durante el

metabolismo de glucosa en una gastritis tratada con este compuesto.



CONCEPTOS BASICOS
ESTOMAGO

Las principales funciones del estomago son’ proteger al intestino delgado de la
invasién de microorganismos ingeridos, a ftravés de la secrecidn Aacida,
almacenar los alimentos vy favorecer su absorcion, iniciar el proceso de
digestion de los alimentos por ruptura mecanica y quimica de sus
constituyentes y proporcionar una fuenie de sefiales para la regulacion de la
ingesta de alimentos como la sensacion de saciedad.

El estomago puede dividirse anatdmicamente en tres secciones: ei fondo
gue se encuentra en la porcidn mas alta; el cuerpo que se extiende desde la
unidn gastro-esofagica a la incisura, y el antro, que termina en el pitoro que es

la porcion final del estdmagoe (fig. 1). El fondo y el cuerpo son los responsables
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Fig 1. Esiructura anatdmica y organizacién histolégica del estomago
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de la produccién de secreciones, mientras que el antro es responsable de la
secrecion de gastrina y de la accidn de bombeo la cual es importante para
mezclar los alimentos con las secrecicnes digestivas (Mantle, 1989)

La mucosa es la capa mas interna de la pared del estomago y se
encuentra organizada en pliegues, que forman las glandulas gastricas (fig. 1).
Estas pueden dividirse en cuatro regiones (fig. 2). cripta, que abarca el tercio
superior de la glandula, istmo (zena proliferativa del epitelio) y cuello que,

Lumen gastrico

TR

CRIPTA ¥ A :
L Células de cripta

T Células paristales
—— Céiulas pre-cripta

ISTMO == Células preparietales
—~  Células de precuello

--- Cé&lulas parietales

Células de cuello

Células prezimogénicas

Células zimogénicas

BASE
Céluias enteroandderinas

Fig. 2 Estructura ce la glandula géstrica
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corresponden al tercio medio vy, finalmente la base gue se encuentra en el
tercio infertor (Karam, 1993) Cada regidon estd compuesta por diferentes tipos
de células. las celulas de la cripta que producen mucus, las células parietales,
las cuales secretan acido clorhidrico las células del cuelto que secretan mucus,
ceélulas zimogenicas productoras de pepsindgeno vy, las células
entercendocrinas que secretan gastrina. La estructura de estas glandulas varia
entre el cuerpo y el antro. En las glandulas del antro se encuentra un gran
namero de células secretoras de mucus vy secretoras de gastrina (celulas @)
(Davison, 1989).

Las células de la cripta se encuentran a lo largo de la superficie gastrica,
presentan granulos de mucus en la membrana apical; el 87% de estas células
se genera en la regian del istmo a partir de células indiferenciadas y migran
hacia el lumen gastrico mientras presentan una fase de maduracién durante la
ascension por las paredes de la cripta En esta ascensidn, las células
completan su diferenciacion gradualmente produciendo granulos secretorios de
mayor tamafo v el 13 % se genera a partir de su propia mitosis. En sl
estomago de rata la migracion hacia la superficie se lleva a cabo en tres o
cuatro dias aproximadamente y, en el de humano de cuatro a seis dias
Cuando estas células se degeneran son expulsadas hacia el lumen gastrico o
fagocitadas per células vecinas y eventualmente expulsadas al lumen (Karam
y Leblond, 1993a)

Las células no diferenciadas del istmo generan células de precuello,
estas celulas van migrando durante una o dos semanas, produciendo granulos
secretores mas largos hasta diferenciarse como células de cuello productoras
de mucus El 58% de las células del cuelle se originan de esta diferenciacion y
el 41% se deriva de su propia mitosis (Karam y Leblond, 1993). Las células del
cuello no presentan fase de deterioro porque se transforman en células
prezimogénicas cuando alcanzan la parte supericr de la region de la base
Estas céluias van a formar a las células zimogénicas que van migrando hacia la
parte baja de la base, donde eventualmente se degeneran y mueren. Los

remanentes celulares pueden ser lanzados al lumen gastrico o ser fagocitados.



El recambio de las células prezimogénicas es aproximadamente de un
mes y, probablemente, de 6 meses para las zimogénicas {Karam y Leblond,
1593).

Las células parietales se esparcen por las cuatro regiones de la
glandula. Estas células no se dividen, sino que se generan de células
inmaduras del istmo que migran hacia la cripta ¢ hacia el cuelio,

Su diferenciacidn pasa por tres etapas que se llevan a cabo en el istmo
preparietales, que son células que presentan una microvellosidad apical y
mitocondrias pequefias. Después se va formando un canaliculo alrededor de la
superficie apical y una invaginacidn dentro del citoplasma, y aparecen
pequefias tubule-vesiculas en el citoplasma Las mitocondrias aumentan su
tamafic y nimerc y, en la tercera etapa, el canaliculo se expande y las
mitocondrias y tubulo-vesiculas se alargan

Cuando estas células se degeneran pueden eliminarse hacia el lumen
gastrico o ser fagocitadas por células vecinas o macréfagos. El recambio de fas
células parietales dura en promedio 54 dias (Karam, 1993}

Para mantener la barrera celular epitelial en el tracto gastrointestinal hay
dos procesos. proliferacion y restitucion. La proliferacién ocurre como resultado
de la mitosis y es un proceso prolongado La divisién celular mantiene la masa
de ta mucosa reemplazandola continuamente, las células viejas son exfoliadas
de la superficie epitelial hacia el lumen gastrico En contraste, la restitucion o
reepitelizacion es un proceso més rapido que depende de la migracion celular a
través de la lamina basal. Este proceso debe asegurar que el epitelio sea
restablecido rapidamente en dreas desnudas de la superficie que se han
producido come resultado de un dafio menor.

Después de la mitosis, las células hijas migran fuera de la zona
proliferativa y pierden su habilidad para dividirse, sufriendo una diferenciacion
progresiva y asumiendo funciones de células maduras de la mucosa gastrica.
Asi, el recambio epitelial involucra proliferacién, maduracion, migracion,
diferenciacidn y finalmente pérdida de las c&lulas. En la mucosa géastrica, la
proliferacion ocurre en el istmo de la glandula y la mayeria de las células

nuevas migran hacia la superficie (Allen, et al,, 1893).



SECRECION ACIDA

El estdmago de los mamiferos tiene la capacidad de secretar acido a través de
las células parictales que se localizan en la glandula gastrica; estas células
contienen un elevado nimero de mitocondrias, tubulo-vesiculas citoplasmicas,
y ef canaliculo secretor extracelular.

Durante €l proceso de secrecion intervienen las células D y las células G
que se encuentran en el antro gastrico, células Entercchromafin like (ECL)Y que
contienen granulos de histamina, y acetilcolina que se secreta del sistema
nervioso entérico También intervienen los receptores H; de histamina, M; de
acetilcolina y el receptor de gastrina que se encuentran en la membrana
basolateral de la celula parietal {Davison, 1989).

La secrecion acido-gastrica se regula por mecanismos complejos a nivel
de sistema nervioso. Las fibras nerviosas que inervan a las gtandulas gastricas
y que se localizan dentro de la pared del estomago se extienden desde el
cuarpo y el antro del estdmago y, se estimulan por el sabor, la vista, y el olar
de los alimentos, asi como por el proceso de masticacion y deglucion. La
acetilcolina liberada de estas ferminales nerviosas puede unirse al receptor Ms
de las celulas parietales, y estimular la secrecion acida. La acetilcolina tambign
estimula directamente a las células ECL para liberar histamina, la cual se une
al receptor H; de la célula parietal (Hersey y Sach, 1995; Davison, 1989).

La acetilcolina también activa a las células G del antro para secretar
gastrina, 1a cual enftra al torrente sanguineo y produce la liberacién de
histamina de las células ECL. La gastrina puede activar directamente a la
célula parietal debido a que ésta tiene en su membrana receptores especificos
para gastrina

La histamina es otro estimulante para secrecion de la c¢élula parietal.
Esta se encuentra en las glandulas del cuerpo del estémago, en las células
ECL que se encuentran cercanas a las células parietales. La histamina se
libera por la acetifcolina y la gastrina y es el mediador final de estos

transmisores



lLa gastrina, histamina y acetilcofina actian sobre sus receptores
especificos en la célula parietal para estimular la liberacidon de H*. Cada uno de
ellos puede potenciar la accidn de los ofros dos, es decir, que existe un
sinergismo entre estos tres secretagogos El bloqueo del estimulo de uno de
ellos reduce la sensibilidad de las glandulas gastricas a la estimulacion, pero se
mantiene la respuesta a los otros dos (Davison, 1289).

La regulacibn de la secrecibn acida también incluye procesos
inhibitorios la somatostatina es un potente agente antisecretor que se Iocaliza
en el fonde y en el cuerpo del estébmago; los dos principales sitios de accion de
la somatostatina son las células G y la célula parietal El mecanismo regulatorio
debe ser capaz de detectar el pH intragastrico y responder apropiadamente
para prevenir una secrecion excesiva. Guando el estdbmagoe detecta una
disminucion de pH menor de 3 0, libera somatostatina a través de las células
D y, se inhibe la secrecion de gastrina de las celulas G y de histamina,
controlando la secrecién dcida por medio de un proceso de retroalimentacion.
(Hersey y Sach, 1995, Davison, 1983}

ATPasa H™-K".

