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GLOSARIO 

Aminópirina: base débil capaz de ingresar a la célula oxíntica y de protonarse en 
presencia de hidrogeniones, quedando atrapada en el canalículo secretor. 

Antro gástrico: región anatómica del estómago, que constituye la porción más caudal del 
mismo. La mucosa gástrica que lo recubre difiere histológica y funcionalmente, delfundus 
y el corpus gástrico. 

Barrera mucosa gástrica: término que agrupa a todos los elementos preepiteliales, 
epiteliales y postepiteliales, tanto estructurales como funcionales, que impiden la 
retrodifusión de hidrogeniones, desde el lumen hacia la mucosa gástrica, y la salida de Na+ 
desde las células epiteliales hacia el lumen gástrico. Entre estos elementos, se encuentran: 
las células epiteliales, la capa fosfolipídica, la barrera mucus-bicarbonato y otros. 

Carbacol: análogo sintético de la acetilcolina y agonista de los receptores muscarínicos 
M 3 (colinérgicos) en las células oxínticas. Su mecanismo de acción involucra el aumento 
en la concentración citosólica de Ca2 + libre. 

Cimctidina: antagonista compet1t1vo de la histamina, con efecto inhibitorio sobre. los 
receptores histaminérgicos de tipo 2, predominantes en la célula oxíntica. 

Colccistocinina: hormona producida por células especiales del epitelio intestinal, con 
funciones reguladoras sobre la producción y secreción de bilis. Tiene similitud estructural 
con la gastrina. · 

Corpus gástrico: región anatómica del· estómago? ~~e consÍituye/)a _may~~ parte·. del 
mismo. Limita, en sentido cefálico,. con. el. fündus y,. en; sentido:Ccaüdal;0con ;el ;antro 
gástrico. La mucosa gástrica que lo recubre, es histológica" y· fullé:iónálménfo similar a la 
delfi1ndus. · · · .. · ·· · · " ·· · " · ···· · ·· · · 

Ex vivo: término que se refiere a preparaciones __ de ó~ganoso ~~~~~s~"u~~Cl~~~~etÍ~os a 
ensayo fuera del organismo de origen, pero preservando la;integrldad}y conexiones de sus 
principales elementos vasculares y nerviosos: · · · .... .. · · ·· .. .. · · · · ....... 

Fundos gástrico: región anatómica del estómago, ···ubicada por encima de una: línea 
horizontal imaginaria trazada a la altura del cardias o esfinter esofágico inferior. En los 
roedores, el fundus está ocupado por el proventriculo, el cual no cumple". fúflción 
secretoria. 

Gavajc: administración de alimentos o medicamentos mediante sonda buco-esófago­
gástrica. 

Hiamina: base líquida utilizada para atrapar C02 en experimentos metabólicos, a fin de 
permitir la recolección del C02 radiactivo en una fase líquida, pudiendo así cuantificarlo 
en un contador de centelleo. 
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Histamina: derivado aminoacídico, formado por la decarboxilación de la histidina. Goza 
de propiedades paracrinas, es un importante mediador de las respuestas alérgicas e 
inflamatorias y un potente secretagogo gástrico, por su efecto agonista de los receptores 
histaminérgicos tipo 2 en la célula parietal y por su capacidad adicional para estimular a la 
célula productora de gastrina. Es producido por las células cebadas en la mayoría de los 
tejidos y, en la mucosa gástrica, por las células ECL. 

IonóCoro de calcio: molécula que facilita el transporte de Ca2+ a través de las men~branas 
biológicas. 

Lipoato: cofactor imprescindible. para la. acción de. la dihydrolipoil transacetilasa (E2 ), 

segunda enzima del complejo multienzimático piruvato des_hidrogemisa. 
- . -- -·-· ' ' 

Muscarínico: tipo de receptores que responde~ a .la muscari~a, aÍcáloide con propiedades 
similares a las de la acetilcolina. -· ... ' 

Muscularis mucosac: delgada capa muscular, incluida en la'Iáffiiit~ p~C::,pfri:_ .. de la mucosa 
gástrica. __ :'', 

Sacarosa: disacárido formado por la unión de una molécula de gld~~~i·.ti.:~a·~~ f~ctosa. 
Por lo general, las células normales son impermeables a este az_úcar;.De allí¡que ,la ,1 ~C­
sacarosa pueda ser utilizada para determinaciones del volumen ·_dé 'agua\extracelular e, 
indirectamente, del volumen de agua intracelular. ·• ·'F "· •. 

,• .\',~] --

Omcprazolc: derivado imidazólico con propiedades inhibitéirias ·.ele ia· bo!Tiba ele pr()tones, 
por lo que es considerado un potente antisecretorio gástric(:)·.: .;:' -~~>~ '•. -:_::,: ·•·i;·· · · -- · - ·· · 

Sccrctagogo gástrico: compuesto químico capaz de estÍfri.u~~~ ¡;¡•:g~cfe;;fon' á¿fé:Í~ gáStrica:, 
al actuar sobre la célula oxíntica. •,•--- -,, __ ,, --.:; ···' · 

Tcofilina: compuesto químico de la familia de l~-~anÚna~;.que tie~e I~ pr()piedad de 
inhibir la fosfodiesterasa del AMPc en la céfüla·oxíñtiéa:A'iravés'de'esté-meéánismo, 
propicia la elevación en la concentración intracelular de AMP~- y la•estimulación de la 
secreción ácida. - · ' 
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LISTA DE ABREVIATURAS 

ADP: adenosina difosfato 

AMPc: Adenosina rnonofosfato cíclico 

A TP: Adenosina tri fosfato 

BAPTA-AM: éster acetoxirnetil del ácido 1,2-bis (2-arninofenoxi) etano-N, N, N', 

Ca2+: calcio 

c1-: cloruro. 

CoA: coenzima A 

C02: anhídrido carbÓ~ico,-

DCIP: 2,6-diclorofedó1.:.iiídc)f"enol 

DCIPH2: 2,6-diclor~f~nol~inclofenol, reducido 

DHAP: dihidroxiacetc)íl~.fosf~to 
DMSO: dimetilsulfÓ,Úd.o. 

ECL: Enterochroináfin like cells. 

EDT A: ácido etilen diarnino tefraacético 

EE: error estáDdar 

[N' -tetraacético 

EGTA: ácido etileffglicol-bis (f3-arninoetil eter)-N, N, N', N'-tetraacético 

FAD: flavín adenín dinucleótido 

FADH2 : flavín adenín dinucleótido, reducido 

FCE: factor de crecimiento epidérmico 

F6P: fructosa 6-fosfato 

GAP: gliceraldehido fosfato 

G6P: glucosa 6-fosfato 

G6P-DH: glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 

u+: hidrogeniones 

HCI: ácido clorhídrico. 

HEPES: ácido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-etanosulfónico 

H 2 : receptor histarninérgico tipo 2. 

IP3 : inositol trifosfato. 

1-IPLC: cromatografía líquida de alta resolución. 
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Q02: consumo de oxígeno 

LaCl3 : Cloruro de lantano. 

MgCh: Cloruro de magnesio. 

MOPS: ácido 3~b;¡~l11orroÚno propanosulf"ónico]. 

Na+: ión sodio~: 

NAD+: rii.;Citiri~ida <ld.;nina dinu.;leÓi.ido. 

NADH: ni~oti~~ida adetiina diÍluCJ~ÓtÍdo, .reducido. 

NADP+: nicotirt~ida adenina dinuci'eótl.~o fosfato 

NADPH: nicotinarnida adenina dinucleótido fosfato, reducido. 

PGE: prostaglandina E. 

P 1: fosfato inorgánico 

PMS: fonazina metosulfato 

PMSH2 : fonazina metosulf"ato, reducida 

PPO: 2,5-difeniloxazol. 

TES: ácido N-tris (hidroximetil) metil-2-aminoetanosulf"ónico 

TMDP: N, N, N', N' - tetrametil - p - fenilenediamina 
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La integridad de la mucosa gástrica es el resultado del equilibrio entre los 

factores agresivos"y los mecanismos de defensa. Al etanol se le reconoce como 

un agente agr~sivo para la mucosa gástrica. No obstante, su mecanismo de 

patogenicidad'""né:í ha sido del todo dilucidado, aunque se ha sugerido la 

participaCióridél ,Ca2"'."é~omo mediador intracelular de la lesión ind~~i~a. por etanol. 

En €l1 pre~;~~if ~~iudio se investigaron las posibles ·• alter~cÍC>r1es-en el 

metabolisrri~ 6:xi~-~~i~-~ de la glucosa y en la actividad secretC>riCl-ácidCl·~ y el Japel 

que el ca2+.'p68~i~'júg~r co.mo mediador de tales perturbacio~'E!s,:·~n\laTucc:isa 
gástrica de·~at~s ci(ó~icamente tratadas con etanol. S~ utillzó.un·~o"de1é:l de)esión 

gástrica cró"rl{cia'irlducicla por la administración de etanol in vivo en ratasf~n el 

cual se h~ri ·ci~i~~t~~~ ··previamente, alteraciones en la membrana pla~.:r;ática e 

inducciÓ~ de;'; I~ -~~b'iÍieración celular, luego de retirar el etanol. Los ~e~~liados 
obtenidos reveláror{• que la oxidación de la glucosa. el consumo de 0 2 Y. la 

secreción · - C:tii··. ·. H·~1;: '"·aumentaron significativamente en la mucosa gástrica 

proveniente cle~-ráici';;·tratadas con etanol. Adicionalmente, cambios morfológicos . ' ' -'· . ., ._,,~ - ' ,,.· · .. ··-· . ~ 

compatibles"••·c;c,·¡.;·;''ún estado secretorio activo, predominaron en las células 

oxlnticas de I~· ni"G66s'a gástrica tratada con etanol. El acoplamiento metabolismo­

secreción s~ : etici¿~ció mediante la inhibición metabólica inducida por el 

omeprazole, · ~n~;;i;:¡flibidor de la ATPasa de H+-K+. La estimulación del 

metabolismo se asoció a un incremento en el ATP y NADP+ tisular, mientras que 

la relación lactato/piruvato, no se modificó por el tratamiento con etanol. Los 

efectos secretorios y metabólicos inducidos por el etanol se inhibieron por la 

adición de quelantes del Ca2 +. La oxidación de glucosa también fue inhibida por el 

bloqueador de los canales de Ca2
+, LaCl3 • El carbacol, un secretagogo gástrico 

que actúa vía Ca2 +, no estimuló ni la oxidación de la glucosa ni la secreción ácida 

en la mucosa gástrica lesionada por el etanol. La captación de 45Ca2 + y el 

contenido de Ca2
• total en las fracciones citosólica y mitocondrial, aumentaron 

significativamente por el tratamiento con etanol. En conclusión, los cambios en Ja 

homeostasis del Ca2
•, probablemente inducidos por el ingreso de Ca2 • desde el 

medio extracelular, parecen mediar los efectos de estimulación metabólica y 
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secretoria inducidos por la exposición crónica in vivo de la mucosa gástrica al 

etanol. 