E! mecanismo final de |a secrecion acida es la activacion bomba de protones
gastrica (ATPasa H'-K"), gue constituye la stapa fina! de !a secrecién. Lsta
bomba se activa por la concentracion luminal de K* y transporta H' hacia el
canaliculo a través de las membranas, produciendo un intercambio
electroneutro entre estos dos iones, y un pH de 0 8 dentro del canaliculo. En la
célula también hay un fiujo de KCI hacia el lado extracitoplasmico (Hersey y
Sach, 1995, Sach, y Shin, 1995)

La secrecion acida es un proceso discontinuo. cuando la celula parietal se
encuentra en reposo, las bombas estan dentro de vesiculas citoplasmicas y
permanecen inactivas; cuando la célula es estimutada, hay un incremento en
la permeabilidad de la membrana apical al ion potasio extracitosdlico, y se
produce un cambio en la morfologia de la célula. Las vesicuias del citoplasma
se dirigen hacia el canaliculo secretor, se incorporan a la membrana apical, y

aumenta ef niumero de bombas en la membrana, 1as cuales quedan expuestas
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en el sitio especifico de la secrecion acida (fig.3). De esta manera, se activa la
bomba de protones vy los iones se difunden hacia dentro de la célula,
produciendo un flujo de H* y CI dentro del canaliculo, donde forman el 4cido
clorhidrico {(Hersey y Sach, 1935)

Tubufovesicufas  Bombas activas aoetiiogfing Histamina

Fig. 3 Activacion de la ATPasa H'K gastrica

La estimulacion de las células parietales para la produccién de la
secrecion gastrica es seguida por la activacion del metabolismo oxidativo, que
proporciona el ATP necesario para el buen funcionamiento de la ATPasa El
mecanismo de activacidn no se conoce (Hernandez y Chacin, 1294)

Cuando se retira el estimulo, el proceso se revierte, y la ATPasa H™-K”
regresa a las tubulo-vesiculas, disminuye la supetficie canalicular y el nimero
de bombas expuestas. La permeabilidad del canaliculo cambia en estado de
reposo, lo que evita que la enzima se mantenga activa dentro de las vesiculas
(Hersey y Sach, 1995).

La ATPasa H-K' consta de dos subunidades. una grande (100kDa)
llamada aifa v una pequefia (34kDa) dencminada beta. La subunidad alfa es la
unidad cataliica de la enzima, esta compuesta de 10 segmentos

transmembranales conectados por 5 asas extracitoplasmicas y contiene el sitio
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de fosforilacion del ATP (Asp™®) entre los segmentos M4/M5 (Sach y Shin,
1995).

La subunidad beta esta constifuida por un segmenta Grico que en su
mayoria se encuentra del lado extracitosdlico y cruza la membrana sblo una
vez (Munson, et al 2000). La funcidén exacta de esta subunidad no esta bien
definida, pero parece ser necesaria para el ensamble y la estabilizacion de la
subunidad alfa. La regién de asociacion entre estas subunidades es el dominio
M7/M8 {Hersey y Sach, 1995).

La ATPasa H™-K™ cataliza la hidrélisis de ATP en presencia de K'
extracitoplasmico La subunidad aifa suffe un ciclo de fosforilacién-
desfosforilacion y estas dos etapas de reaccion producen cambios
conformacionaies en la proteina y en el transporte de iones

Por definicién, cuando el sitic de union al ion esta del lado citoplasmico, la
conformacion se denomina E1 y cuando estd del lado extracitoplasmico se
denomina configuracion E2. Estos dos estados involucran diferentes afinidades

por los iones (Hersey y Sach, 1995).

Fase citoplasmica
{HATP ADP(K")
N 4
E1K — E1-PH"

¢ :

Fase luminal H* K

Fig 4 - Ciclo de transporte de la ATPasa H'K’

El cicio se inicia cuando &l H' se une al lado citoplasmico y existe una alta
afinidad de union al ATP, seguida por la transferencia del grupo fosfato terminal
del ATP a un residuo de acido aspartico en el centro activo de la enzima Agqui

se genera la forma E1-PH (fig. 4). Cuando se libera H' en ia parte luminal se
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produce un cambio conformacional y se genera la forma E2-PH", que presenta
alta afinidad por el K' extracitosélico y cambia a la forma E2-PK' gue induce la
desfosforilacion de la ATPasa H™-K™ La enzima se convierte a la forma E1-K*

que trasloca el K al meadio citosdlico (Wallmark, et al. 1990)

INHIBIDORES DE LA BOMBA DE PROTONES

Se ha utilizado una gran cantidad de compuestos para el tratamiento de las
enfermedades acido-pépticas. Los antiacidos liquidos fueron los primeros en
mostrar que la neutralizacion del acido gastrico podia acelerar |a cura de estas
enfermedades. Sin embargo, la dosis necesaria era muy alta y frecuente.

Los siguientes compuestos, fueron los antagonistas de los receptores H;
de histamina y los inhibidores de la bomba de protones, cuyo modo de aceidn
consiste en reducir la secrecion dcida Los primeros reducen la secrecion acida
aproximadamente en un 50%; en este grupce se encuentran la cimetiding, ia
ranitidina vy la famotidina. Todos son agentes seguros y efectivos para el
tratamiento de enfermedades acido-pépticas; sin embargo, no cantrolan la
patologia en todos los pacientes (Feldman,1995).

La cantribucion esencial de la ATPasa H'-K' para fa secrecion &cida ha
favorecido la sintesis de compuestos que al inhibir selectivamente a ia enzima,
reducen la secrecién de Acido. Estos compuestos se utilizan clinicamente para
el tratamiento de enfermedades 4cido-pépticas. Una clase de estos
compuestos son fos benzimidazoles sustituidos, denominados inhibidores de la
bomba de protones (IBP) enire los que se encuenfran el omeprazole,
lansoprazole, rabeprazole y pantoprazole.

Los IBP contienen Z-piridilmetilsulfinilbenzimidazel  con  varias
sustitucicnes en la piridina o en el benzimidazol Son bases débiles,
permeables a la membrana, gue se acumulan en el canaliculo secretor de la
célula parietal. Ahi se protonan y forman una estructura tetraciclica de
suffonamida, impermeable a la membrana y capaz de reaccionar con ef grupo
SH de las cisteinas accesibies del lado extracitoplasmico de fa subunidad alia

de la ATPasa H'-K* gastrica (fig. 5) Estos compuestos inhiben la actividad de



la enzima y la secrecidn de acido, debido a que bloguean el transporie de
iones y evitan los cambios conformacionalas

Los IBP son altamente especificos y sélo son actives en el ambiente
acido generado por la bomba, su sitio de unidn esta en la parte extracitosdlica
de la enzima v es diferente para cada compuesto: el omeprazole se une a las
cisteinas 813, 822 y 892; el lansoprazole a la 321, 813, 822 y 892; mientras
que el pantoprazole forma enlaces con las cisteinas 813 y 822 Estas
diferencias sugieren que hay una especificidad estructural entre estos

compuestos y la superficie de la enzima (Lambrecht, et al., 2000).

S Canalfeulo
secrelor

‘Bombas en
reposo

lansoprazole  acetilcoling  pio e

Fig 5 Inhibicion de ta secracién acida por lansoprazole

La unién covalente a la cisteina 813 parece ser la responsable de la
inhibicién de la ATPasa H'-K" ya que ésta es comin para los compuestos
benzimidazoles (Lambrecht, et al, 2000) Esta se encuentra en el segmento
MS/MB, al igual que la cisteina 8§22 (Besancon, et al 1997, Hersey y Sach,
1995).

La vida media de ta ATPasa H-K" en el estomago de rata es de 50
horas, los IBP no cambian este valor prabablemente debido a que el recambio
de la bomba depende de la endocitosis de las bombas presentes en la

membrana canalicular Al reducir la secrecion, hay menos bombas en la
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membrana y el recambio es mas lento {Hersey v Sach, 1995, Sach y Shin,
1995)

La reversidn de la inhibicion por estos compuesios no solo se debe a la
sintesis de bombas nuevas, sino también a |la inestabilidad del enlace $-S
(Hersey y Sach, 1885). Los sustituyentes del anillo benzimidazol presentan
diferencias en su estabilidad a pH neutro, el pantoprazole es el mas estable
luege el omeprazole y después el lansoprazole

Estos compuestos reaccionan unicamente con las bombas presentes en ef
canaliculo secretor. Cuando se tiene la maxima inhibicion de bombas activas,
otras bombas sintetizadas de novo o que se activen no seran inhibidas. durante
3 haras después de la dosis (Sach y Shin, 1995)

EANSOPRAZOLE

El lansoprazole es un benzimidazol sustituido con un grupa triflucrometoxi.
Disminuye la secrecion acida a través de la inhibicidn de la bomba de protones
de las células parietales. E! lansoprazole disminuye el volumen de secrecion

de manera dosis-dependiente en el rango de 15 a 60 mg/dia

Gy afbose

Lansoprazole Concentracion Activacion Inhibicion

Fig & Via de activacion del lansoprazole, s& concentra en el espacic

Acido del canaliculo secretor, Forma una estructura tetraciclicla {(sulfona)
. . - + -

La sulfona reacciona con las cisteinas de la ATPasa H -K

S s b A TS,
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El compuesto por si mismo no inhibe directamente a la ATPasa gastrica,
sino gue su efecto es via la formacién de metabolitos activos en el ambiente
acido dentro det canaliculo intracelular de la célula parietal Estos metabolitos
oxidan los grupos suffidrilo de la ATPasa e inactivan a la enzima El compuesto
puede detectarse en el suero 30 minutos después de la administracion de una
dosis oral de 30 mg, y una concentracién maxima se detecta a las 2.2 horas
Despues de la administracion oral, el lansoprazole también se transfiere a los
tejidos fetales y leche materna de ratas.