ABSTRACT 

The. integrity. of · the gastric mucosa is dependent on the balance between 

noxious a~entsand defensive mechanisms. Ethanol has been recognizec(like an 

exogenoi.Ís· aggressive factor far the gastric mucosa. In spite of the: •f¡;¡ct';th~t its 

mechanism ()f patogenicity has not been totally elucidated, a role of Ca2 + as a 

mediator of U1e ethanol-induced injury has been postulated. Therei6'rE!'. the 

present_study explored possible changes in the glucose oxidative meta!JCili~rrl and 

acid se~retory activity, and the possible role that Ca2 + might play in mEldiating such 

distur~ances, in the rat gastric mucosa chronically ethanol-treated
0 

i,;\~Jv¡; __ These 

parameters were investigated in a model of ethanol-induced chroni~· gastricirljury 

in rats. characterized by marked alterations in plasma membrarl~~-'trciri;:9astric 
muco~a and a compensatory cell proliferation, which follows E!tt1'.3~61';;.,ithd~awal. 
The results revealed that glucose oxidation, 02 consumpti~~ ~~~FH61 ~~~;~tion, 
were significantly increased in the ethanol-injured gastric mucosa. Additionally, 

morpho16gi~~1- changes observed by electron microscopy, suggested . a 

predomi~'3ti~g secretory status in the oxyntic cells of gastric mucosa from ethanol­

treated. rats> The coupling metabolism-secretion was demonstrated by the 

metabolic inhibition induced by omeprazole, a proton pump blocker. Enhanced 

glucose and oxygen consumptions were associated with higher ATP and NADP+ 

tissue ·• leve Is, whereas cytosolic lactate/pyruvate ratio was not significantly 

modified by the chronic ethanol administration. Secretory and metabolic effects 

induced by ethanol, were also diminished by addition of Ca2
+ chelators. The LaCl3 , 

a Ca2
• channel blocker, also inhibited ethanol-promoted increase of oxidative 

metabolism. In addition, a stimulated Ca2
+ uptake by mucosal minces and 

increased in vivo Ca2
+ levels in cytosolic and mitochondrial fractions, were also 

detected. In conclusion, changes in Ca2
+ homeostasis, n:iainly due to increased 

extracellular Ca2
• uptake, could mediate secretory and metabolic disturbances 

found in the gastric mucosa from rats chronically treated with ethanol. 
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INTRODUCCIÓN 

Desde hace más de tres décadas, se han estudiado los posibles mecanismos 

de lesión inducidos por agentes externos en la mucosa gástrica. El etanol reviste 

un interes' ~speC:ial,. debido a los crecientes índices de· hábito alcohólico que se 

registran en P.mé;ica Latina y a nivel mundial (86), y a las numerosas 

enfermedades;' é!Ígestivas. que de éste se derivan (83, 86). No obstante, el 
',.;;,~ - ~'.\., ~ ·"·~ :·~· .... ; . . :,:...:.·: " 

conocimientoáctuai'sobre la patogénesis de las gastritis y las úlceras gástricas de 
- . - --~~:;'"~) ~.~::~.~~~;,~-L,;;, f.: ... '! 

etiología alci:>hólica;'aúri es insuficiente y esto se debe en parte al amplio espectro 
"" ••. ' '--'~ -~· ;.'.~ . .:_: 7'·. -.~::,, ;_ -

de perturt:Ji,;'C:iC;;;i~~·l'lícirtolÓgicas y funcionales que este agente parece ocasionar. 

Con el ~·re~~~t~ ·.:trabajo se pretende contribuir al conocimiento de los 
~- ·~,;. -... -

me can is m ?s 'c:l,e,. le.sión . inducidos por el etanol en la mucosa gástrica, 

especificament~'~n-lo ~ue se refiere al metabolismo oxidativo de la glucosa, la 
.. ) :· ".;·~:- !: _·--.,··:'. <· ;: .. -.~ 

función secretaria· éclcÍa yla- homeostasis del Ca2
+. Asimismo, se describirá el 

posible papel ~t;!1t~~i.;.s 2~~(:, mediador de las perturbaciones metabólicas y 

secretorias. Cabe . señ.alar que el etanol se administró crónicamente in vivo, 

mientras que la-s ·d~~~rminaciones morfológicas y funcionales se practicaron in 

vitro, luego de haber retirado el etanol y cuando ya sus niveles sanguíneos y 

tisulares se consideran insuficientes para generar reacciones agudas. Por lo 

tanto, los efectos aquí descritos se refieren a las alteraciones inducidas por la 

exposición crónica al etanol, aspecto en el cual la información científica actual es 

particularmente escasa. 



A continuación, se presentan aspectos generales acerca de la morfología y 

funciones .deJa mucosa~gástr_iéa, asLcomo los antecedentes bibliográficos más 

relevantes, a fin c:Íe facilitar la comprensión del problema investigado. 

l. Aspectos morfológicos y funcionales de la mucosa gástrica. 

1.1 La mucosa gástrica de los mamíferos. Características generales. 

La mucosa gástrica es la capa del tubo digestivo que recubre 

internamente el estómago y consta de: 1) un epitelio cilíndrico simple, que se 

invagina y especializa para formar glándulas, 2) una lámina propia de tejido 

conectivo, y· 3) la muscularis mucosae. La mucosa gástrica de los mamíferos 

consta de dos regiones principales con características histológicas y funcionales 

diferentes: la región de las glándulas gástricas (correspondiente al fundus y 

cofPUS gá~frÍ~C>):y l~,rEigiÓnÚj~ las. glándulas pilóricas (correspondiente al ántro 

gástrico) (FÍg;/1 ): j ÉÍ"l~l.is' glándulas gástricas predominan tanto las células· 

oxínticas o;p~rietales>·~~~~¿ctoras de HCI y factor intrínseco, como las células 

prinéipales o zimogénícas productoras de pepsinógeno, precursor inactivo de la 

pepsina. En contraste, en las denominadas glándulas pilóricas predominan las 

células secretoras de mucus y las células "G", productoras de la hormona 

gastrina, potente secretagogo y factor trófico para la mucosa gástrica. Células 

epiteliales superficiales y del cuello (productoras de mucus), formas intermedias 

de diferenciación, maduración o degeneración celular y diversos tipos de células 

productoras de hormonas y péptidos paracrinos, son comunes a toda la mucosa 

gástrica, con variaciones en su densidad (43, 45). El estómago de las ratas, como 

el de otros roedores, tiene una particularidad respecto al de los humanos: 
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una ,región que antecede al estómago glandular (proventrículo o 

"forestomach"), el cual ocupa el tercio superior del estómago y es considerada 

una región "no glandular". El proventrícuto no tiene equivalente en el humano Y 

su epitelio es semejante al del esófago, aunque su significado funcional no está 

claro (7). 

A 
e 

a 

Fig. 1 El estómago de los mamíCeros: Anatomía e histología.. A.. Regiones 

anatómicas. B. Elementos que confonnan la pared gástrica. C. Representación 

esquemática de una glándula gástrica. característica de) fandus: y corpus; gástrico (Wolfe y 

Soll. 1 .988) ( 101 ). 

La mucosa gástrica cumple funciones endocrinas. paracrinas y exocrinas. 

Entre sus productos endocrinos y paracñnos, figuran: la gastrina, la motilina, la 

histamina y la somatostatina, todos ellos con efectos reguladores sobre las 

funciones gastrointestinales. Por medio de su función exocrina, la mucosa 

gástrica produce el jugo gástrico, en cantidad de 1 a 2 litros por día. Sus más 



importantes constituyentes, son: H+, mucus, bicarbonato, pepsina y el factor 

intrínseco. indispensable para la.absorción intestinal de la vitamina 8 12• Algunas 

de las principales funciones del jugo' gástrico, derivan de su elevada acidez: su 

efecto antimicrobiano (evitariC:t'o'~ 1.~~~~Í;;nización anormal del tubo digestivo),. la 

conversión del pepsinógeno en pepsina (forma activa), la predigestión de algunos 
7 ._:./··,<..:~;<; .. ;::-::' ,_<--',_:_- ! ' 

alimento~< c~,njur;itame.11te con la pepsina y la estimulación del componente 
, - --- ·.•· \_.. ·, 

electrolitico,:C:t131as secreciones pancreática y biliar, cuando el contenido gástrico 

ácido· 11~~.;¡·;~¡: ~~::,~ene. Además del papel fisiológico del jugo gástrico, éste 
e'-~-,·:'•''.·:,: 

participa ·en los mecanismos de patogenicidad de la mucosa gástrica como 

agente· agresivo, cuando la hipersecreción ácida rebasa la capacidad 

citoprotectora de la mucosa (43). 

l ., La célula oxíntica. Morfología y función secretoria de HCI. 

El estómago humano normal contiene cerca de un billón de células 

oxinticas, las cuales producen HCI a una concentración de hasta 160 mEq/L, 

confiriéndole la acidez característica al jugo gástrico. Las células oxínticas tienen 

forma de cono truncado, con su base dirigida hacia la lámina propia (lado 

nutriente) y el ápice dirigido hacia el lumen gástrico (lado luminal). Poseen un 

núcleo central redondeado, citoplasma con abundantes mitocondrias, un profuso 

sistema de túbulo-vesículas y un canaliculo secretor cuya luz es casi virtual en 

estado de reposo y continua con el lumen gástrico (Fig. 2-A). En las membranas 

del sistema túbulo-vesicular de la célula oxintica no estimulada, se encuentran las 

llamadas "bombas de protones", enzimas responsables del mecanismo secretor 

de H+. Conocida también como ATPasa de H+-K+, la bomba de protones es una 

glucoproteína genéticamente relacionada con la familia de las ATPasas 
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fosforilantes transportadoras de ioneS, poseedora de una subunidad catalitiea a 

grande y una pequei\a subunidad p glucosilada (76) (Fig. 3-A). 

En las células oxínticas, la transición del estado de reposo al estado 

estimulado comprende cambios morfológicos y bioquímicos. desencadenadoS por 

la interacción de los secretagogos gástricos con sus receptores e~ficos- Uno 

de los cambios modológicos más significativos es la formación del canaliculo 

secretor dilatado y cubierto de micrOvellos, a partir de las membranas del sistema 

túbulo-vesicular (Fig. 2-B). El otro evento llamativo es la retocalización de las 

bombas de protones, las cuales pasan de las membranas túbulo-vesiculares al 

A e 

Fig. 2 Características Morf"ológicas de .. Célu .. Oxíntica. A. En estado de reposo: 

abundantes túbulo-vesiculas y un canalículo secretor cuya luz es casi virtual. B. En 

condiciones de estirnuJación: disminuye el número de túbuJo-vesiculas y se apr-ecia un 

canalícu1o secretor ensanchado. con microvellos en su superficie y en comunicación con el 

lwnen glandular. En ambas condiciones destacan: abundante número de nútocondrias y 

núcleo redondeado y claro. (Forte et al. 1.990) (25). 
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Fig. 3 La ATPasa de II"-ic+: Estructura y Función. A. Representación esquemática 

del heterodimero de la A TPasa de W-K ... en la membrana apical de la célula oxíntica. B. 

Para su activación, la ATPasa de W-K ... requiere una alta concentración de K ... en la luz del 

canaliculo secretor. A continuación, la enzima ejecuta el transporte de W en intercambio 

con K•'. La hidrólisis del ATP proporciona la energía para el transporte activo de W. 
(Sachs, 1.994) (76). 

espesor de la membrana canalicular, gracias al reordenamiento del citoesqueleto. 

Esto permite que una de las caras de la A TPasa gástrica quede expuesta al 

lumen canalicular y, la otra, al citoplasma celular (Fig. 3-B). Seguidamente, se 

activan conductancias para iones de K... y cr en la membrana canalicular y es el 

K+ del lumen, el elemento activador de la A TPasa gástrica. Esta enzima ejecuta el 

transporte activo de los H ... desde el interior de la célula oxíntica hacia la luz del 

canalículo secretor, en intercambio electroneutro con K ... , el cual reingresa a la 

célula. El gradiente que debe vencer la bomba de protones, es el originado por la 
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gran diferencia de concentración de H+ existente entre la luz del canalículo (un pH 

hasta< 1) y el medio intracelular (pH -.._7.1). La energia necesaria para vencer 

ese gradiente, procede de la·hidrólisis del ATP, cuyo principal proveedor es el 

metabolismo oxidativo (76) (Fig. 3,.B). 

l. 3 Regulación de lá'.Scc~cción Ácida Gástrica. 
' - j ,,.~·~-

Gracias a n¡jn'.ie~6~~i:;: investigaciones se ha podido demostrar que la 

célula oxintica pos_ee(recepÍ~res en la membrana basolateral, ·los cuales 

responden. a __ la . esti;.ri~l~6i6ri':_'po; .. agonistas específicos,·.· dando lugar. a· efectos 
~: :. ~;~_·, <}:':;'.;_:::.):~~;~~<::.;~~::·i:.(<~;:,~/\·;·<:_.. . .· . ..... .t, <'···:'.: -'' ''·. ::?:.-<: ' ' ' 

estimulantes.o in_hib_itorios de la secreción ácida. Tres receptores destinados a la 

estimulación de l~~ecr~ción á~Ída, han sido caracterizados hast~'~1fl','ci'.TI"~nto: los 

muscarinicos de tipo los histaminérgicos de 

-.• -~.·-,_··:!': • i;- •• · .• 

tipo ) H~ f~ . Íos de 

gastrina/colecistocinina de tipo B. Estos responden fÍsiológÍ;;;l3~erite: a los 

secretagogos acetilcolina. histamina y gastrina. respectivamente.: ·.'Y ;;cm b~paces 
de potenciar sus acciones entre si. Por otra parte, se ha~'id~~tifi~ado tres 

receptores de tipo inhibitorio para la célula oxintica: para el factor de crecimiento 

epidérmico, para la somatostatina y para la prostaglandina E (85) (Fig. 4). 

Los secretagogos gástricos actúan sobre sus receptores específicos, 

desencadenando una serie de eventos intracelulares sólo parcialmente 

conocidos, que darán lugar, finalmente, a la secreción de HCI. Así, la estimulación 

de los receptores muscarínicos o de los gastrinérgicos, por mediación de 

proteínas G ligadas a trifosfato de guanosina, activa a la fosfolipasa C, enzima 

localizada en el espesor de la membrana celular, la cual cataliza la formación de 

IP3 y DAG, a partir de la hidrólisis de fosfolípidos de membrana. El IP3 media la 

.--~---~------~--------------------------- -.... 
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liberación de Ca2 + desde el retículo. endoplasmático, dando lugar a la elevación 

del Ca2
+ libre citosólico;· Por'su parte, el DAG activa a la proteína cinasa C, una 

de cuyas funci;;·neii parece 'ser la fosforilación de proteínas que, probablemente, 

intervengan .en:·el/~él.rreglo del citoesqueleto para dar lugar a la conformación 

secretoria activa d~/1~ célula oxintica. De persistir el estimulo prosecretorio, al 

agotarse el Ca2
+ del reticulo endoplasmático, tendría lugar la apertura de canales 

para el ingreso de Ca2
+ desde el medio extracelular. Aunque este aspecto aún no 

ha sido del todo esclarecido en las células oxínticas, en cultivos de células 

superficiales 'de mucosa gástrica humana, se ha descrito que el ingreso de Ca2 + 

procedente 'del medio extracelular, ocurre a través de los llamados SOCC, o 

canales de.·(;~~-2.;\:>~erados desde los depósitos intracelulares (no dependientes de 

voltaje),· lo~~;C::·C~1E!;;/responden a la inhibición con LaC'3 (50). Este mecanismo, 
' ,·:,'e . ' ,.·,:~ .. 

denomiriado\"entrada · capacitativa de Ca2
+ sugiere que, una vez agotado el 

reservaría ;del Ca2t'iJE!1' retículo endoplasmático, se genera una señal que resulta 
-',;~:.::,¡/~-'°'-'e-~;~:- -,~.:;__~'.:._~,-;~ -

en la apertura de los SOCC de la membrana plasmática (50). Cabe señalar que la 

existencia de canales de Ca2
+ dependientes de voltaje, no ha podido ser 

demostrada en las células oxínticas. En resumen, el aumento en la concentración 

de Ca2
+ intracelular parece ser uno de los principales fenómenos que media la 

estimulación de la secreción ácida inducida por la acetilcolina y la gastrina, o sus 

equivalentes sintéticos, el carbacol y la pentagastrina (17, 85). 
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Fig .. 4 Regulación de la secreción ácida gástrica., La gastrina (células G). la histamina 

(células ECL) y la acetilcolina liberada por las terminales colinérgicas del Sistema 

Nervioso Central (SNC). ejercen efectos estimulantes directos sobre la célula parietal. La 

somatostatina (producida en las células D). es un inhibidor de la secreción ácida, tanto por 

su ef'ecto directo sobre la célula parietal, como por su capacidad para inhibir Ja liberación 

de gastrina e hist:amina. El Ca2
+ y el AMPc son los principales mensajeros intracelulares 

que median Jos estímulos secretorios (Soll y Berglindh. J .994) (85). 

Un mecanismo diferente parece estar presente en la estimulación del receptor H2 

por la histamina. Esta da lugar a la activación de la enzima adenilatociclasa 

de la membrana plasmática. aumentando así la concentración 

intracelular de AMPc_ Este. a su vez. se considera como el principal segundo 

mensajero involucrado en la estimulación de la actividad secretoria de la célula 

oxíntica por la histamina. a través de la activación de proteínas cinasas 
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dependientes de AMPc (probablemente involucradas en la fusión, tráfico y 

reciclaje~de_membranas), y en la estimulación de la expresión genética de la 

subunidact a de la ATPasa gástrica (46, 59, 91). Aun cuando la estimulación de 

cada tipo de receptor conlleve a la elevación preferencial del AMPc o del Ca2
+ 

en la cél~I~ parietal, se ha sugerido la existencia de sinergismo entre estos dos 

mensajeros celulares, como parece indicarlo la discreta pero necesaria elevación 

en el Ca2 + intracelular que acompaña a la estimulación de los receptores H 2 por la 

histamina, y el requerimiento de niveles basales suficientes de AMPc para que 

ocurra la estimulación por agentes colinérgicos o gastrina (54). 

Otros elementos que participan en la regulación paracrina y endocrina 

de la secred~~:·_d~·: HCI, son las células productoras de histamina en la mucosa 
··:--.--- ._., .. : ,,·_:··:_', 

gástrica, '- ccmocida,s : como ELC y las células G (productoras de gastrina), 
- . :,~::;.,· --~<'.~;-' , 

respectivame.nte:'-tLas ELC liberan histamina en respuesta a estimules 
/:: ':·.:· ::~:' :·'._,_:: >_::::,;:.>?.·:_, :_ ',\' .' 

específic.os,-:e'ntre; los cuales se encuentran los agonistas gastrina y acetilcolina. 

Por su ép~rt~.· i'~s--células G liberan gastrina, función estimulada por bombesina, 

acetilcoli'~~ _'y agentes 13-adrenérgicos. Tanto la liberación de histamina por las 

ELC_ como _la de gastrina por las células G, se inhiben por la somatostatina (Fig. 

4). Como puede verse, la regulación de la secreción ácida gástrica es compleja, y 

depende de la coordinación de muchos elementos, tanto morfológicos como 

bioquímicos (33). 

1-4 El Metabolismo Oxidativo en la Mucosa Gástrica. Regulación. 

La célula oxintica contiene mayor volumen de mitocondrias que 

cualquier otro tipo celular en los mamiferos, lo cual obedece a su intensa 
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actividad metabólica. En condiciones de estimulación, el ATP generado en las 

mitocondrias es utilizado principalmente para la secreción ácida (76). Diversos 

hallazgos parecen indicar que una actividad secretoria eficiente y prolongada sólo 

podría ocurrir en presencia de 0 2 • Por ejemplo, en las glándulas gástricas del 

conejo, la glucólisis anaeróbica sólo aportaría el 1 % del ATP proveni~i:ite del 

metabolismo oxidativo, el cual sustentaría tan sólo una pequeña fra·C:ci~'~·éle la 

actividad secretoria (38). En general, se considera que la actívaciÓ~·· de la 

glucólisís y, probablemente, de la oxidación de ácidos grasos en la célllla·.o);:íritica 

estimulada, pudiera estar dirigida principalmente a proveer· · sustratos 

mitocondríales (77). 

Un estrecho acoplamiento entre la secreción y el metaboli~m~ .•. 'parece 

estar presente en la mucosa gástrica normal. Parámetros tales como el consumo 

de 0 2 . . (002 ) · y la velocidad de oxidación de sustratos preferencia les en 

preparaciones in vitro, se aceptan como indicadores eficientes de la actividad 

secretora ácida, ya que reflejan adecuadamente el intenso metabolismo de la 

célula oxíntica. más que el de cualquier otro tipo de célula epitelial gástrica (6, 26, 

101). Así, en las glándulas gástricas de conejo se ha demostrado que el 90% de 

la oxidación de la glucosa se bloquea cuando se inhibe la secreción de HCI (26, 

38), mientras que en biopsias de mucosa gástrica de perro, la estimulación de la 

secreción de HCI por histamina provoca un aumento generalizado de las vias 

oxidatívas, consistentes con la producción de CO= a partir de la glucosa (77). 

Existen diferencias en cuanto a los sustratos metabólicos preferentemente 

oxidados en la mucosa gástrica de cada especie animal, en función de factores, 
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tales como: la permeabilidad celular para los sustratos, la existencia o no de 

_ tran_sportadores, la disponibilidad de sustratos endógenos o de cofactores para la_ 

actividad enzimática en diversas rutas metabólicas, etc., lo que se traduce en 

mayor o menor rendimiento energético para la secreción de HCI, a partir de un 

sustrato determinado. Asl, en la mucosa gástrica aislada de ratas, la glucosa es 

el sustrato que sustenta más eficientemente la actividad secretoria ácida y su 

oxidación coincide con un aumento significativo del consumo de oxigeno (80). En 

contraste, en las células parietales aisladas de ratas en ayuno, cuya reserva de 

sustratos endógenos es menor, la combinación de glucosa con hidroxibutirato, 

lactato y/o isoleucina da lugar a un mayor rendimiento en la actividad secretoria 

medida a través de la acumulación de aminopirina (81). En el perro, la glucosa y 

los intermediarios del ciclo de Krebs constituyen los sustratos más eficientemente 

oxidados (77). En las glándulas gástricas aisladas de conejo, varios carbohidratos 

y ácidos grasos son oxidados preferentemente, por su eficiencia para sustentar el 

proceso secretor (piruvato, lactato, butirato e hidroxibutirato); en ausencia de 

ácidos grasos y cetonas, la glucosa también es un sustrato eficiente, ya que el 

nivel de sustratos endógenos es pobre (38, 39). En la mucosa gástrica humana, la 

oxidación de carbohidratos, especialmente la glucosa, resultó ser la más 

adecuada para la secreción de ácido tanto en condiciones basales, como en el 

caso de la estimulación por histamina (15). Por otra parte, en la mucosa gástrica 

de anfibios, la oxidación de ácidos grasos de cadena corta y mediana, tanto de 

origen endógeno como exógeno, así como la del glucógeno endógeno, parece 

ser más eficiente que la de la glucosa y los intermediaras glucoliticos, para 

----------·-------- ---
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soportar energéticamente el proceso secretor ácido estimulado por la histamina o 

la teofilina (1, 14). 

Además de las variaciones dependientes de cada especie animal en cuanto 

al tipo de sustrato preferentemente oxidado, también los diversos estír[iulos 

secretorios pueden dar lugar a respuestas metabólicas diferentes. En efecto, la 

oxidación de sustratos se puede estimular no sólo a través de la demanda. 

energética impuesta por la actividad secretoria (relación ATP/ ADP + P1). sin_o por 

el efecto directo de los secretagogos, a través de sus mensajeros intracelulares 
- . . . . . 

específicos que modifican la actividad de algunas enzimas limitantes del. flujo 

metabólico (34). En los anfibios, los efectos secretorios inducidos por la te'.~fi;l;na y 

la histamina, la velocidad de degradación del glucógeno inducida por la teofilina y 

la oxidación de la glucosa y el piruvato estudiados in vitro, demostraron su 

dependencia de la disponibilidad de Ca2
+ extracelular (87). En las glándulas 

gástricas de conejo, la estimulación colinérgica de la secreción ácida se acopla 

fuertemente a la oxidación de la glucosa, la cual depende de la entrada de Ca2 + 

hacia las células. Aquí, el Ca2
+ regula las actividades de algunas 

deshidrogenasas mitocondriales que forman parte del Ciclo de Krebs (34). El 

papel directo del AMPc como regulador metabólico en la mucosa gástrica, 

también se ha estudiado. Este mensajero intracelular estimula la secreción ácida 

y el 002 en la mucosa gástrica de anfibios, pero la estimulación del Q02 puede 

ocurrir aún en ausencia de actividad secretoria, lo cual sugiere un efecto 

metabólico directo (1). En esta misma preparación, el AMPc aumentó también la 

actividad de fosforilasa y la glucógenolisis (2). 



Las observaciones anteriores sugieren 

función complejamente regulada, en virtud de: las variaciones en los sustratos 

preferentemente oxidados para sustentar la actividad secretoria en cada especie 

animal, la respuesta metabólica diferencial a la estimulación por los secretagogos 

gástricos y los diferentes blancos de regulación metabólica para cada mensajero 

intracelular. No obstante, el estrecho acoplamiento estímulo-secreción-

metabolismo se presenta como un elemento común a todos los hallazgos 

experimentales. 

1.5 Rutas Metabólicas para la Oxidación de la Glucosa. 

De los estudios metabólicos descritos anteriormente, se ha podido 

inferir la tendencia general en los mamíferos a oxidar con mayor eficiencia los 

carbohidratos, especialmente la glucosa y los intermediarios del ciclo de Krebs. 