Los dos principales metabolitos de excrecion son lansoprazole sulfona e
hidroxilansoprazole.

Se sabe que una inhibicién prolongada de la secrecién acido-gastrcia
produce hipergastrinemia e hipertrofia de la mucosa gastrica. La administracion
continua de altas dosis de fansoprazole (50 mg/kg/dia) durante un afo produce
cambios morfolégicos en la mucosa gastrica de ratas y petros: hipertrofia de las
células parietales y glandulas gastricas y, en algunos modelos animales, el
desarrollo de hiperplasia de las células ECL y desarrollo de carciniodes.

La concentracidn de lansoprazole que produce la inhibicion del 50% de Ia
enzima a pH fisioldgico es de 12.1 ymol/lt A un pH de 6.1, 2.1 pmollt; a pH de
6.8, 6 31 umollit y, a pH 74,12 11 pmol/lt. Este incremente probablemente se
debe a la disminucién de la caonversién del compuesto a metabolitos activos en
un ambiente menos acido.

Estudios en animales han demostrado que el lansoprazole proporciona
proteccion contra dafios a la mucosa inducidos con agentes como el etanol.

Cerca del 90% de pacientes con Giceras gastricas, han presentado
infecciones con H pylori. Parece que la erradicacion de este organismo es
necesaria para la normalizacion de la mucosa gastrica y el lansoprazole ha
resultado altamente selectivo para este tratamiento.

Los antagonistas de los receptores H; de histamina, revolucionaron la
terapia de las enfermedades relacionadas con la nroduccidn de acido debido a
su habilidad de suprimir la secrecion acido-gastrica y aliviar las ulceras. Sin
embargo, algunos pacientes con uiceras o reflujo severo son resistentes a la

terapia con antagonistas de los receptores H, de histamina, o responden
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pohremente a estos compuestos, alin traiados con dosis altas El lansoprazole
proporciona mayor inhibicidén del acido y en un tiempo mas prolengado, lo que
puede favorecer la mejoria de la lesién.

La eficacia terapéutica del lansoprazoie se ha investigado en pacientes
con Ulceras gastricas, con enfermedades acido-pépticas resistentes a los
antagonistas de los receptores H; y pacientes con reflujo gastroesofagico vy,
comparade con otros compuestos como ranitidina y famotiding, el lansoprazole
presenta mayor proporcién de mejora en tiempaos mas tempranos Comparado
con el omeprazole, presenta una proporcidn de mejora similar pero el
lansoprazole parece actuar mas rapido.

La incidencia de efectos adversos es similar a la reportada con otros
compuestos utilizados para el tratamiento de enfermedades acido-pépticas:
problemas gastrointestinales, dolor de cabeza, nausea, y reacciones

dermatologicas (Barradell, et al ,1862)

DANO GASTRICO

La mucosa gastrica se encuenira expuesta a agentes agresores
endogenos (acido clorhidrico, pepsina, etc) por lo que se requiere, un
mecanismo de proteccién de la mucosa para que el estémago mantenga sus
funciones digestivas en condiciones optimas Este mecanisimo protector
consiste, en un equilibrio entre los agentes agresores de fa mucosa gastrica y
los factores citoprotectores, como son: prostaglandinas, bicarbonato, barrera
mucosa, una rapida regeneracion de células epiteliales y la restitucion celular
(Allen, et al , 1993) Al romperse esie equilibrio hacia los faciores agresivos, se
producen dafios a la mucosa del tipo de Ulceras y gastritis, las cuales se
presentan con elevada frecuencia y en grados variables de severidad.

La bacteria Helficobacter pylori es también reconocida en la actualidad
como elemento importante en la génesis de enfermedades gastricas Este
organismo se adauiere por via oral-fecal y se ha identificado en la mucosa
gastrica en 83% de individuos no sintomaticos. Este microarganismo se asocia

con lesiones de la mucosa gastrica
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El mecanisme de defensa de la mucesa gastroducdenal comprende una
serie de mecanismos que actuan en conjunto para prevenir o limitar el dafio
celular Estos mecanismos pueden dividirse en: transporte de iones a través de
la membrana, factores de crecimiento y factores vasculares Las propiedades
de la barrera mucosa extracelular son ia formacion de moco géastrica (mucus)
soluble con el jugo gastrice e insoluble como capa de gel scbre la supertficie de
la mucosa gastrica. Su secrecidn aumenta por irritacién quimica o mecanica.
El mucus es una glucoproteina polimérica que contiene puentes disulfurc La
despolimerizacién hace gue la glucaproteina no pueda formar un gel viscoso

La capa de mucus puede servir como una barrera de difusion al acido
tluminal para retardar e! flujc de acido dentro del fejido. Esta propiedad se
atribuye a que el mucus puede atrapar iones bicarbonato secretados por &l
epitelio v a las propiedades gelificantes, que aumentan a bajos pHs tal vez
debido a ta polimerizacion de glicaproteinas .

La habilidad para secretar bicarbonato deniro de fa capa de mucus
puede ser regulada por un intercambiador de CIYTHCO3 que es estimutado por
prostaglandinas (PGE;) Estas tienen la habilidad de fortificar la barrera
gastroduodenal al estimular Ja sintesis y secrecién de mucus, la secrecién de
bicarbonato y mantener el flujo sanguineo de la mucosa

Los fosfolipidos de la superficie juegan un papel importante en la barrera
protectora del epitelio gastrico, ya gue contribuyen a formar una barra
impermeable al acido uminal e imparten propiedades de viscosidad y fluidez a
la capa de mucus Los fosfolipidos de las células epiteliales de la superficie,
intervienen en la integridad de la membrana plasmatica y esta puede contribuir
a la integridad de la barrera protectora (Kauffman, 1985)

La distribucion de los fosfolipidos en la membrana plasmaética es
asimétrica: la capa externa es rica en fosfatidilcolina (FC) y la capa interna
contiene fosfatidiletanolamina (FE) y fosfatidilserina (FS) (Voelker, 1991),

El cambio en el perfil de fosfolipidos puede disminuir la resistencia de la
mucosa a agentes toxicos y a la secrecion acida Agentes agresores como el
etanol pueden dafar |a barrera de la mucosa gastrica alterando la compaosicion

fosfolipidica v la hidrofobicidad de Ia superficie (Nardone, et al,, 1884),



ETANOL

El etanol o alcohol etilico, CH3;CH2OH, es el alcohol gue se emplea en las
bebidas acicohédlicas. Dada su gran utiidad como disolvente, desinfectante y
como materia prima para muchas sintesis, el etanol es uno de los alcoholes de
mas facil adquisicion y de uso mas frecuente.

El etanol se prepara industriaimente mediante la hidratacién del eteno
(obtenido de fuentes de petréleo) en presencia de acido El etanal puro puede
obtenerse al eliminar el agua del etancl al 95% por destilacién o por métodos
guimicas este alcohof no es adecuado para el consumo humane (Wingrove,
Caret, 1984)

Para su uso en bebidas, el etanol se produce por la fermentacion de los
carbohidratos contenidos en los grancs, de aqui gque también se le denomine
alcohol de grano (Burns, 1996).

El etanol se puede absorber en cantidad minima a través de la mucosa
oral Sin embargo, pasa casi en su totalidad al estémago donde se absorbe de
un 20-25% por difusion simple y la mayor cantidad de etanol es absorbido en
el intestino delgado, de aqui pasa a la vena porta gue lo conduce al higado
donde mas del 90% es metabolizado

En el interior del hepatocito el etanol se oxida por la enzima alcohol
deshidrogenasa {ADH) para formar acetaldehido y después forma acetato a
través de la axidacién por la enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH)

El resto del etanct se metaholiza por otros tejidos como estémago, rifdn,
musculo y pulman principalmente por ia accion de ADH.

El metabolismo gastrico del alcoheol se ha considerado como una barrera
protectora contra los efectos del compuesto, debido a que al ser oxidado por la
ADH gastrica, se disminuyen los niveles de etanol en sangre (Morales
Gonzdlez, 2001)

El tratamiento agudo con etanol produce lesiones gastricas a través de
mecanismos probablemente comunes a otros agentes agresores, sin embargo,
hay algunos mecanismos especificos de la accion del etanol E! etanol

rapidamente dafia a las células del epitelio superficial del estémago glandular
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de ratas, alterando las membranas plasmaticas (Herandez-Muioz v Montiel-
Ruiz, 1996).

A concentraciones mayores del 35%, el etanol produce &reas de
marcada hiperemia en la mucosa gastrica, necrosis de las células epiteliales v
hemorragia de la mucosa La administracién de soluciones de etanol
concentradas produce dafio gastrico en la mucosa con una ruptura del 80% de
las celulas epiteliales superficiales, alteracion de las membranas plasmaticas e
incremento en la permeabilidad de la mucosa

El mecanismo celular de dafio a la mucosa gastrointestinal producido
por etanol no es completamente conocido, aunque estd reportado gue en
concentraciones e¢levadas produce daffo vascular, exfoliacién epitelial,
incremento en la generacion de radicales libres, y disminucion de la capacidad
antioxidante. Sin embargo, el etanol a bajas concentraciones (8-20%) es capaz
de incrementar {a capacidad antioxidante de la mucosa gastrica y de protegerla
contra la formacion de lesiones (Moghadasian y Godin, 1996).