Asimismo, el metabolismo mitocondrial constituirla la fuente energética 

fundamental para la secreción de ácido, mientras que los otros sustratos y rutas 

metabólicas aportarían intermediarios metabólicos al mismo. En tal sentido, la 

oxidación preferencial de la glucosa podría explicarse, al menos en parte, por su 

mayor'facilidad para ingresar a la célula, respecto a otros sustratos, tales como el 

píruvato. No obstante, existen dos excepciones para esta generalización: 1) la 

mucosa gástrica de anfibio, cuya deficiencia de lipoato parece explicar por qué la 

oxidación de ácidos grasos, tanto endógenos como exógenos, es la ruta oxidativa 

preferencial, y 2) la mucosa gástrica de ratas, preparación en la cual, según lo 

sugerido por Sernka et al., la vía de las pentosas es capaz de sustentar por sí 

misma la secreción ácida (80). Sin embargo, esta última consideración se ha 

puesto en duda, debido a las condiciones experimentales utilizadas y, en 
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particular, luego de que se descubriera que el mecanismo secretor de HCI es 

definitivamente dependiente de ATP. 

Por lo anteriormente expuesto, a los fines de comprender mejor el presente 

trabajo, se presentan algunas generalidades en relación con las principales vías 

oxidativas de la glucosa (98). 

1.5.1 La glucólisis. 

La glucólisis es la ruta mediante la cual la glucosa ~e convierte a 

piruvato, vía fructosa-1,6-difosfato, con generación de 2 moles de ATP por mol de 

sustrato oxidado. Esta vía metabólica juega un papel fundamental en el 

metabolismo energético, por proveer una porción significativa de la energía 

utilizada por la mayoría de los organismos y por preparar a la glucosa para la 

degradación oxidativa. Bajo condiciones aeróbicas, el piruvato generado es 

adicionalmente oxidado por el complejo enzimático de la piruvato 

deshidrogenasa, el ciclo de Krebs y la fosforilación oxidativa, hasta obtener C02 y 

H20 mientras que, bajo condiciones anaeróbicas, éste se convierte a lactato en el 

músculo y a etanol+ C02 en las levaduras. La glucosa entra en la mayoría de las 

células gracias a un transportador específico que la traslada desde el medio 

extracelular hacia el citosol, donde están localizadas las enzimas glucoliticas. La 

fórmula general para la glucólisis, es: 

Glucosa+ 2 NAD+ + 2 ADP +2 P,._ 2 NADH + '2 piruvato + 2 ATP + 2 H 20 + 4 H+ 

Bajo condiciones aeróbicas, la oxidación mitocondrial de cada NADH a NAD+, 

genera 3 ATP. Por lo tanto, en la glucólisis aeróbica, el NADH puede considerarse 
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como un componente de alta energía, mientras que en la glucólisis 

anaeróbica, esta energía libre de oxidación, es disipada como calor. En líneas 

generales, las enzimas que controlan más fuertemente la glucólisis, y que por lo 

tanto son limitantes de la velocidad del flujo metabólico a través de esta vía, son 

la hexocinasa y la fosfofructocinasa. No obstante, en la mucosa gástrica canina, 

el control máximo parece ejercerlo esta última (77). El control ejercido por esta 

enzima es de tipo alostérico, y la misma es estimulada por mediadores como el 

AMPc. e inhibida por ATP y citrato, entre otros (Fig. 5). 
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Fi&- 5 Rutas Metabólicas para la Oxidación de la Glucosa: La Glucólisis. Esta vía 

cataboliza la glucosa. generando A TP, NADH e intermediarios metabólicos que pueden 

ingresar a otras vías oxidativas. Nótese que los carbonos 1 ( D ) y 6 ( D ) de la glucosa, 

pasan a ocupar la posición del carbono 3 del GAP y de la DHAP y, en consecuencia, del 

piruvato CCJ). con igual oportunidad de liberarse en las subsecuentes decarboxilaciones del 

Ciclo de Krebs. 
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1.5.2 La Vía de las Pentosas. 

Esta vía, conocida también como la ruta del fosfogluconato, 

constituye una vía alternativa a la glucólisis. Su fórmula general, es: 

3 GSP + SNADP• + 3H20>----" 6NADPH+ SH• + 3C02 + 2F6P + GAP 

Las enzimas de la vía de las pentosas están localizadas en el citosol y, en 

general, constituyen una ruta destinada a proveer intermediarios metabólicos para 

c¡:H:10Po;- NAE;>PH <¡=H~ ... o e: o- NADPH 

I:' /T--<>~ ~,.. + H H _..<;'- , ~,o H ~-OH • '?',OH t:' H ..........._ ,_.,.;- C' H 'e=o '=:....... ~ -H .......oP• +H C=o 
e)~ H H H .. Ó~ OH H ~ -OH ............. _¿ • H- -OH • ~2 * Glucosa-6-fosfato *-Z 6-fosfoglucono -OH Fosf~gluconato H-?:OH 

H H deshidrogenasa H H lacto nasa zOPO,- desh1drogenasa ~20POt 
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Fig. 6 Rutas metabólicas pa.-. la ollidación de la glucosa: la Vía de las Pentosas. Esta 

ruta altemativa para la oxidación de la glucosa,, genera NADPH, C<h. Ribosa-5-fosmto, 

Fructosa-6-fosfuto y GAP (este último puede ingresar a la vía glucolítica). El único paso 

decarboxilativo de esta vía, implica la liberación del carbono 1 de la glucosa-6-fosfuto Q) 

previamente fhnnada en la vía glucolítica, a partir de la glucosa. 
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otras reacciones celulares, tales como: el aporte de ribosa para la síntesis de 

ácidos riuclE;?icos o el aporte de NADPH para la restauración del glutatión oxidado 

o para la síntesis de colesterol. A través de la vía de las pentosas, se 

libera el carbono 1 de la glucosa-6-fosfato, aunque un reciclaje del sustrato se 

asume que podrla dar lugar a su . oxida.ción total. Los metabolitos de la vía de 

las pentosas, luego de cumplir u~ . ci;;10·· degradativo completo, pueden derivar 

nuevamente hacia la glucólisis (Fig. 6). La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 

parece ser la enzima que ejerce el mayor control en la velocidad de esta vía y su 

actividad es principalmente regulada por la relación NADP+ /NADPH citoplásmica. 

1.5.3 EICiclo de Krebs. 

El Ciclo de los Ácidos Tricarboxilicos o Ciclo de Krebs, consiste 

en una serie de reacciones que oxidan el grupo acetilo del acetil-CoA a dos 

moléculas de' . .C02, de modo tal que la energía libre es conservada para su 

utilización bajo la forma de ATP (Fig. 7). La fórmula general, es: 
,. ,'.-'"-

3NAo+.:\. FAD.:..: GDP + P¡+ acetil-CoA_.3 NADH + FADH2 + GTP + CoA + 2C02 

Este _ciclo puede funcionar cataliticamente como una consecuencia de la 

regen_eración del oxaloacetato. El NADH y el FADH2 son productos vitales cuya 

reoxidación por el 0 2, por mediación de la cadena transportadora de electrones y 

la fosforilación oxidativa, completa la degradación de los sustratos metabólicos, 

de modo tal que genera síntesis de ATP. Clásicamente, las enzimas que 

controlan más fuertemente el flujo metabólico a través del Ciclo de Krebs, son la 

citrato sintetasa, la isocitrato deshidrogenasa y la a-cetoglutarato deshidrogenasa,­

además del complejo de la piruvato deshidrogenasa, la cual no pertenece al ciclo, 
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pero lo regula fuertemente, a través de la disponibilidad de acetil-CoA para 

ingresar al mismo (Fig. 7). 
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Fi2. 7 Rutas metabólicas para la oJddación de la Elucosa: El ciclo de Krebs. Este ciclo 

es considerado como la ruta catabólica de derivados glucolíticos. más eficiente para 

sustentar energéticamente la actividad secretoria ácida gástrica en la mayoría de los 

mamíferos, en función de los intermediarios de alta energía que éste aporta a la cadena 

respiratoria (NADH y FADH2 ). En la gráfica. puede observarse cómo los carbonos 

procedentes del Acetil CoA ( ) no son liberados en la primera vuelta del ciclo. sino los 

del oxalacetato ( y 111!1 ). A partir de la segunda vuelta del ciclo. los carbonos del Acetil 

Coa ya están incorporados al oxalacetato y. entonces. pueden ser liberados en forma de 

C02. 

1.6 La Integridad de la Mucosa Gástrica. 

La mucosa gástrica, por su contacto con el contenido gástrico, así como 

a través del flujo sanguíneo, está expuesta a la acción agresiva de agentes 
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endógenos y exógenos. Entre los agentes endógenos, se encuentran: el HCI, la 

pepsina, las sales biliares, los radicales libres y la hipoxia generada por 

determinadas condiciones patológicas. Entre los agentes exógenos, podemos 

citar: las xantinas (Ej.: la cafeína). los ácidos fuertes, el etanol, la aspirina y 

demás antiinflamatorios no esteroideos (AINE), el hábito tabáquico, las bacterias 

patógenas (Ej.: Helicobacter pylon) y otros. Para hacer rrente a estos factores, 

existen mecanismos de defensa en la mucosa gástrica, representados por: la 

producción de mucus y bicarbonato, la barrera mucosa, el factor de crecimiento 

epidérmico (FCE), las prostaglandinas citoprotectoras (PGE), el flujo sanguíneo 

(como proveedor de 0 2 y como sistema de transporte de metabolitos tóxicos) y 

el sistema antioxidante. entre otros. La pérdida del equilibro entre los factores 

agresivos y los defensivos, se considera actualmente el mecanismo fundamental 

que da lugar a las lesiones de la mucosa gástrica (Fig. 8) (11). 

+ 

HCI 
ETANOL 

PEPSINA 

Gastritis o Ulcera 

Fig. 8 La integridad de la mucosa gástrica: Agresión vs Protección. 
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2. Antecedentes 

2.1 Etanol y Mucosa Gástrica. 

Los primeros estudios realizados en torno a los efectos gástricos de la 

administración de etanol, consistieron en determinaciones electrofisiológicas y 

secretorias en el estómago de animales vivos. Los resultados coinc-idieron en 

señalar el tipo de _cambios electrofisiológicos que la administra~ip'n;tópi~a de 

etanol genera en l~dlamada "barrera mucosa", algunos_J~ 1-;;s~C:u;;.Íes son: 

del transport43 élC:tivo de cr. variando su_ intensidad ~ri cad~ m~de'16 ~xperimental 
(21, 74, -i~.-~_~f }_ 

No, o_bsta:nte, los efectos descritos para la acción del alcohol _sobre la 
:·d•,_,_ ... , .. _.,._ 

actividad-- secretciria, han resultado controversiales desde sus inicios. Mientras, 

según algunos autores, el tratamiento con alcohol no genera cambios _en la 

secreciónácidá (74,_82), otros han reportado efectos estimulantes en respuesta a_ 

la administración intragástrica o endovenosa de este agente (21, 24, 51, 72, 82), 

siendo atribuidos por algunos de ellos a la liberación de gastrina (51, 72, 82)~ En 

contraste, un efecto antisecretorio se ha reportado como una consecuencia de la 

administración tópica de etanol en el estómago de perros vivos (79), y en 

preparaciones ex vivo de estómago de ratas (19). 

Estudios realizados predominantemente in vitro, han permitido investigar las 

perturbaciones metabólicas inducidas por el alcohol y su relación con el 

mecanismo secretorio de ácido, aunque aún sin resultados concluyentes. Así, la 



'I'ES1S C'·:~ 
FALLA~ DE C. -:'.-ZN 

38 

incubación de fragmentos de mucosa gástrica canina en presencia de etanol al 

20%, produjo una disminución significativa del contenido de ATP, sugiriendo que 

ésta es ta causa de la inhibición del transporte activo de iones (89). Por otra parte, 

el tratamiento agudo in vivo con alcohol al 25°/o, no generó cambios en tos niveles 

de nucleótidos de adenina en la mucosa gástrica de ratas, aislada 

inmediatamente después de retirado el agente, mientras que el etanol al 50% dio 

lugar a alteraciones en la fosforilación oxidativa (disminución en los niveles de 

ATP y aumento en los niveles de AMPc). elevación del contenido tisular de 

glucosa y lactato y disminución del nivel de glucosa-6-fosfato. Estos efectos se 

atribuyeron a cambios en et flujo sanguíneo provocados por el alcohol, con 

subsiguiente hipoxia y activación de la gtucólisis anaerobia, más que a efectos 

directos del agente sobre el metabolismo de la mucosa gástrica (97). En 

contraste, se ha propuesto un papel directo del alcohol a través de su oxidación 

por la alcohol deshidrogenasa gástrica, como responsable de los cambios 

secretorios y metabólicos observados en la mucosa gástrica de anfibios expuesta 

agudamente in vitro a este agente (12). En este estudio, concentraciones bajas de 

etanol (2-10%), estimularon significativamente la secreción ácida en la mucosa 

gástrica no estimulada, mientras que altas concentraciones ~ 20°/o) resultaron 

inhibitorias en ta mucosa estimulada; la respiración aumentó progresivamente con 

concentraciones de etanol entre 2 y 20°/o, y éste efecto se asoció a disminución 

en ta oxidación de algunos sustratos metabólicos y a un incremento en tos niveles 

de lactato de la mucosa gástrica (12). Finalmente, en células aisladas de la 

mucosa gástrica de ratas, el alcohol a concentraciones .::, 5%, indujo estrés 
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oxidativo y alteraciones mitocon.driales, que se suponen preceden a la muerte 

celular (40); · 

Las investigaciones realizadas hasta ahora, coinciden en que no existe un 

mecanismo.único. de lesión del epitelio gástrico por el etanol, ya que dependiendo 

de su concentración, frecuencia y vía de administración, el etanol podría afectar a 

elementos intra- y extracelulares, para dar así lugar a grados variables de lesión 

de la mucosa gástrica. Lo anterior parece estar avalado por resultados 

experimentales según los cuales el etanol, además de los efectos 

electrofisiológicos, secretorios y metabólicos, seria capaz de alterar mecanismos 

citoprotectores de la mucosa gástrica, tales como el nivel de prostaglandinas (47), 

los factores de crecimiento (99, 64), el flujo sanguíneo (31, 68), la composición 

lipidica de la membrana plas'mática y los niveles de peroxidación lipídica (36, 37), 
":, :-,;-:> \--:::-:; ~-;.) 

algunos cÍe los'. cÚales inte'rvienen también en el fenómeno de regeneración 

epite~li~.1 9á'siri6a.' 

Tal complejidad de efectos, unida a la variedad de condiciones 

experimentales y especies animales utilizadas, no han permitido precisar los 

efectos concretos del etanol sobre la secreción y el metabolismo. Además, 

muchas otras preguntas aún faltan por responder, tales como las que se refieren 

a los efectos de la administración crónica del etanol, los efectos independientes 

de su oxidación como sustrato y el papel mediador de los mensajeros 

intracelulares en la lesión del epitelio gástrico. 
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2.2 Etanol y Calcio. 

En todos los organismos vivos, el calcio participa en importantes 

procesos fisiológicos, tales como: la contracción muscular, la acción hormonal y la 

regulación de la actividad enzimática (102). También en el epitelio gástrico, la 

homeostasis del Ca2 + contribuye a. la modulación de la secreción ácida y del 

metabolismo en la célula oxíntica (16, 17, 34), al acoplamiento estimulo -

secreción en las células zimogénicas (17) y a la recuperación de las lesiones de 

ta mucosa gástrica (20, 90). Por c:>tra parte, alteraciones en la homeostasis del 

Ca2 + parecen mediar ciertos procesos patológicos. Así, una elevación sostenida 

de la concentración del Ca2
+ intracelular parece jugar un papel significativo en la 

degeneración patológica de varios tipos celulares, como las células musculares 

esqueléticas y cardiacas, los hepatocítos y tas plaquetas (53, 71, 66, 62). En la 

mucosa gástrica, .el Ca2 :+. también se ha implicado en los mecanismos de lesión 

epitelial. En afirmación, existen resultados que revelan la 

participación·. d~t]c~~~ :én • et daño 
-'.,,:::_ ·~;::....._~,_·· 

epitelial inducido por estrés (30, 95), 

indornet~ci~~ (z7'.,9s), a16óhol (27, 30), ionóforos de Ca2
+ (93), tromboxano 8 2 

(103) y sales .biliares (23), entre otros. Algunos de los factores mediadores 

aparentemente involucrados, incluyen: las fosfolipasas (93), el factor activador 

plaquetario (69), la actividad de endonucleasas (92) y los radicales libres (58, 94), 

entre otros. 

No obstante, el papel concreto del Ca2
+ es controversial en cuanto al 

mecanismo de lesión inducido por el etanol en la mucosa gástrica. La 

administración oral de etanol en ratas, lesionó el epitelio gástrico y disminuyó el 

contenido de Ca2
+ total de la mucosa gástrica, en forma dependiente de ta 
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concentración (20 a 80º/o de alcohol) (102). En este mismo modelo, el tratamiento 

con los an~agonistas de los canales de c:a2
• verapamil o felodipina, empeoró la 

magnitud de las lesiones (29, 56, 58, 70, 102), mientras que las sales de ca2
• 

previnieron este efecto (58, 102), sugiriendo que la disminución inducida por el 

etanol en el contenido tisular de Ca2 •, forma parte de su mecanismo de lesión 

(1 02). En contraste, en otro estudio realizado también en ratas, el pretratamiento 

con diltiazem, Mg2 • o verapamil, redujo las lesiones inducidas por el etanol in vivo 

(27). En los experimentos in .vitro, el pretratamiento con verapamil, nifedipina o 

MgCl2 redujo la magnltud de\él~,;~siones histt'.llógicas inducidas por el etanol en la 
. ..:: . ,- - .· .. -· ~\ ~· -

mucosa gástrica de rátás (70);\Tales contradicéiones se atribuyen a los efectos 

sistémicos de los antagoni~t:~;~~¡i6~··C:~nal~s.d~ ~a2•, ·adicionales a sus efectos 

sobre el ingreso de ca2 •.·a la~ 6éi¿l~~;(2.7/29~ ?o) por lo que los experimentos in 

vivo con estos agentes, han resultado de utilidad limitada. 

En otro tipo de experimentos, el ionóforo de Ca2
• A23187 aplicado in vitro a 

células aisladas de la mucosa gástrica, agravó las lesiones inducidas por el 

etanol, en forma dependiente del Ca2
• extracelular (96) mientras que la severidad 

de las lesiones pareció aumentar en presencia de Ca2
• en el medio de incubación 

(4) y disminuir en presencia de quelantes del Ca2
• extracelular (28, 30). En 

contraste, otros autores sugieren que las lesiones inducidas por el alcohol, 

disminuyen en un medio conteniendo Ca2
• (58, 90) o que la remoción del mismo 

no modifica las lesiones inducidas por el alcohol en células de la mucosa gástrica 

aislada de conejos (92). Una vez más se presentan resultados contradictorios que 

pudieran ser consecuencia de las variaciones entre las diversas preparaciones 

experimentales utilizadas, los diferentes esquemas de administración del etanol y 



TESIS CON \ 
FALLA DE C:T~::':EN 42 

de los efectos sistémicos de los agentes utilizados para promover cambios en la 

concentración de Ca2
+. 

3. Hipótesis 

El etanol, administrado intragástricamente en ratas para provocar una gastritis 

subcrónica experimental, condiciona alteraciones en el metabolismo oxidativo de 

la glucosa y en la secreción de HCI en la mucosa gástrica y, en el mecanismo 

responsable de estos cambios, está involucrado el Ca2
+. 

4. Objetivo General 

Investigar las posibles alteraciones en el metabolismo oxidath:o de.· la glucosa 

y en la función secretoria de ácido, y el papel que el Ca2
+ podría jugar como 

mediador de estos cambios, en la mucosa gástrica de ratas con gastritis 

alcohólica subcrónica experimental. 

5. Objetivos específicos 

• Investigar posibles alteraciones en la oxidación de la glucosa, tanto por la 

vía glucolítica-ciclo de Krebs como por la vía de las pentosas, en la mucosa 

gástrica de ratas tratadas subcrónicamente con etanol. Correlacionar los 

hallazgos con otros parámetros metabólicos, tales como: el consumo de 0 2 , los 

niveles de ATP, ADP, NADP+, lactato y piruvato, y las actividades enzimáticas. 

• Investigar posibles alteraciones en la función secretoria de HCI, en la 

mucosa gástrica de ratas tratadas subcrónicamente con etanol. 
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• Determinar posibles alteraciones en el contenido de Ca2
+ intracelular en la 

mucosa gástrica de ratas con gastritis alcohólica subcrónica experimental y tratar 

de dilucidar la naturaleza de estas alteraciones (movimientos de Ca2
+ desde o 

hacia el medio extracelular, concentración de Ca2
+ total en las fracciones 

subcelulares). 

• Determinar si existe relación entre las posibles alteraciones en el estado 

secretor y metabólic~. y las perturbaciones en la homeostasis del Ca2
+. intracelular 

en la rT1uc6s~ gflstrica de ratas con gastritis alcohólica subcrónica experimental. 

• Contribuir a dilucidar, al menos· en parte, 
< ';,~ '.. 

los mecanismos de lesión 

inducidos por la administración subcrónica de etanol en la mucosa gástrica .de 

ratas. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

1. Reactivos 

El BAPTA-AM se obtuvo de Molecular Probes (Eugene, OR). Omeprazole 

(Losec®), fue adquirido comercialmente de Astra Chemicals, S.A. (México). La 

D-[U-14C] Glucosa (261mCi/mmol, uniformemente marcada), D-[1-14C] Glucosa 

(54.5mCi/mmol) .:Y la ;.D-[6-:14C]· .Glucosa (56.0mCi/mmol), se obtuvieron de 

;~:;~,;:.::1~::~~~~~~1;~;:;0:;:,'.~'::::::·~:~ ::::::,~::::: 
Life Science Products, lnc. (Bastan, MA). TES, HEPES, MOPS, EGTA, EDTA, 

hiamina, carbacol, dihidrocloruro de histamina, cimetidina y otros reactivos, fueron 

de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). 

2. Modelo Animal. 

El modelo de lesión subcrónica inducida por etanol en la mucosa gástrica de 

ratas Wistar, se describió en detalle anteriormente (36). En resumen, ratas macho 

con un peso corporal de 230 a 270 g, se sometieron a un ayuno por toda la noche 

con libre acceso al agua, luego de lo cual se trataron con: 1 mi de solución salina 

(grupo control) o 1 mi de etanol al 50°/o (grupo experimental), mediante gavaje 

intragástrico. Seguidamente, los animales tuvieron acceso libre al alimento, y al 

agua (grupo control) o a etanol al 5°/o en solución acuosa (grupo experimental). 

Este régimen se continuó por 5 días, al cabo de los cuales, el etanol se retiró y los 

animales se sacrificaron por decapitación bajo una dosis letal de anestesia 

general (pentobarbital sódico), previo ayuno nocturno y luego de dos horas de 

haber retirado el alcohol. Con este modelo experimental se induce una lesión no 
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hemorrágica de la mucosa gástrica, con características similares a las de una 

gastritis alcohólica subcrónica humana (36). 

Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con la Gula 

Institucional para la Experimentación Animal de la Universidad Nacional 

Autónoma de México (NOM-062-Z00-1999). 

3. Aislamiento de la mucosa gástrica. 

La mucosa gástrica de ratas se aisló tal como se ha reportado anteriormente 

(80). Brevemente, se removieron los estómagos de•. ratas. inmediatamente 
.. :·-. __ :_,'.-:. -;·:·_·-.··. 

después del sacrificio, se abrieron por la curvatura ITlel"l~r. y se lavaron en solución 

salina fría. El área glandular se separó de la capacmuscular y se rebanó hasta 
--:.->·" -. .': ?-:.· -~ --~-:-- ;~:_: :: 

obtener pequeños fragmentos o tiras,~. los'' cúalesº:•5e lavaron tres veces y 
', - ·--- ... .. ·.:·~- -

finalmente se resuspendieron en e); medio ;:(·de incubación (solución TES) 

contenien~~ (~n mM): TES, 10; NaCI, 1;3.~; KCI, 5.0; MgS04, 1.0; CaCl2 , 1.0; 

Na2 HP04, 1.0 y glucosa, 10 (pH 7.4), ;a menos que algún cambio fuera 

especificado. 

4. Oxidación de glucosa 

La velocidad de oxidación de la glucosa a través de la vía de las pentosas y 

de la vía glucolítica-ciclo de Krebs, fue estimada comparativamente, cuantificando 

la producción de 14C02 a partir de los isótopos de la glucosa [1-14C] glucosa, [6-

14C] glucosa y [U-14C] glucosa, según lo descrito por Sernka et al (80). 