Oates y Hakkinen (1988) presentaron un modelo hipotético de la
patogénesis del etanol donde el etanol concentrado (100%) causa una rapida
necrosis de las células superficiales de la mucoesa, precipitando los
constituyentes citoplasmicos y alterande la funcién de las membranas de las
células mucosas, perturba a las céfulas de la superficie al liberar histamina
dentro de la mucasa Se disparan una serie de constricciones en las venas de
la mucosa vy dilatacion de las arferias, lo que produce hiperemia, edema y
hemorragia Si el etanol penetra al tejido produce un estancamiento del flujo
sanguineo, lo que produce pérdida del oxigeno y de nutrimientos, ademas de
que previene la dilucidn del efanal  La presion y el volumen se elevan lo
suficiente para crear una ampalla en el epitelio gasirico, si la concentracién de
etanol continda en aumento dentro de las capas superfictales, se genera una
hemélisis de las células sanguineas estancadas y la precipitacidn de sangre y
componentes de tejido dentro y alrededor de los capilares de la mucosa
reforzando el estancamiento vascular. Debido a que hay muchas similitudes
fisicas y farmacolégicas entre |as lesiones gastricas inducidas con etanol y con

ofros agentes (como soluciones salinas concentradas), es probable que el
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mecanismo de formacion de lesidn sea comuin entre ellos (Qates y Hakkinen,
1988)

Aqui se observa que el etanol produce dos tipos de dafic superficial,
donde no hay hemorragia significativa pero hay exfoliacion celular y, lesiones
necroticas, donde la superficie de la mucosa esta dafiada, hay un
estancamiento vascular, hemorragias y necrosis celular.

Se ha reportado gue la superficie mucosa se restituye rapidamente.
Después de la exposicidon al agente agresor, hay una exfoliacion del epitelio
superficial seguida por una rapida migracion celular desde la profundidad de la
cripia gastrica a la lamina basal Primero, las células epiteliales superficiales
dafiadas se desprenden de la lamina basal y forman una capa que separa el
contenido luminal de la lamina basal desnuda Se rompe la membrana de las
celulas mucosas y sale su contenido mucoide que arrastra a las células de
desecho y tefide necrético. Durante este proceso hay un flujo alcaline continuc
dentro del lumen gastrico y un incremento en el grosor de la capa gelatinosa
sohre la mucosa.

Estos estudios sugieren gue dentro de los factores de proteccion a la
mucosa se encuentran: 1a formacion de la capa gelatinosa que puede formar un
micreambiente éptimo para el mejoramiento de la mucosa dafada, el fluido
alcalino puede diluir el agente nocive en el lumen disminuyendo su efecto
necrdiico en la mucosa y, una rapida restitucion epitefial que separa el
ambiente epitelial del ambiente luminal (Lacy, 1985)

Muchas sustancias como los antidcidas, prostaglandinas, blogueadores
de los receptores H» de histamina, factores de crecimiento e inhibidores de la
homba de protenes, han presentado propiedades protectoras contra el dafio a
la mucosa gastrica y favorecen la regeneracion celular Sin embargo, no se
conace el mecanismo celular mediante el cual el etancl promueve el dafio a la
mucosa gastrica, ni los eventos que permiten la regeneracion epitelial

Se ha publicado un modeto de gastritis experimental inducida por 1a
administracion de etanoi en ratas, donde se presentan alteraciones a nivel de
membrana plasmatica como aumento en el nivel de colesterol, cambio en la

composicion fosfolipidica y, en el patrén lipoperoxidativo, disminucion en la
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fluidez de membrana plasmatica v de la actividad de enzimas asociadas a este
organelo. Este modelo también involucra la proliferacion celular compensatoria
al dafio producido por el etanol Después del dafio las alteraciones son
revertidas gradualmente al retirar el etanol y este proceso es acelerado por el
tratamiento con antagonistas de los receptores Hy de histamina {(Hernandez-
Murioz y Montiel-Ruiz, 1996)

HIPOTESIS

Durante la instalacion de una gastritis experimental inducida por la
administracion subcronica de etanol, se producen alteraciones en la estructura
y funcidén de la mucosa gastrica. Alteraciones que se revierten al retirar el
tratamiento con etanol y que se acompafan de una proliferacion celular
compensatoria

La administracion de lansoprazole, un inhibider de fa bomba de protones,
promovera una mayor efectividad en la recuperacién estructural y funcional de
la mucosa gastrica dafiada con etanal

OBJETIVO

Determinar el potencial del lansoprazole sobre la reversion de algunas de fas
alteraciones estructurales. funcicnales y metabdlicas que se presentan en la
mucosa gastrica dafiada en un modelo de gastritis experimental inducida por la

administracion subcrénica de etanol en ratas.

OBJETIVOS PARTICULARES

Con el proposito de reproducir el modelo de gastritis reportado por Herndndez-

Mufioz y Mantiel Ruiz (1998), y el efecto que tiene el lansoprazole sobre este

modelo, se realizaron las siguientes determinaciones:

« Evaluar histologicamente la eficacia curativa del lansoprazole

e Caracterizar la composicion lipidica de la membrana plasmatica
(fosfolipidos y colesterol)

« Cuantificar la lipoperoxidacidon en membranas plasmaticas como indice de
dafic y su posible correlacion con la proliferacion cefular

+ Determinar la actividad de la enzima 5'-nucieotidasa como marcador de la

fluidez de la membrana plasmatica
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promovera una mayor efectividad en la recuperacién estructural y funcional de
la mucosa gastrica dafiada con etanal

OBJETIVO

Determinar el potencial del lansoprazole sobre la reversion de algunas de fas
alteraciones estructurales. funcicnales y metabdlicas que se presentan en la
mucosa gastrica dafiada en un modelo de gastritis experimental inducida por la

administracion subcrénica de etanol en ratas.

OBJETIVOS PARTICULARES

Con el proposito de reproducir el modelo de gastritis reportado por Herndndez-

Mufioz y Mantiel Ruiz (1998), y el efecto que tiene el lansoprazole sobre este

modelo, se realizaron las siguientes determinaciones:

« Evaluar histologicamente la eficacia curativa del lansoprazole

e Caracterizar la composicion lipidica de la membrana plasmatica
(fosfolipidos y colesterol)

« Cuantificar la lipoperoxidacidon en membranas plasmaticas como indice de
dafic y su posible correlacion con la proliferacion cefular

+ Determinar la actividad de la enzima 5'-nucieotidasa como marcador de la

fluidez de la membrana plasmatica
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fluidez de membrana plasmatica v de la actividad de enzimas asociadas a este
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+ Cuantificar la actividad de la enzima timidin-cinasa como marcador de
proliferacion celular
+ Determinar el efecto del lansoprazole en el metabolismo oxidativo de la

glucosa.

MATERIALES Y METODOS

MODELO ANIMAL. Se utifizaron ratas Wistar machos con un pesc entre 230 y
270 gr las cuales fueron alimentadas con dieta normal y agua Se sometieron a
un ayuno nocturno can libre acceso al agua Para inducir la gastritis, se
administrd 1 ml de etanol al 50% intragastricamente. Las ratas tuvieron libre
acceso a comida y agua (cantrol) o etanol al 5% (gastritis) durante 5 dias

El grupo de animales con gastritis se dividié en dos: a un subgrupo se le
administré lansoprazole (03 mg/kg de peso) intragéastricamente, una dosis
diaria durante uno a 3 dias y al otro se le dejé recuperar espontaneamente

El grupo contrel, aquellos gue no se trataron con etanol, tamhién se
dividid en dos, a uno de estos grupos se les administrd lansoprazole en el
misma horario y dosis que el grupo de gastritis. El otro subgrupo no recibid
ningun tratamiento.

Al final del tratamiento, los animales se sacrificaron por decapitacion,

bajo anestesia con pentobarbital sédico (40 mgikg de peso).

HISTOLOGIA Los estomagos se removieron, se abrieron a lo largo de la
curvatura menor y se lavaron con solucion salina Se cortaron tiras de la pared
gastrica a lo largo de la mucosa glandular. Estas se fijaron en formaldehido al
10% y se evaluaron por microscopia de luz después de una tincidon con

hematoxilina y easina (HE}.

OBTENCION DE MUESTRAS Se removid el estémago, se extrajo la
mucosa y s& homogeneizt en un buffer de sacaresa 025 M - Tris 10 mM a un
pH de 7.5, Las membranas plasmaticas se obtuvieron por centrifugacion
diferencial por el método descrito por Loten y Redshaw-Loten (1988). El
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homogenado se centrifugd a 1,500 g a 4°C, el precipitado resultante se
resuspendid en el mismo buffer y se afiadié Percoll y sacarosa 2 M, entonces
se centrifugd a 12,500 g durante 25 min., las membranas plasmaticas se
recolectaron de la fase intermedia y se centrifugaron otra vez a 15,500 g con
cloruro de calcio y Percoll, por 25 min a 4°C las membranas plasmaticas se
recolectaron de la fase intermedia para su caracierizacion lipidica
El sobrenadante obtenido de la centrifugacion a 1,500 g, se centrifugd a
8 500 g durante 15 min. y a 100,000 g durante 80 min para obtener fraccion
citosolica para determinar la actividad de timidin-cinasa (Hernandez-Mufoz vy
Montiel-Ruiz, 1996).
En otra serie de animales se obtuvo la mucosa gastrica completa y se
hicieron trozos finos (2mm) con una rebanadora automatica, para estudiar el

metabolismo oxidativo de la glucosa.

CARACTERIZACION LIPIDICA. A partir de las muestras de membrana
plasmatica se hizo un extracto de lipidos fotales con cloroformo/metanol {2:1
viv), el extractc se filtrd a través de papel filtro y, se descantd la fase acuosa
Los lipidos contenidos en la fase cloroformica se aplicaron a cromatografia de
capa fina con silica y se corrieron en una fase movil (130 ml de cloroformo, 70
mi de emtanoi, 5 mi de hidroxido de amanio, 5 mi agua destilada) para separar
los fosfolipidos

Las especies de fosfolipidos se revelaron par exposicién a vapores de
yodo, cada fosfolipido se identificd por su RF y se cuantificd por su contenido
de fasforo a 820 nm de acuerdo al método de Garcia-Sainz y Fain (1980).