Fragmentos de mucosa gástrica suspendidos en solución TES, se incubaron con 

0.4 a 0.8 µCi de un isótopo de la glucosa, con adición de los reactivos a probar, 
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en un volumen final de 2 mi, en una atmósfera con 95o/o 0 2 - 5°/o C02, a 37º C, 

durante 90 minutos-y· en 'presencia de 0.2 mi de hiamina 100 mM como atrapador 

de 14C02. La reacción se detuvo mediante la adición de 0.5 mi de HCL04 al 6% y -

la preparación continuó incubándose durante 30 minutos adicional~~.-Í~-;fill de 
-,., 

permitir la completa liberación del C02. La - hiamina FccintE:illicia: en el 

compartimiento central de los matraces, se transfirió a l_J~-~iéli_cie c6:hiE;!<:> ~n 1 o mi 

de liquido de centelleo, conteniendo: PPO 0.3% CPit>t:;~-il~~¿::F~l:_;~~~;'.:~~~~ol--al 
10.6%, etilenglicol al 3.7% y Tritón X-100 al 25.7°Ái:;El;tejfdo'6c;nte~íci6;en~cada 

- ·_-_:.,::.;. ,,,., .. ~·:· '~'-1:;.;\=~~- -:~;/ :· ~ ~:5- :. h~_;:;~:,_.;, -~~,~·t!o,_":_,. ~-< 

trasco se centrifugó y secó a 60º e durante 1á noéhé;Vpa·ra:-; determina'r. é1 peso 

seco. La actividad específica se determinó en'~li~~air~-;d~1i~~i~;;~~;\~C::úti'~C::ión. 
Se incluyeron preparaciones sin_tejido com~ ~¡;~86~''.¡n~ti~d¿\:;~~~;e~~erirnélltos, 

' ·- ::_ : :-.~:::J>':· .. :;._:o.·:·~:.·::.-_;.': .. : ,}¡_;:<> ::'.'.:<:: ,:··.¡·.·.:,;~.¡''.~'- :;-<·.-. __ :·,·::·< ._:-,· .. ;_ - -._ . 

con los cuales se efectuaron las: co~iE;;C::6ic;~-~~'~cié1~;quencheo.},TÓcfos los. 

experimentos_se realizaron por duplic~d~)~:-vel~:ídad di·8~i~a·c;~~'.~~,expresa 
como nanomoles de glucosa por hora y~<)/~HÍgr~mJ'~~ ~r¿;.i~í~a ti~~lar: · 

~. . . - - ~- ' --·' - ''-'-~· 

,- . : . ·:·::'>~ - ~; }:-:- -~ 

. : ,_,. ~·.;:?{·-~~-;-~i··,,, :~- . . . : ·~\_·_'.e 
5. Consumo de 02 (Q02)· 

Ali cuotas de la suspensión de fragmentos de mucosa gástrica se colocaron en 

la celda del oxímetro (Yellow Spring lnc, Ohio, USA), con agitación permanente, 

en solución TES gaseada (02 al 95% + C02 al 5%). Los cambios en la 

concentración de oxígeno fueron registrados con un electrodo y el Q02 se calculó 

y expresó como nanoátomos de 0 2 x min"1 x mg proteína tisular·1
. 

6. Acumulación de Aminopirina. 

La acumulación de aminopirina se considera como un indicador de la región 

intraglandular de pH relativamente bajo (pH < 5) y de la formación de gradiente de 



protones debido a transporte de H+ 

descrita por Chacín et al (1_f)) __ con modificaciones menores. Fragmentos de 

mucosa gástrica (6 - 8 mg de -peso seco), fueron gaseados (02 al 95°/o - C02 al 

So/o} durante 2 minutos e incubados a 37° C durante 1 hora en el medio de 

incubación descrito, incluyendo los reactivos a probar y [14C]-aminopirina 0.1 

µCi/ml, en un volumen final de 5 mi. Luego de la incubación, el contenido de cada 

matraz se centrifugó para separar el sobrenadante. El sedimento se transfirió 

inmediatamente a viales de conteo, donde fue secado durante la noche a 80° C, 

para luego pesarse y solubilizarse en 1 mi de NaOH durante 24 horas. Después 

de la neutralización con HCI concentrado y adición de 15 mi de líquido de 

centelleo, la radiactividad fue determinada en un espectrofotómetro LS 5801 

(Beckman lnstruments, lnc., lrvine, U.S.A). 20 µI de los sobrenadantes por 

duplicado fueron contados de la misma manera. El agua intraglandular se 

determinó en fragmentos de mucosa gástrica tanto de animales sanos (controles) 

como de animales tratados con etanol, en series simultáneas de experimentos, 

utilizando [14C]-sacarosa como un marcador para el espacio extraglandular (15). 

Los tejidos fueron incubados y procesados como fue descrito previamente, con 

1 µCi de [1 4 C-sacarosa] por mililitro de tejido. El peso húmedo y el peso seco del 

tejido fueron determinados para calcular el contenido de agua total. El espacio 

extraglandular fue calculado a partir del contenido de [ 14C] sacarosa del tejido y 

este valor fue restado del agua total, para estimar el agua intraglandular. Un valor 

prnmedio de 2.4 ± 0.4 µl/mg (controles) y 2.6 ± 0.4 µl/mg de peso seco (etanol) 

fue determinado para el agua intraglandular (12 experimentos). Luego de efectuar 

las correcciones para la aminopirina en el espacio extraglandular, se calculó la 
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relación entre la aminopirina en el agua intraglandular y la aminopirina en el agua 

extraglaridúlar'.'~ci..ían-do~~519- utilizó el BAPTA-AM, todas las muestras fueron 

preincubadas durante 15 minutos en ausencia de aminopirina para permitir la 

incorporación del reactivo a la célula y el solvente utilizado (DMSO) también se 

añadió a los controles. 

7. Microscopía Electrónica de Transmisión. 

Fragmentos de mucosa gástrica, aislada como se describió anteriormente, se 

procesaron para microscopia electrónica de transmisión, de acuerdo con la 

técnica reportada por Berglindh et al (5). Las muestras se fijaron durante 2 horas 

en glutaraldehido al 2.5% diluido en buffer de fosfatos 1 OOmM, pH 7.4 y la post-

fijación fue realizada con tetraóxido de osmio al 1°/o durante 1 hora, para luego 

practicar cortes de 600 a 800 A. El contraste se obtuvo con citrato de plomo y 

acetato de uranilo, ambos al 2%. Las muestras se observaron en un microscopio 

electrónico de transmisión (Jeol 1200 CX-11, Japón). En un total de 50 células 

parietales seleccionadas al azar, correspondientes a 3 muestras de tejidos de 

cada condición experimental (animales sanos y animales con gastritis alcohólica), 

el estado estimulado (secretante) o no estimulado (no secretante) de estas 

células fue identificado, de acuerdo con las características morfológicas descritas 

en la introducción y reportadas previamente (3, 5). El porcentaje del área celular 

ocupada por el canalículo intracelular dilatado, característico del estado 

estimulado, se determinó en el grupo experimental, comparado con el del grupo 

control. 

--.,. 
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8. Captación de Calcio. 

La captación de 45Ca2~ se estu~~~"~()_mo se describió previamente (13), con 

cambios menores. Para estos ex.perimentos, fragmentos de mucosa gástrica se 

incubaron por diferentes· períodos· a .. 37° C, en la solución TES descrita, 

conteniendo 0.2 µCi/ml de 45CaCl2 , .. previo gaseado (95% 0 2 - 5_% .C02 ). 
·:· "' .. _ -' 

Inmediatamente después, el contenido de los matraces se tran!>ftriÓ ~"t¿bos de 

centrífuga conteniendo LaCl3 1 mM y se centrifugó a 6,000 rpm poi\'C r:Oinuto. 

sedi..,_;ento. ~e _ resuspendió en LaCl3 1 mM y en solución TES sfí{,c~2~_ y . se 
' - •' . - '. ';;.{·~· '. ·.' ' . ' .. . ' 

El 

centrifLgó ú~~ vez más. El sedimento fue resuspendido en solucÍóri'YEs sin ca2
+ 

contenie~d6['~GTA .. 1mM,para ser centrifugado una vez ~~s ~; 6;000 rprn. ·.El 
.- .. ,·. . 

sedimento fina(~e secó durante la noche, se pesó y solubílizÓ.en 1".11lde NaOH 

1N, fuef~~~tj~;li'2:ado con HCI 2N y 12 mi de liquido d~ ~~~tell~o se añadieron 

para el conteo del centelleo. La captación se calculó en término de nanomoles de 

45Ca2 • por miligramo de proteína tisular, sobre la base de las determinaciones de 

la actividad especifica. 

9. Salida de Calcio 

Las mediciones de la salida de 45Ca2
+ fueron realizadas como se describió 

previamente (13). Tiras de mucosa gástrica de ratas, previamente pesadas, se 

lavaron en solución TES sin Ca2
• y se incubaron a 37° C durante 2 horas, en 

solución TES con 0.2 µCi/ml de 45Ca2
• y CaCl2 1.8mM. Inmediatamente después 

de esta incubación, el tejido s~ escurrió suavemente sobre papel de filtro y se 

transfirió al primero de una serie de matraces conteniendo 2 mi de solución TES 

libre de Ca2
•. Cada tira de mucosa gástrica fue subsecuentemente transferida a 

los siguientes frascos de la serie, a diferentes intervalos, hasta completar 90 
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·~~r.! l 
minutos. La incubación se realizó a 37° C, con agitación continua y previo 

gaseado ,de los _matraces (02 al 95°/o - C02 al 5°/o) y, una vez concluida, la 

mucosa •-fue_ digerida en NaOH concentrado y neutralizada con HCI, y la 

radioacti~id;,id;del tejido fue contada en un vial con 12 mi de líquido de centelleo. 

Cada• soluciónr_de lavado, por su parte, se se'?ópor,doshoras.(8()º.C), ,el-polvo 

ya s~c~,f~~;j¡;;ut3Íto en 0~5 mi de '39ua de~til~'cl~ y'.1~'.;adío~C:Ú~Íd.;.d f~;:/C:"ontada 

en un vial con 12 mi de líquido de centelleo. La r~diba~tividaét ·t~~-~¡' d~ltejido al 

final ··de•·'las mediciones de flujo, fue la suma de las cuenta;,;_:t<::ltal~s .. en cada 

lavado, más las del tejido digerido. Los resultados se expresan -ba~-o-:p~-rcentaje 
del total de 45Ca2

• incorporado. 

10. Contenido de Calcio Total. 

Para las determinaciones del contenido de Ca2• total en• fracciones 
: ·\··· ... __ 

subcelulares, 3 mucosas gástricas aisladas tanto de controles come> d.e ~nimales 
tratados con alcohol (3 por grupo experimental), se mezclaron y:~~-~·~geneizaron 
en un buffer conteniendo 0.25 M de sacarosa y 1 O mM HEPE:S/KOJ·:l (pH ?Ar Los 

-~.--::.<:.:··<~.-:-·: -:·:.· : 
homogeneizados se centrifugaron a 3,000 g x 1 o minutos, a 4º e, y el 

sobren.;¡-~.,¡~~~'·resu.ltante se centrifugó ahora a 10,000g x 10 minutos a 4º c. A 

continuación, el sedimento obtenido se resuspendió en 2 mi de H 20 tridestilada y 

esto constituyó la fracción mitocondrial cruda, mientras que el sobrenadante 

respectivo, fue centrifugado a 45,000 g x 1 hora a 4° C. El sobrenadante 

resultante de esta última centrifugación, constituyó la fracci.:>n citosólica. Para la 

medición del Ca2• total, tanto la fracción mitocondrial como la citosólica se 

desproteinizaron mediante la adición de HCI04 al 70º/o en proporción 1:10, y 

centrifugación a 10,000 r.p.m. por 1 O minutos en una microcentrifuga. El LaCl3 al 
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10% se añadió a los sobrenadantes de ambas fracciones en proporción 1:10, 

_para prevenirº" la_JonizaciÓné,del):;a2 ;'-º,durante el ensayo espectrométrico. Las 

muestras fueror'l congel~d;,.s ll'~~ta ~I momento de realizar las determinaciones. El 

midió mediante 

espectrometría'de absC>rción'atómica'de.flama; de acuerdo con Díaz-Muñoz et al. 
·- .. _-~:; .~~~ ,,, :: =: ::~/ I ;~:2f/?:~-/~ ~E';:-¡_~~'t:\f.~-" fr~l1~:f~~:::~.~-~;'.'~-~~~:~1~;~: :~-::~j'.;:_;~7·0?ttf :~~?~~~ >-~ :~: ~: ~ 
(22) utilizandoJtun}t Espectrómetro:t'.(SpectraJ\A-110, Varian, Palo Alto, USA), 

-~- < .. -;s:··> :" ·,;:<<, ~ '--~Hh'.;·~.::~::.\~~".:~~¡: .. ·.:;_~;,;:_-;-:·~"';,,,·:·,,':- :.~r.;~-. ~~ ~::-.... ,,.,. 

prevíam7nte{C::~li~radc,~;con ;;~stá.~dares ,_externos, a una longitud de onda de 

emísió~ ,~'~ ~;;:~-,~~~.c~¿~2~~:l~~'~ ~'~a 111~zcla est~quíométrica de óxido nitroso 

(oxidant!i)/a~etHE;lnc::> (combustible) a 2,800° C y flama reductora con cono rojo de 

1.5- cm -de~ altura y 0.5 nm de abertura. De las lecturas obtenidas, se sustrajo el 

valor de los blancos y los resultados fueron expresados como nanomoles de Ca2 + 

total x mg de proteína de la fracción subcelular respectiva. 

11. Actividades enzimáticas. 

Se determinaron las actividades de las enzimas glucosa-6-fosfato 

deshídrogenasa y fosfofructocinasa-1, por ser consideradas estas como pasos 

limitantes de la velocidad del flujo metabólico a través de la vía de las pentosas y 

de la vía glucolítica, respectivamente. Asimismo, la actividad de las enzimas 

succínato deshidrogenasa y citocromo c oxídasa fue determinada para investigar 

la posibilidad de alteraciones mitocondriales. La actividad de la citocromo c 

oxídasa se utilizó también para investigar posibles cambios en el contenido total 

de proteína mitocondríal en la mucosa gástrica de ratas tratadas con etanol. 

11.1 Glucosa-6-fosfato deshidrogcnasa. 

La glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (EC 1.1. 1.49) cataliza la reacción: 
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Glucosa-6-fosfato + NADP+ ____ _ 6-fosfogluconato + NADPH + H+ 

Está 'énzima~citosólfca se u-l:>Tca -en_ el primer paso de ·la vía de las 

pentosas y su actividad se determinó de acuerdo a la técnica descrita por Lerh y 
-;_ .. ' -

Waller en el·• citosol de la m_í.'icosá gástrica (55): Alícuotas de la fracción citosólica 
o;...'..'~'""-:' . 

(33 µ 9 . de l:>'rot~lna) ~~9\~irld~bárc:ir'.; é:li.Jrár;ite{ 5,,minlítos;'a :•25° .. cf!e';::. ·-•buffer 
···;,-'.·.-·- '.'"-' ;,_;._:, :',- ,.,. 

trietan;:;Ía~inaSO mM/EDTA 5 mM;ipH :7.55 en' preseriCia' de. NADP+0:5 ÍTIM:' Al 

final _del pedoció•;~;¡; i~cub:~ió~¡ ~~j;~-~~~r¿~i6'88~~~~~~~it~!§•ci:6'j_·,!¡;i(,1.~· 1~ ~ezcla 
' .. :-}:~-; ,- ó/~;,;.-_'"é:- ,;.·,<·~:·.,.: L::.;'.!:'.._:_ •· ;,_;;:·~ .~:- ; _ 7".,~;.~,- :~~0.;;-,-o__~·,':·-~c."C ,_}/:::i:: ~::[.~~;+.-',;,.:.;o,;, ,b'..;:,::.·-- •;':;'_;~.<~.:;, '.--:-: ''.'-:·--'~~-:'--""·"' -;> 

de reacción;1a·~~li~ici'.iia•eíiziníatica'se''midió;a340 nmicada -~;minutós;,durante 

1 o minutos, ·Y;'.~{~ ~i~~·~¿j¡'6·.~~\),a~j1e~~ur~s, 'fG~;~:~ál;~l~d~.· Lbs/re~~ltados se 

expresan en•nanomol~'s.'~~.~~D~~/.miru~~'~ mg•prot~in:a:·· . 

. ·; ,,. '~-' ·.··· .. :e·: ' > 
11.2 FosrrirrÜctC>~i~a;i. ~1~;: 

H"• ;-_~t~;:<: ~- : .:,:;_' •' :-
La fasf6fr1.1C::t";;binc\~a:_'1 (EC 2.7~1:56) cataliza la reacción: 

Fruct6s~ 6~fosfato + ÁTP~ Fructosa 1,6-difosfato + ADP + H+ 

- ' .. -- -·, 

Esta actividad enzimática se determinó espectrofotométricamente 

utilizandola técnica descrita por Massey y Deal (60), en la fracción citosólica de la 

mucosa gástrica.~· Aproximadamente 100 µg de proteína citosólica, se colocaron 

en presencia de buffer Tris-HCI 50 mM, pH 8, MgCl2 5 mM, KCI 50 mM, 2-

mercaptoetanol 50 mM, aldolasa 10 mg/ml, a-glicerofosfato deshidrogenasa y 

triosa fosfato isomerasa 10 mg/ml, NADH 0.2 mM, ATP 2 mM y fructosa-6-fosfato 

4 mM, en un volumen final de 1 mi y la actividad de la enzima fue medida a 25ºC, 

a 340 nm, cada 2 minutos, durante 1 O minutos. Los resultados se expresan como 

nanomoles de NADH oxidado/ minuto x mg de proteína citosólica. 
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11.3 Succinato dcshidrogenasa. 

La succinato deshidrogenasa (EC 1.3.99.1 ), la única enzima del Ciclo 

de Krebs embebida en la membrana mitocondrial interna, cataliza la siguiente 

reacción: 

Succinato + FAD-------1• Fumarato + FADH2 

Su actividad fue determinada en la fracción mitocondrial purificada, 

obtenida •a partir de homogeneizados .. ·de ;.~~~~sa · gástrica. 
• ·-.~~:....:-'....=-.-,.;-.•· -

La fracción 

mitocondrial cruda, aislada como se describió. arit;;~io~l11ente, se resuspendió en 

presencia de EGTA 1 mM y EDTA 0.5 mM, AD~~ ,,,~, MgCl2 2 mM y albúmina 

bovina fracción V (libre de ácidos grasos) 0.2%.(V, F. 5 mi) y fue incubada a 4° e 

X 1 o .. minutos. Luego, la mezcla fue diluida en 9 volúmenes de un medio 

conteniendo: buffer MOPS/KOH 20 mM, pH 7.4, KCI 120 mM'y, EGTA 1 mM y 
-,_ . =:<·.··~ 

centrifugada a 10,000 r.p.m. X 10 minutos. La actividad en:Zi-;.náti~;;¡f'u'~ medida de 

acuerdo.a la técnica descrita por King (48): alícuotas de fra.cbi~nes-~itocondriales 

fosfato sÍJ'~~~pH 7.4, Succinato 40 mM, PMS 0.9 mM, í:JC:/i'~ ~o µM, Albúmina 

Bovina fracJi~~V (libre de ácidos grasos) 0.1 % y Fe (CN) sd+\.5 mM. 

Las reacciones que ocurren en el ensayo utilizado para medir la 

actividad de la enzima, son: 

Succinato + PMS---------- Fumarato + PMSH2 

PMSH2 + DCIP PMS + DCIPH2 
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La absorbancia fue medida spectrofotométricamente a 660 

nM. La actividad 1a_s_e)(pre_sad_a en micromoles de succinato oxidado/minuto por 

miligramo de proteína.- mitocondrial. 

-,~ · .. ::· ' 

11.4 _ Citocromo C _oxidasa. 

___ Eclláción general: 
·. ':_. . Citocromo C Oxidasa 

2 ·citocromo c (Fe2+) + % 0 2 • 2 citocromo c (Fe3 +) + 0 2· 

La actividad de la enzima citocromo·c :oxidasa (EC :L9.3.1) fue 
~ --_-·:·-·' ••. •... . ···-· '· .;/·.:·-•' • - "'.'. ._ -· - - ..o- ~ - - - , -·· - -

cuantificada de acuerdo con el método deRáfael (73).'.-Ell la ceíéta de un oximetro 
., ·::..: ·:·;! ·~ -· ·. --~,'' --<:.__·~:·;, 

(Yellow Springs lnc, Ohio-USA), ilierón(cóioi::adaS:1os'siguie11ies.·reaccionantes: 
· ·'>,,:_;.,~.::~:,_- ::,,,; ;_~,···- ./_:· ~ ~-> ';.;·.:···., '.·_~: ,-~·-·-

buffer de fosfatos•.so ·mM/EDTAJrnM;'pH~7.2,fásC::órbato •<7 n\M;i,Citocromo e 

85µM y·_TMPD :0'.7 mM·,\,{f~~rcln-:á~~~~do'~(O~·Jl.~~6l:.-¿6';~1 ~~o/~). Una ,v~z 
estabilizada _la l~~t~~~(basáÍ, -~e- áh~~"¡;~ª-~A;ir~:l!~~a~I~~-;c,~,§gc.;~i;~.~i~adc:l de 

mucosa gástri~~~b d.,; la f~acción mitocol1cÍii~I pUrifi6~cÍ~. ~;:;'un toí~,.;,~n final de 3 

mi y a 25º e: Í..a variación en el consumo de 02 fue cf~t~~f'riiriací~'y la actividad de 
- - ·-· ···------~- ·- ,_· - - "-'· 

la enzimá fue expresada en nanoátomos de 02 consurT1icÍ6/ITiil1~to x miligramo de 

proteína del homogeneizado o de la fracción mitocondrial. 

12. Piruvato, Lactato, ADP, ATP y NADP+. 

Tiras de mucosa gástrica de ratas, tanto controles como experimentales, 

fueron incubadas como fue descrito para la oxidación de glucosa, pero en 

ausencia de isótopos y, pasados 90 minutos, el tejido fue homogeneizado en 

HCL04 y centrifugado por 2 minutos a 10,000 g y 4° C, para obtener el extracto 

perclórico (sobrenadante), en el cual se practicaron todas las determinaciones. 
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12.1 Piruvato y Lactato. 

La concentración tisular de piruvato y de lactato, fue determinada a 

partir de la reacción de la enzima lactato deshidrogenasa, tal como fue descrita 

por Bucker et al (8) y por Hohorst (42), respectivamente. 

Para determinar los niJ~,~~; d~' piruvato, se colocó.Cuna alícuota de 

extracto perclóric6 de mucoia 9á~i;i6~. b~la~~eado ~C>n K~CO~ a pH .'..: i.s, en la 
' . ,_ - ·- ... - ' -- --· - -- . - . - : ._. - . - - "·. __ . . ' -. - -· -·-~·. . . ·.·· _,, -

celda del é;,;pectrofotóiii~t~ci.'. c~nteniendo buffe; trieta~61iilni'ina· o.4', ivtH pH · 7.6. y 

NADH 75 µM·.~:~r:,z~;0o';~~~n~~al de 1 mi. La reacci~·~':'j~·~.i~¡~;:~~;¡e~iante la 
- :· : . ._ -:,.~·: .' ,- :::" ·, '·:.·:,> ·:·,· ::. >'::: ,.---· ·> ··: ,._.. . . _.... " --~- -·'.:'. :. -:!~i:;.: ·-; <<~ ,-:::·;; :.<'.-~.---., -: :· ., :-:- ·. ,'··' - .• ~ -

adición •delactai~éiE;shldrogenasa (20 µg/ml) y se'.:p~acticar~°n'ías)lecturas a 

340nm. cad~Oi: m;·~Litas.. hasta agotar 'ª reacción: ,·~¿;i~· j~~j\~~~~~- fueron 
_,·.;;.;>: ,'.:1>" ; .-. .,, .·,, · . .,, "'., 

expresados en micromoles de piruvato/g de proteína tisular'. . . ( > • 
~'>~;>-~ :< . 

Los niveles de' lactato fueron determinados colocando• una alícuota de 

extracto perclórico ~~· ni·~c~sa gástrica, balanceado con K2C03, ~~/l~celda ·del 

espectrofotómetroi· cÓnteniendo buffer de sulfato de hidrazina 0.4 M/Glicina 1 M, -. --· -· -------:_ --~-=~~-. .2>o."'""~-- .. 

pH 9.5 y NAO ... 'B3' ~llJi; ''~ri un volumen final de 1 mi. La reacción fue iniciada 

mediante la adición dé lactato deshidrogenasa 20 µg/ml y se practicaron las 

lecturas a 340 nm, cada 2 minutos, hasta agotar la reacción. Los resultados 

fueron expresados en micromoles de lactato/g de proteína tisular. 

12.2 ATP y ADP. 

Las concentraciones de ATP y ADP tisular fueron determinadas 

mediante HPLC, siguiendo la técnica descrita (32, 41). Brevemente, alícuotas de 

los extractos perclóricos fueron sometidas al estudio en presencia de un buffer de 
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corrimiento a base de KH2 P04, hidróxido de tetrabutil amonio 25mM, y metanol 

grado HPLC, utilizando. un .Cromatógrafo de Líquidos (Laboratory Data Control, 

Florida, USA);c~~ i:inacolumnaJIJsor;idapack C18 de fase reversa (Waters®, 
r ".' ~·' • • ,• 

U.S.A.),. ~ .'2sorÍ~ de ·lon'gitud de dnda y con un flujo de 1.0 mi/minuto. Se 

utilizaron :estándares.:externos·de:· nucleótidos:.y los cálculos se basaron en el 

expresad~~ 'e~ ~ic~omoíes/~g de pr~~~i~a. 