En otra alicuota del extracto cloroférmico, se determiné el colestersl total
por un método colorimétrice de acuerdo a lo descrito por Hernandez-Mufioz y
Maontiel-Ruiz, (1986)

ACTIVIDAD DE 5-NUCLEOTIDASA (5'NT, EC 3 13 5) Se determind por
medio de un kit de Sigma, el cual mide por espectrofotometria la formacion de
NAD generado proporcionalmente a la formacién de adenosina proveniente de

la hidrélisis de AMP por la 5'-nuclectidasa La 5'-nucleotidasa hidrolisa el AMP
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y forma adenosina y fosforo inorganico, la adenosina se desamina por la
adenosin-desaminasa y se produce inosina y amenio, este ullimo reacciona
can 2-oxoglatarato en presencia de NADH vy forma glutamato y NAD. EI NAD

producido es proporcional a la actividad de la enzima

CUANTIFICACION DE TIMIDIN-CINASA (EC 27.1.21) Se tomaran
alicuotas de la fraccién citosélica y se colocaron en una mezcla de reaccion
que contiene 220 ut de buffer tris 1M pH 8.0, 110 pl de MgCI2 0.2M, 110 ul de
EDTA, 220 ul de ATP, 5 pul de timidina y 50 ul de [*H]-timidina. Se incubaron
durante una hora a 37°C La reaccion se detuvo colocando la mezcla de
incubacién en agua hirviendo durante 2 minutos, se centrifugd y a partir del
sobrenadante se cuantificd la timidina fosforilada, colocando 0.020 ml en filtro
de DEAE-celulosa, el cuat se lavd con formiato de amonio, agua destilada y
etanol y, se midié la radioactividad, a partir de este dato se calculd la actividad

enzimatica (Sauer y Wilmanns, 1985).

LIPOPEROXIDACION La cantidad de sustancias reactivas al acido
tiobarbittricc (TBARS) generadas por la lipoperoxidacion se cuantifica por la
reaccion del acido tiobarbitdrico {Buege y Aust, 1978), con las modificaciones

reportadas por Hernandez-Mufioz, et al {1984).

ESTUDIO DEL METABOLISMO OXIDATIVO. Se hizo un seguimiento de
la oxidacién de glucosa midiendo el '“CO, producido a partir de glucosa
uniformemente marcada [U-"*Cl-glucosa) y de [1-"*Cl-glucosa Se obtuvieron
fragmentos de mucosa gastrica, se colocaran en un medio de incubacion (NaCl
133 mM, KCI 5 mM, MgS04 1 mM, CaCl; 1 mM, NaHPO, 1 mM), con glucosa
radiactiva, se oxigend et medio con 95% de O,y 5% de CO; y se incubo a
36°C durante 90 min. La reaccidn se detuvo con acido percidrico al 6% y el
CO; desprendido se atrapd en un tubo plastico con KOH al 10%, éste. se
transfirid a un vial con tritosot para contar la radioactividad (Sernka y Harris,
1872, Hernandez y Chacin, 1994)



RESULTADOS
En la evaluacién histoldégica (Tabla 1) se observd que, el dafio producido en el
epitelio superficial de la mucosa gastrica de animales fratados con etancl se
empezd a reducir desde las 24 horas de haber refirado el etanol, ¥ que un
marcado infiltrado de leucecitos polimorfonucleares (PMN) se mantuve durante
el tiempo de estudio. La administracion de lansoprazole a animales que
recibieron etancl redujo de manera considerable el infiltrade de PMN y el dafio

supertficial desde tiempos tempranos

TagLAa 1,

INCIDENCIA DE LESION MICROSCOPICA EN ESTOMAGOS DE RATAS
QUE RECIBIERON ETANOL Y LANSOPRAZOLE

TRATAMIENTO TIEMPO DANO AL EPITELIO INFILTRADO
SUPERFICIAL DE PMN

Control _ _

" Gastritis To +t ot

24 hrs ++ +++

48 hrs ++ ++

72 hrs + +++
Control + 24 hrs _ "
Lansoprazole 48 hrs + _
72 hrs ; _
Gastritis + 24 hrs + +
Lansoprazole 48 hrs - ++
72 brs +

El grupo controf corresponde a animales sancs. El grgo de dafio se clasifica como
(-) ausente, {+) hgero, (++) moderada, (+++}elevado

Las membranas plasmaticas juegan un papel importante en la regulacién
metabdlica y sobrevivencia de las células Se sabe que el etanol tiene efecto

sobre la composicion de las membranas, altera la organizacion fosfolipidica de



la superficie y aumenta el nivel de colesterol, lo que puede ocasionar cambios
en la fluidez de la membrana.

En la tabla 2 se observa que se presentaron algunos cambios
sighificativos en la compasicion fosfolipidica de las membranas plasmaticas de
la mucosa gastrica de rata. A las 48 horas posteriores al término de la
induccidon de la gastritis, se presentd una disminucién de FC y un aumento de
FE, que reflejaron una disminucion significativa en la relacién FC/FE A las 72
horas de haber retirado el etanol, sg presentd un aumento significativo de FC
Sin embargo, los otros fosfolipidos y la relacion FC/FE se encontraron en

niveles normales.

TABLA 2,

COMPOSICION FOSFOLIPIDICA DE LAS MEMBRANAS DE MUCOSA DE
ANIMALES CON GASTRITIS Y TRATADOS CON LANSOPRAZOLE

Fosfolipidos {(nmo¥/mg de proteina)

GRUPO TIEMPC FC FE Fi FS FC/FE

Controt 132+16  128+14 156+18 109+14 116+ 0186

Giastritis 24 hrs. 147424  136+17  145+27 83+13 1.08+0.18
48 hrs. 99+ 9 197+36 164+ 9 11716 052 +0.09"
72 hrs. 209+30% 143+ 5 132#13 120+25 145+020

Control +

Lansoprazole 24 hrs. 110+ 8 140414 110+15* 111+11 078+ 007
48 hrs 121412 128+15 154411 104+16 084 -0 11
72 hrs. 341+67* 130422 132+ 7 142+ 8 262+ 0517

Gastritis +

Lansoprazole 24 hrs. 140427 140+23  104+15° 104420 1.00+019
48 hrs. 989+13  152+12 170+15 118:15 0.65+008*
72 hrs 234+31% B7+29%* 157430 123+25 268 +052*

FC-fosfalidilcolina, FE-fosfatidiletanolamina, Fi-fosfafiditinositol, FS-fosfatidiiserina
Significancia estadistica * P<0 05 vs Contral, p<Q 85 vs gastritis

Los animales que recibieron etano! y lansoprazole presentaron una
disminucion significativa de Fl a las 24 horas, a las 48 horas se presentd una

disminucion aparente en FC que afecto a la relacion FC/FE la cual se vio
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disminuida de manera significativa Sin embargo, a las 72 horas se presentd un
aumento significativo de FC y una disminucién de FE, por lo que la relacion
FC/FE aumentod

Los animales control que recibieron lansoprazole presentaron una
disminucion de F1 a tiempos tempranos, acompafada de una ligera disminucion
de FC; estas alteraciones se vieron normalizadas a las 48 horas. Sin embargo,
a las 72 horas también se presentd una elevacion significativa en el nivel de FC
y en la relacién FC/FE

A pesar de los efectos en la distribucian de los fosfolipidos de membrana
durante los tratamientos, ninguno de ellos modificé de manera significativa la

cantidad de fosfolipidos fotales de la membrana plasmatica (Graf 1)

FOSFOLIPIDOS TOTALES
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Graf 1 - Fosfolipidos totales de membrana plasmatica de mucosa gastrica danada con
etanol y tratada con lansgprazole Las ratas control muestran un valor de 503 + 62
Significancia estadistica: *p<0 05
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El aumento en fos niveles de colesterol se relaciona con ta disminucion de
la fludez de las membranas plasmaticas En este estudio se presentaron
cambios significativos como respuesta al dafio de la mucosa gastrica (Graf. 2).
En el grupo con gastritis hubo un incremento temprano en el nivel de colesteral,
el cual fue significativo a partir de las 48 horas y se mantuvo durante el tiempo
de estudio {72 hrs). El grupo de animales con gastritis traiada con lansoprazole,
presentd a tiempos tempranos un aumento significative de colesterol en la
membrana plasmatica, el cual se reduio a partir de las 48 horas. La
administracion de lansoprazole a los animales sancs ne predujo cambios

significativos en el nivel de colesterol

COLESTEROL
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CONTROL GASTRITIS  CONTROL + GASTRITIS +
LANSOPRAZOLE: LANSOPRAZOLE

Graf 2 - Niveles de colesterol en membranas plasméticas de mucosa gasirica de
ratas con gastritis v tratadas con lansoprazole £ valor controf es de 89 16
Significancia estadistica: *p<0 05 vs control, **vs. gastritis
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Como consecuencia de los efectos descritos antericrmente, un parametra
importante de la fluidez de membrana como la relacion colesterol fosfolipidos,
también presenté alteraciones (Graf. 3) Las membranas plasmaticas de los
animales gue recibieron etanol, presentaron un incremento en esta relacién
desde tiempos tempranos, hasta las 72 horas. E! tratamiento con lansoprazole
mostrd un aumento significativo a las 24 hrs. Sin embargo este efecto ya no se
observd a las 48 horas de haber administrado el lansoprazole. Los animales
sanos que recibieron lansoprazole no presentaron cambios significativos en la

relacion colesterol fosfolipidos

COLESTEROL:FOSFOLIPIDOS
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_ |
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CONTROL GASTRITIS CONTROL + GASTRITIS +
LANSOPRAZOLE  {ANSOPRAZOLE

Graf 3.- Relacidn celesterol/fosfolipides de membranas plasmaticas de
mucosa gastrica de ratas dafiada con etanol y tratada con lansoprazole
La relacion del controles de 0 178 + 0 031

Significancia estadistica: *p<D 05 vs controly **p<0 05 vs gastritis

Los efectos de la administracidn de etanol y de lansoprazole, tambien
fueron evidentes sobre la actividad de la enzima 5'-nucleotidasa, una enzima
que responde a los cambios del microambiente lipidico de la membrana

plasmatica disminuyendc su actividad conforme la fluidez de la membrana



3¢

disminuye. Sin embargo, esta enzima también puede disminuir su actividad
cuando la membrana es demasiado flexible. En la tabla 3 puede observarse
gque esta enzima presentd una reduccidn significativa de su actividad en
animales con gastritis desde las 24 hrs, y se normalizd a las 72 hrs después de
haber retirado el etanol. Con el tratamiento con lansoprazole se presentd un
pico de actividad a las 48 horas y este se reduce a valores normales a las 72
hrs Sin embargo, los animales sanos gue recibieron {ansoprazole a las 48 hrs
de tratamiento, presentarocn una reduccion significativa de la actividad de la
enzima.

Los radicales libres son capaces de producir modificaciones quimicas de
proteinas y lipidos a fravés de la lipoperoxidacidn de los Acidos grases
peliinsaturados; pueden dafar a las células ai modificar los componentes o las
actividades de algunas enzimas de membrana y alterar su estructura y funcion,

asi como los procesos de transporte (Slater, 1984).

TaBLA 3

ACTIVIDAD DE LA ENZIMA 5-NUCLEOTIDASA DE MEMBRANA
PLASMATICA DE MUCOSA GASTRICA DE RATA

GRUPO TIEMPO
(nmolimg de proteina)
Coantrod 75+ 2
Gastritis 24 hrs. B0+ 5*
43 hrs 39+ 3*
72 hrs 77+11
Control +
L ansoprazole 24 hrs 60+12
48 hrs 37+ 7
72 hrs 71+ 4
Gastritis +
t anscprazole 24 hrs 56+ 9
48 hrs 152+ 10% **
72 hrs 71+ 8

Significancia estadistica. * P<0.05 vs Control y ** P< 0 05 vs Gastrilis
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El nivel de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico {TBARS) (Graf. 4)
se alterd significativamente con la administracion de etanol, incrementandose
gradualmente desde ias 24 horas posteriores al retiro del etanol, alcanzando un
pico maximo a las 72 horas La administracion de lansoprazoie cambid el perfil
de los niveles de TBARS, en una mucosa dafiada El nivel de lipoperoxidacion
se vio disminuido a fas 24 horas, alcanzando valores normales a las 48 horas.

Los animales a los gue no se les fratd con etanol y que recibieron el
lansoprazole, presentaron un aumento en el nivel de lipoperoxidacion que se

mantuvo durante las primeras 48 horas, y se normalizé a las 72 horas

LIPOPEROXIDACION

I control

*&

nmol de TBARS/ mg de proteina

B '
CONTROL + GASTRITIS +
LANSOPRAZOLE LANSOPRAZOLE

Graf 4 - Proporcion de lipoperoxidacion en mucosa gastrica de rata,
con dafo inducido por etanol y tratadas con lansoprazole

E!valor det control es de 1 48 + 0 055
Significancia estadistica p<0 05. *vs control y “*vs gastritis

Para estimar el indice proliferativo en la mucosa gastrica dafiada, su
recuperacion, y el efecto del lansoprazole sobre este indice, se midié la

actividad de timidin-cinasa {TK) en la fraccion citosdlica de los grupos



experimentales (Graf. &) La timidin-cinasa es una enzima citosélica
determinante en ia sintesis de DNA v considerada como un marcador confiable

de proliferacion celular
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Graf & - Aclividad de timidin-cinasa en la mucosa gastrica de ratas durante fa
induccian de dafio, perioda de recuperacion y tratamiento con lansoprazole

El valor de! control 2s de 178 + 36 Significancia estadistica *P<0.05 vs controt
“*P<0.05 vs gastritis

A las 24 horas de descontinuar el etanol, la actividad de TK se incrementd
progresivamente en animales con dafio a la mucosa gastrica, con un pico
maximo a las 72 horas. El tratamiento con tansoprazole madifict |a actividad de
TK, promoviéndo una respuesta de proliferacion celular mas temprana (24
hrs) que en los animales de recuperacién espontanea Este efecto se
normalizo a las 48 horas y se presentéd un segundo aumento a las 72 horas,
aunque de menor magnitud que en los animales sin tratamiento con

lansoprazole
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El lansoprazole por si mismo no tuvo efecto significativo sobre [a
actividad de TK en animales sanos
El aumento en la praoporcion de lipoperoxidacion coincide con la actividad
maxima de TK de la mucosa gastrica dafiada; este efecto fue modificade con el
tratamiento con lansoprazole.
Durante la fase de recuperacion, en la mucosa gastrica dafiada la
oxidacion total de giucosa {{U-"*C] glucosa) aumento significativamente desde

las 24 horas de haber retirado el etanol (Tabla 4), aumento que se normalizd a

las 72 horas.
TABLA 4,
METABOLISMO DE GLUCOSA
- GLUCOSA
GRUPO  TIEMPO [1-'C] [U-%C ] [1-4c)/ u-4c )
{nmal de COx/mg de proteina)
Control 53+8 55+ 6 096 +0.12
Gastritis 24 hrs 73+6" 73+ 8° 1.00+0.09
48 hrs. B4 +7 08 +13* 065+ 4.08*
T2 hrs. 51+8 45+ 4 113+0 14
Control +
Lansoprazole 24 hrs. 66 +6 108 + 8* 081+005"
48 hrs. 63+0 55+ 6 115+014
72 hrs. 28 + 5% 45+ 6 062+ 009
Gastritis +
Lansoprazole 24 hrs. 69+ 8 110 16 ** 0B63+008" ™
48 hrs. 59+ 11 56 + 8* 1.05+017
72 hrs 42 +7 22 + 5 191+03g* ™

Oxidacion de glucosa marcada por la mucosa gésirica de animales con dafio gastrico
Y fratados con lansoprazofe. Significancia estadisfica: **P<0 O5vs confrol,
*P<0.05 vs. Gastritis

El tratamiento con lansoprazole presentd un aumento significativo en el
metabolismo de [U-'*C] glucosa a las 24 horas, el cual se normalizé mas

tempranamente que en una mucosa gastrica darfiada de recuperacion
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espontanea y disminuyd de manera importante a las 72 horas de haber
retirado el etanol

En animales sanos que recibieron lansoprazoie el metabolismo de [U-''C]
glucasa se incrementd significativamente a tiempos tempranos, y se narmalizé
a las 48 horas,

El metabolismo de [1-"C] glucosa presentd un aumento significativo a
tiempos tempranos en la mucosa gastrica de recuperacion espontanea.
Mientras que el tratamiento con lansoprazole no modificd este parametro En
animales sanos el fansoprazole produjo una disminucion de [1-"*C] glucosa a
las 72 horas.

De acuerdo cen lo publicado por Sernka y Harris (1972) la actividad de la
via de las pentosas determinada por la relacion [1-"*C] glucosa/[U-"C] glucosa,
empieza a ser mayor de uno y por lo tanto empieza a estar activa a las 72
horas de haber retirado el etanol

El tratamiento con lansoprazole produjo a tiempos {empranos una
disminucién importante en la relacion [1-'“C] glucosa/[U-"*C] glucosa,
producida por el aumento significativo en ta JU-'*C] glucosa, sin embargo a
partir de las 48 horas esta relacidn empezd a subir y alcanzd valores
significativos a las 72 horas lo que sugiere gue el lansoprazole activa la via de
las pentosas mas temprano y en mayor magnitud que en una recuperacion

espontanea

DISCUSION

Se han utilizado varios modelos experimentales para inducir un dafic en la
mucosa gastrica y, aungue los animales experimentales proporcionan una
visidn limitada de la patologia en la mucosa humana, ofrecen buenas
oportunidades para evaluar los mecanismos involucrados en el desarrollo vy
prevencién del dafio (Mdzsik vy Javor, 1988)

La mayoria de los modelos experimentales de dafc a fa mucosa gastrica
producen un dafo agudo (shock hemorragico, aftas concentraciones de

agentes iriantes como etanol, acide clarhidrico), donde se presentan lesiones



34

espontanea y disminuyd de manera importante a las 72 horas de haber
retirado el etanol

En animales sanos que recibieron lansoprazoie el metabolismo de [U-''C]
glucasa se incrementd significativamente a tiempos tempranos, y se narmalizé
a las 48 horas,

El metabolismo de [1-"C] glucosa presentd un aumento significativo a
tiempos tempranos en la mucosa gastrica de recuperacion espontanea.
Mientras que el tratamiento con lansoprazole no modificd este parametro En
animales sanos el fansoprazole produjo una disminucion de [1-"*C] glucosa a
las 72 horas.

De acuerdo cen lo publicado por Sernka y Harris (1972) la actividad de la
via de las pentosas determinada por la relacion [1-"*C] glucosa/[U-"C] glucosa,
empieza a ser mayor de uno y por lo tanto empieza a estar activa a las 72
horas de haber retirado el etanol

El tratamiento con lansoprazole produjo a tiempos {empranos una
disminucién importante en la relacion [1-'“C] glucosa/[U-"*C] glucosa,
producida por el aumento significativo en ta JU-'*C] glucosa, sin embargo a
partir de las 48 horas esta relacidn empezd a subir y alcanzd valores
significativos a las 72 horas lo que sugiere gue el lansoprazole activa la via de
las pentosas mas temprano y en mayor magnitud que en una recuperacion

espontanea

DISCUSION

Se han utilizado varios modelos experimentales para inducir un dafic en la
mucosa gastrica y, aungue los animales experimentales proporcionan una
visidn limitada de la patologia en la mucosa humana, ofrecen buenas
oportunidades para evaluar los mecanismos involucrados en el desarrollo vy
prevencién del dafio (Mdzsik vy Javor, 1988)

La mayoria de los modelos experimentales de dafc a fa mucosa gastrica
producen un dafo agudo (shock hemorragico, aftas concentraciones de

agentes iriantes como etanol, acide clarhidrico), donde se presentan lesiones



35

hemorragicas, disminucién del grosor de la mucosa gastrica e hiperemia
(Mbzsik y Javor, 1988; lio y Lacy, 1985)

Los estudios sobre las propiedades citoprotectoras de los inhibidores de la
bomba de protones se han realizado in vitro, antes de la administracidn del
agente nocivo o, en dafios agudos. Como consecuencia, no se ha estudiade la
reversion de un tejido dafado en un modelo cronico.

En este frabajo se pretendid observar las propiedades del lansoprazole
sohre las alteraciones encontradas en la membrana plasmatica, v en el
metabolismo oxidativo de la mucosa gastrica en animales con gastritis inducida
por alcohol, en un modele que simula una gastritis activa, tal como la
encontrada en el humano y para validar sus efectos bioguimicos.

La concentracién de etanol utilizada es suficiente para producir un dafo
gastrico sin llegar a producir una tlcera, pero con una recuperacion no muy
rapida.

Hernandez-Murioz y Montiel-Ruiz {1996) publicaron que en este modelo
de gastritis, el perfil histolégico presenta ruptura det epitelio superficial y
presencia de infiltrado de células inflamatorias, como leucocitos
pelimoifonucleares  Las alteraciones permanecieron atin a las 72 horas de
haber retirado el etanol y todas estas caracteristicas fueron reproducibles en
este estudio

La administracién de lansoprazole a los animales gue recibieron etanol
indujo un alivio en las anormalidades histologicas de la mucosa gastrica, como
la disminucidn en la degeneracion del epitelio superficial y la presencia de
infiltrado inflamatoric.

Ei desarrollo de la gastritis se caracteriza por una alteracién en la
composicion lipidica de la mucosa gastrica la cual puede cambiar con
diferentes etiologias Nardone, et al. (1994) reportaron que en una gastritis en
humanos se disminuye el nivel de FE y de Fl, y se eleva la FC, y que en una
infeccién con H. pylori, disminuyen FE y FC Mosnier, et al, (1993) reportaron
gue la administracion de etanol a ratas aumenta el nivel de FE en estdmagos
ulcerosos; sin embargo, Slomiany, et al, {1975) habian reportado que los

estomagos ulcerosos de rata presentan una disminucion de FE Hernandez-
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Munoz y Montiel-Ruiz (1996) reportaron un modelo de gastritis alcohdlica en
ratas con un aumento en el nivel de FE y de FS y una disminucidon en Fl y FC

En el presente estudio, las membranas plasmaticas aisladas de la mucosa
gastrica de ratas a las que se les administré etanol, no presentaron cambios
significativos en la determinacién de fosfolipidos individuales a tiempos
tempranos, sin embargo, se puede observar un aumento en el nivel de FE (48
horas) que indica que hay una disminucién en la fluidez de fa membrana, ya
que se considera que FE es un fosfolipido que favorece la rigidez de la
membrana y se ha reportado que el etanol induce el aumento de este
fosfolipido (Mosnier, et al., 1993), esto se refleja en la disminucion de la
relacion FC/FE. Estos datos coinciden con los reportados por Hernandez-
Mufoz y Montiel-Ruiz (1996).

Una menor elevacién de FE, y por lo tanto un aumento en la relacidn
FC/FE (48 horas) en los animales que recibieron lansoprazole, sugiere que
este I1BP incrementa Ia fluidez de la membrana que se ve disminuida con el
dafio gastrico Este efecto del lansoprazole también se ohserva en los animales
sanos.

El colesterol estd Iocalizado preferentemente en fa membrana
plasmatica; de hecho, |a rigidez de esta membrana se incrementa cuando el
contenido de colesterol aumenta {Voetker, 1891) Se ha reportado que el dafio
a la mucosa gastrica produce un aumento en el nivel de calesterol de las
membranas plasmaticas y de la relacién colesteral. fosfolipidos Esta relacion
también afecta ia fluidez de las membranas y se incrementa cuando la
permeabilidad membranal estd alterada (Hernandez-Mufioz y Montiel-Ruiz,
1996, Slomiany, et al, 1975).

La disminucidn en la relacién FCG/FE producida por el etancl coincide
con un aumento en el nivel de colesterol y en |a relacion colesterol:fesfolipidos,
lo gque sugiere un aumento en Ia rigidez de las membranas plasmaticas.

A pesar de que el lansoprazole presenta un aumento en el nivel de
colesterol a tiempos tempranos éste se revierte desde las 48 horas, efecto que
también se ve reflejado en la relacién colesterolfosfolipidos y en un aumento

progresivo de la relacién FC/FE, lo que sugiere que ef compuesto es capaz de
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corregir las alteraciones producidas en la composicidn lipidica de las
membranas plasmaticas

La administracion de lansoprazole a animales sanos no produjo cambios
importantes en el nivel de colesterol ni el la relacion cotesterol fosfolipidos.

La enzima 5'-nuclectidasa se localiza principalmente del lado externo de
ia membrana plasmatica y se ha utilizado como marcadora de ésta {Thompson,
et al,, 1987). La actividad de esta enzima puede estimularse cuando aumenta
ta fluidez de {a bicapa, y este aumento en la actividad puede deberse a un
incremento en la flexibilidad conformaciconal de la enzima. Sin embargo, la 5'-
nucleotidasa fambién requiere de una rigidez minima de la membrana
plasmatica, por lo que, si se continla el incremento en [a fluidez de la
membrana, se induce una inhibicion progresiva de la actividad enzimatica
(Gordon, et al. 1980).

La actividad de la S'-nucleotidasa depende de fosfolipidos especificos
como Fl, el cual parece intervenir en la unidén de la enzima a la membrana
plasmatica {Merisko, et.al , 1981; Thompsan, et al., 1987) La actividad de esta
enzima también se ve disminuida por el aumento en el nivel de colesterol
(Daveloose, et al., 1993, Hernandez-Mufioz y Montiel Ruiz, 1996).

En este estudio se observd que la actividad de la enzima se redujo en
animales con gastritis v se normalizd a tiempos tardios La disminucidn
significativa de la actividad, coincide con un aumento en otros parametros de
fluidez como la relacion colesterol-fosfolipidos.

Los animales a los que se les administrd etanol y lansoprazole,
presentaron un pico de actividad a las 48 horas, significativo contra los
animales con gastritis y contra los controles, este comportamiento es similar al
de la ranitidina, reportado por Hernandez-Mufioz vy Montiel-Ruiz (1998) vy
coincide con una reduccion en la relacion colesterol: fosfolipidos

Se considera que la lipoperoxidacion de los acidos grasos poliinsaturados
es una caracteristica de dafo celular, y puede ocurrir por una sobreproduccion
de radicales iibres o por la deficiencia de los mecanismos de defensa (glutation,

superoxido dismutasa, efc ) (Slater, 1984; Aguilar-Delfin, et al , 1996.)
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Se ha reportado que los radicales libres de oxigeno estan involucrados
en el dafio a la mucosa gastrica (Pihan, et al., 1987). Aunque el mecanismo
exacto de formacidn de radicales libres todavia no se conoce, los radicales
superdxido e hidroxilo intervienen en la etapa inicial del desarrollo del dario
gastrico inducido por etanoi (Szelenyi Y Brune, 1988, Yoshikawa, et al |, 1897).

Herméndez- Mufioz, et al, (2000} reportaron que durante &l dafio
cronico con etanol, los parametros indicativos de estrés oxidativo (TBARS) se
incrementan de manera importante, lo que sugiere gue el estrés oxidativo toma
lugar durante la generacidn del dafio a la mucosa gastrica. Sin embargo,
también observaron que la regeneracion del epitelio superficial que ocurre al
retirar el etanol, se acompafia por un aumenio en la lipoperoxidacion de las
mambranas piasmaticas. Este incremento se asocia con la restauracion de ia
mucosa gastrica dafiada debido a que la elevacion en los niveles de TBARS
coincidid con la actividad maxima de timidin-cinasa, lo que sugiere una
relacién directa y significativa entre el nivel de lipoperoxidacién y la magnitud
de proliferacion celular. Esta relacion se presenta de una manera muy similar a
la encontrada en otro modelo de proliferacion celular que ocurre durante la
regeneracidn hepatica (Hernandez-Mufoz, et al, 2000; Aguilar-Delfin, et
al ,1996)

En el presente estudio, fa administracién de etanol aumentd
significativamente e! nivel de flipoperoxidacion desde tiempos tempranos,
alcanzando un pico a las 72 hotas posteriores al retiro del tratamiento El
aumento en la proporcion de lipoperoxidacién en animales con gastritis,
coincidio con ia actividad maxima de TK en la mucosa gastrica, una enzima
determinante en la sintesis de DNA y considerada como un marcador de
proliferacion celutar confiable. Estos datos coinciden con lo reportado por
Hernandez-Mufioz, et al (2000) y, podria sugerir que un nivel de
lipoperoxidacion inducido en la recuperacion de la gastritis favorece la
profiferacion celular, debido a que, existe evidencia que indica que los radicales
de oxigeno pueden actuar como segundos mensajeros para activar factores
transcripcionales, y que estos factores de transcripcion son activados in vifro

por productos de la lipoperoxidacion (Hernandez-Mufioz, et al., 1997)
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La administracion de lansoprazole a ratas sujetas al dafo gastrico, cambid
significativamente el perfil de lipoperoxidacion al disminuir el nivel de TBARS
durante todo ef tiempo de estudio {Graf4) Ademas de desplazar la elevacion
de TK hacia las 24 horas de tratamiento, presentando un comportamiento
profiferativo similar al de la cimetidina (Hernandez-Mufoz, datos no
publicados)

La regeneracion de las células de la superficie ocurre como resuifado de
la migracion de las células epiteliales de las gldndulas gastricas, lo que sugiere
que se requiere de la lamina basal nc dafiada para mejorar la mucosa
exitosamente, de aqui se propone gque los agentes benéficos no sclamente
proporcionan proteccion a la mucosa gastrica sino que también permiten una
reconstitucidn de la misma y pueden presentar diferentes mecanismos para la
proteccion de la mucosa gastrica (Hermandez-Mufioz, et al., 2000).

Los mecanismos propuestos para los efectos de citoproteccion atribuidos
a algunos otros agentes, incluyen la estimulacién de secrecién de mucus,
secrecién alcalina y, sintesis DNA Esto (ltimo, apoya la aseveracion de que la
proliferacidn celular es un factor importante en l!a recuperacidn del dafio
gastrico De hecho las células de la supetficie gastrica son de vida corta, con
un continuo progeso de restitucion para reparar los defectos en el sitio de
exfoliacion celular {Isenberg, 1985) La inhibicion del &cido es un factor
importante en el mecanismo de proteccion del lansoprazole Sin embargo,
podrian estar involucrados otros factores adicicnales a los cambios de pH en el
mecanisme de accidn de este compuesto,

La mucosa gastrica es un tejido que requiere de una elevada actividad
metabolica bajo condiciones basales y de estimulacion, por lo que necesita de
una gran cantidad de energia para mantener sus funciones, especiaimente la
secrecion acida, actividad dependiente de la ATPasa H'-K' La oxidacion de
glucesa ha sido considerado como el sustrato mas eficiente para proporcionar
esta energia (Fryklund, et ai ,1990; Shaw, et al, 198%; Sernka y Harris, 1972)

Se ha demastrado que el dafio gastrico inducido a través de un shock
hemorragico ¢ de la exposicin del epitelio a etanol al 50% reduce la energia

metabdlica debido a la reduccion de la fosforilacion oxidativa que puede estar
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relacionada con la hipoxia en el tejide (Menguy, et al.,1974) Debido al alto
requerimiento energético de la mucosa gastrica, un déficit de energia inducido
por agentes nocivos podria ser responsable de su efecto. Estas alteraciones no
son tan severas cuando el dano gastrico se induce con aspirina ¢ con etanol a
menores concentracienes. Sin embargo, se ha re.portado que en experimentos
in vitro y en dafios agudos se produce una disminucidn de ATP, lo que sugiere
ta desviacion del metabolismo oxidativo hacia vias sintéticas de precursores de
DNA  (Via de las pentosas) mas que a la produccidn de energia {(Victor, &t
al 1985, Orwell, et al., 1977).

La glucosa se ha considerado el principal sustrato para el metabolismo
oxidativo de la mucosa gastrica de rata debido a su eficiencia para mantener la
secrecion acida, de hecho, se ha propuesto que la energia producida en la
mucosa gastrica se utiliza principalmente para la produccion de acido
clorhidrico. De esta manera fa oxidacion de glucosa se ha considerado como
un indicador de actividad secretoria (Sach y Shin, 1995; Fryklund, et al ,1990 }
y en el presente estudio, la oxidacion de JU-""C] glucosa refleja la generacion
de ATP para la activacion de la ATPasa H'-K' Ademas, se fienen resultados
gue muestran gue la administraciéon subcrénica de etanol, aumenta la
secrecion acida determinada por la acumulacién de aminopirina (Hernandez-
Rincon, datos no publicados).

En el presente estudio, el aumento en la oxidacion de [U-"C] glucosa
en los animales con dafio gastrico parece estar relacionado con un incremento
en la demanda de energia metabdlica por |a actividad de la ATPasa H™-K" vy el
estado de hipersecrecion en el que se encuentra la mucosa gastrica

En animales a los que se les administréd lansoprazole el nivel de oxidacion
de [U-"C] glucosa aumentd significativamente a tiempos tempranos
probablemente debido a que ia glucosa se esta utilizando para la activacion de
bombas ATPasa H'-K" como respuesta compensatoria a la inhibicién con
lansoprazole. Este valor se narmalizd mas tempranamente que en ! grupo que
no recibid el [BP. ta disminucion que se presentd a las 72 horas, se puede
atribuir a la inhibicién de la secrecién acida a través del blogueo de la H™-K”

ATPasa que es mas efectiva en un medio acido generado por el dafio gastrico
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Be agquf que, en el grupo de animales sanos que recibid lansoprazole no se
presenis una disminucidn en el nivel de oxidacion tan evidente.

En animales sanos que recibieron lansoprazole el metabolismo de [U-'*C]
glucosa presentd un  aumento significative a  tiempos tempranos,
probablemente debido a que se activan bombas ATPasa H™-K' citostiicas
como respuesta compensatoria de las bombas inhibidas por el lansoprazole
Conforme va aumentando el numero de deosis de lansoprazole, se reduce la
secrecion acida y el recambio de las bombas es mas lento, probabiemente
comgo consecuencia un aumento en el ndmero de bombas blogueadas por el
lansoprazele, por lo gue se requiere menos energia para la secrecidn (Sach y
Shin, 1995). Esta posibilidad podria explicar ia normalizacidn del metabolismo
de glucosa al no requerir ATP para la secrecion acida por la reduccién de la
conversion del lansoprazole a sus metabolitos activos en un ambiente menos
acido (Barradell, et al , 1992).

El incremento en |a via de las penteosas puede estar relacionado con la
restauracion del glutatién reducide y con la sintesis de deoxiribonuclectidos
para estimular la replicacién celular. Debido a que ambos procesos requieren
NADPH, esto favoreceria el flujo de glucosa hacia la via de las pentosas E
aumento de esta via también se ha encontrado en etapas tempranas de fibrosis

hepatica (Hernandez-Murioz, et al 1997)
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CONCLUSION

En este modelo, la administracidon de etanol en ratas produce un perfil histoldgico
de gastritis con diferentes alteraciones a nivel de membrana plasmatica:
disminucion de la actividad de 5-nuclectidasa, aumento en los niveles de
colesterol y lipoperoxidacién, asi comao en la relacion colesterol:fosfolipidas

Al retirar el agente nocive, se presenta una fase de recuperacidén donde se
revierfen estas alleraciones y, que se acompafa de la regeneracion de la
superficie del epitelic de la mucosa gastrica y de cambios en el metabolismo
oxidativo de glucaosa,

El lansoprazole acelera {a reversion de las alteraciones producidas en la
mucosa gastrica al disminuir el infiltrado inflamatorio desde tiempos tempranos de
su administracion. Normaliza la relacion colesterol-fosfolipidos v la actividad de [a
enzima 5'-nucleotidasa. También reduce el indice de lipoperoxidacién, efecto que
correlaciona con la restauracién del microambiente lipidico

El lansoprazole disminuye la oxidacién total de glucosa, esto podria
atribuirse a la inhibicion de la secrecion acida a través del bloqueo de la ATPasa
H' K"

El lansoprazole aumenta la contribucién de la via de las peniosas al
metabolismo de glucosa, esto probablemente este relacionado con la restauracion
de sistemas antioxidantes enddgenos y con la proliferacién compensatoria del
epitelio superficial de la mucosa géstrica.

En conclusion, el lansoprazole, un inhibidor de la bomba de protones,
corrige fas alteraciones estructurales y funcionales generadas durante la
instalacion de una gastritis alcohdlica Y su efecto puede estar refacionado con un
estimulo de la regeneracion de la mucosa gastrica y favorecer al proceso de

recuperacién del dafio gastrico



ANEXQO

Cortes histologicos de mucosa gastrica de ratas que recibieron
etanol y tratadas con lansoprazole
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Al retirar el etanol se observa |a presencia de infiltrado de leucocitos
polimorfonucleares (PMN) y la ruptura de células superficiales.

s TR -y

el
s o
| pALLA DB ORIGEN |

il
s AR
A oy TS

14



A las 24 hrs de retirar el etancl se empieza a ver la restauracian del epitelio
superficial, sin embargo, a las 72 hrs de recuperacién contindia la presencia de
PMN.
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La administracién de lansoprazole redujo de manera importante el infiltrado de
PMN desde las 24 hrs de tratamiento.
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La administracion de lansoprazole reduce de manera importante las

anormalidades histologicas de la mucosa gastrica producidas por etanal y
adelanta la recuperacioén del epitelio superiicial
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