El contenido de NADP+ libre tisular se determinó en ensayos 
.. ". ·. 

acoplados a la reacción de la enzima málica, como una modificació'n de la técnica 

descrita por Wise y Ball (100). Alícuotas de extractos perclóricos,·:~~coJ6~aron en 
.. · .. ···:·' .... 

una celda para espectrofotómetro, conteniendo: Buffer Tris/Mgc1; 45'mrvi, pH 7 A, 
.:,'.O_., 

malato 0.56 mM y 0.125 unidades de enzima málica de hlg~do d~ :J:;61io', en un 
' , ·;. ",;,_e,· '., ,, .. 

'""":· 
volumen final de 1 mi, a 25° C. El curso de la:. re!"'cción .e se .. siguió 

espectrofotométricamente a 340nm. El contenido de NA.;p-.. ~E'l;~xp;e~~ c~mo 
µmoles de NADP+ total/mg de proteína. Para los cálculos, se utilizó un.coeficiente 

de extinción de 6.22 x 103 Umol x cm, a 340 nm. 

13. Concentración Tisular de ADN. 

La concentración de ADN tisular, fue determinada en homogeneizados de 

mucosa gástrica de ratas, utilizando el Método descrito por Burton (9). La técnica 

está basada en la reacción de color producida entre la difenilamina y la 

desoxirribosa. El reactivo de difenilamina, contiene: Difenilamina (C.F: 2%) 
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diluida en ácido acético glacial, ácido sulfúrico al 1.5% y acetaldehido acuoso al 

0.008º/o. Se,, prepararon /extractos,. proteicos, mediante el tratamiento de los 

homogeneizado.ii .~en :ácido tri.'.:·1c;roacético (C.F.: 1 Oo/o), calentamiento en 
;.:_.' .,;_, -·'.-.,::·,.',· 

ebullición .dlir~nt~ 2.ó mi'rlGtó!S'y céintrifugación a 7,000 r.p.m. A continuación, el 
,¡·'' ·-.~·-··"''-:~J-.~·,;'o-~·-;---o._•'---:~ .. .. ~_:·-~~·-,.~-. 

ADN fue extraído écorl i-Ú::ÍÓ4<71 N y a' este extracto perclórico se añadió reactivo de 

difenilarnin:,~~:~~0~~;~¡~~:<1r~;:~:~~~ ser luego incubado durante 1i'~~ras a una 

temperatura de 37º C. Finalmente, el desarrollo del color se cuantificó a una 

longitud de onda de 600 nm y el contenido de ADN se determinó haciendo uso de 

llna curva estándar de ADN (esperma de salmón). Los resultados se expresan 

como µg de ADN/mg de proteína total. 

14. Concentración de proteínas y relación proteínas/peso seco. 

En alícuotas de mucosa gástrica homogeneizada, obtenidas en cada 

experimento, fueron determinados el peso seco y el contenido de proteínas, éste 

último mediante el método de Lowry modificado (57). Se calculó asi la relación 

proteínas/peso seco en la mucosa gástrica, la cual sirvió para expresar los 

resultados en función del contenido tisular de proteínas. 

15. Análisis estadístico. 

Todos los resultados han sido expresados como promedios ::!:: EE. La 

significancia estadística de las diferencias entre grupos, se determinó por medio 

de ANOVA y, en caso de significancia, mediante el test ad hoc de Newman-Keuls. 
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l. Cambios inducidos por el etanol. sobre la oxidación de la 

glucosa. 

En el presente trabajo. se seleccionó la glucosa como el sustrato metabólico a 

investigar, en función de los antecedentes que sugieren que este es el sustrato 

cuya oxidación sustenta más eficientemente el proceso secretor de HCI en la 

mucosa gástrica de ratas (80, 81). Con el fin de seleccionar una concentración de 

glucosa experimentos tanto metabólicos _corno 

secretorioS:; se -r'~~IÍzÓ. Ü;n~ C:urva de oxidación de glucosa en funciÓ~ •de la 
, ::;_'!~-~:~ ' ~\, 

adecuada _para realizar los 

concentracion de'~este sustrato, obteniéndose como resultado una Km aparente de 
~ ~·,:_-- ' -

1.3 ± 0.3 rnM y una ;ve;;;~,¡ aparente de 11.1 ± 0.5 nmoles de glucosa oxidada/mg 
- ·:·,·' ,_, . ·; .... ;·.;,:. ··, .. ,,,",. - ,_ .. -.. 

de_ proteii°l~;)( tí~i:'~';cÍ;Ín:l;,.!';.nucosa gástrica control. Estos resultados sirvier;;n de 
:·. ~-.,:;:,:.r--,_'.,_~<:- -:~:·" 

base para 'selecdc:)nar,10 mmol/L como la concentración de glucosa ~'d~cuada 

para obt;;;~~r respuestas cercanas al máximo, tanto en los experimentos 

metabólicos, -- como en los secretorios. Para conocer la velocidad del flujo 

metabólico a través de las diferentes vías oxidativas de la glucosa, la oxidación de 

este sustrato se midió en presencia de diferentes isótopos de la glucosa, 

marcados radiactivamente en los carbonos C1. C6 o en todos los carbonos (U) 

(Tabla 1 ). En animales con lesión gástrica crónica inducida por etanol, la 

oxidación total de la glucosa (medida a partir la U-14C-glucosa), se incrementó al 

doble de la observada en los controles. Este incremento se reflejó cor. igual 

magnitud en la oxidación medida a partir de los isótopos 1-14C-glucosa y 6-14C­

glucosa, sugiriendo que el aumento en la capacidad oxidativa observado en la 
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Tabla 1. Oxidación de la [J-14C)-, [6-14C] - y [U- 14C]-glucosa por la mucosa gástrica de 

ratas tratadas crónicmnente con etanol. 

Tratamiento 

Control 

Etanol (Gastritis) 

Control + Omeprazole 

Etanol + Omeprazole 

OXIDACION DE ISOTOPOS DE LA GLUCOSA 

(nmoles x h"1 x mg de proteína tisular - 1) 

n 

9.9 :t 1.2 16 

20.6 ;t2.o<a> 13 

·.·.·:.t.:• 

[6-14C] n 

6.2 :t 0.7 B 

12.9.:t 1.7<a> B 

. ··: ~ .·· 

8.9 ± 0.6 

18.8 .:!::. 2.1(a) 

7.3:t.0.3(a) 

n 

11 

9 

4 

Fragmentos de mucosa gásuica aislada de ratas nommles y de ratas tratadas con etanol. 

f'ucron incubados en la solución TES descrita, en presencia de isótopos de la glucosa 

marcados con 14C (C. F.:10 mM de glucosa). a 37° C. durante 90 minutos. Luego, se 

ai1adió HCL04 al 6% para finalizar las reacciones metabólicas. y la incubación prosiguió 

durante 30 minutos más para favorecer el desprendimiento del 14C02. Los controles 

corresponden a ratas tratadas con solución salina. Los resultados fueron expresados como 

promedios ± EE de n preparaciones individuales. (a) P < 0.05 vs I!! control respectivo. B) 

P < 0.05 vs etanol (gastritis). 

mucosa gástrica crónicamente lesionada por el etanol, no está asociado a 

cambios en la contribución relativa de cada una de las rutas metabólicas 

involucradas (glicólisis, ciclo de Krebs o vía de las pentosas). Cabe señalar que, 

en determinaciones adicionales de la oxidación total de la glucosa a partir de la U-

14C-glucosa, practicadas en animales con gastritis alcohólica 72 horas después 

de retirado el tratamiento con etanol, pudo observarse cómo el efecto estimulante 
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del metabolismo oxidativo persiste, aunque en un porcentaje menor respecto al 

control (4:6~2. -1-•• ~-~~'li'º!'s ~C)r¡troles s~ªílC>s; P < 0.05, n = 5). 

Por otra parte; se determinó la contribución de la vía de las pentosas a la 

oxidación total de:1a;gh.Ícasa, mediante la relación 1-14C02/6-14C02 liberado. La 

molécula cie' g1u66~~.~6;se decarboxila en la vía glucolitica, sino que. leí. hace el 
'\ ,~;,~··: < 

producto gluc~.li~.i~o piruvato, a través de vías metabólicas subsiguientes. (en el 

paso d~ p·Í~~v~~(:>~ ~cetil-CoA y en el ciclo de Krebs}. El piruvatoY·;~r~d~6to de la 

glucólisis',.\i~~: !~~misma posibilidad de derivarse tanto del inte~fu~diario DHAP 

(carbonos',1;·:2 y.·3 de la glucosa) como del intermediario GAP'(C:arbórÍOs 4, 5 y 6 

de la glÚ~~s~)y, según el caso, el carbono 1 o el car~~~d;~(de• la glucosa 

ocuparán la posición 3 en la molécula de piruvato (Fig. 5):):~í'.; 6'u~rié:to la glucosa 

es degradada solamente a través de la vía glucolíticái•el carhb~~·1 ;¿ el carbono 6 
'.',.: -:;,c.:,.-,<;;-', '· - ./, 

de la glucosa, ocupando la posición 3 en el píruvato; péf~''3ráÍ1·~ oC:ú'P"1~. i~ posición 
'. ··-,. '.'. \ ~; 

2 del acetil-CoA e ingresarán al ciclo de Kreb:S.piira'~~r.IÍbe~~dc)~;·en.cantidad 

equi.:nolar en las subsiguientes decarboxilaC:iofiesJ-~~ ... ';~wo;~¡~-~1;1~'6Íón"1-14C02/6-
14C02 liberado a partir de la 1-14C:~(G~¿~~":~c.}:. 'J~ ··1~}~~~~~C-gíucosa, 
respectivamente, debería ser igual a la unidad. En contraste, cuando la .vía de las 

pentosas contribuye conjuntamente con la vía glucolltica a la oxidación total de la 

glucosa, al 1-14C02 liberado en el ciclo de Krebs, se suma el 1-14C02 producto 

de la decarboxilación del carbono 1 de la glucosa, que ocurre a través de esta via 

alterna cuando el intermediario 6-fosfogluconato se decarboxila (Fíg. 6). En tal 

circunstancia, la relación 1-14C02/6-14C02, seria mayor que la unidad (80). 

Basados en los datos de la tabla 1, la producción de C02 como una función de la 

relación 1-14C/6-14C fue de 1.6 y, al ser mayor que la unidad, sugiere que la 
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mucosa gástrica realmente tiene una vía de las pentosas activa que contribuye a 

la oxidación de la glU(;()~;3-~ _e_ll c:C>n':()rdancia con lo reportado previamente_ (80). 

Este hallazgo fue corroborado.mediante la medición de la actividad de la enzima 
,:,-.__ .. • . 

glucosa 6-fosfato_ d~shidr6:~~Bas.ien fracciones citosólicas obtenidas a pa'rtir,de_ 

homogeneizados d~-.n,1-~C:Ó~a'.-~ástrica (Tabla 2), con. lo c~al __ se ,d~en/u'3~tr~ que 

esta deshidr6gen'á:s'á: ~~~tá' presente en la mucosa.gástriC::~-~y::cille '~¡};'aC:ti~idad -

medida in vitro es;d·e;riÍagnitud similar en ambos grLJP,o~-~xi:>~ril"Tl~llta1ésjgastritis 
o''\j/.,"' ~,.:. ,• --:~ ,'."•- r"•:;; j <;:':\< .. ·,¡~ 

vs. control)~ Adicionalmente, no se observaron ca'ml::Íias si9ríífic~tivóiii':en 1a \K:m_c:le 

esta enzima;'pá:r~ 51.í:~L~trato. glucosa 6-=-fosfato,,indÚcid~1/~it~:'~1·t;a1:.3mi'eint.6 con 

etanol (K;,,: s~.ci'.~j; µM v;;. 41 ± 7µM en e1'~~~1:~61;'~;,:ó.os;·~ ='4).< 

La aC:iivi~~~ ~Z1:\~-nzimafosfofrn~toC:inasa-1, consid~~~':~~-cC>ma Úno de los 

pasos limitallte~:~~ja'.0e1Ó~I~~~:-~e fl~jo a través de la vía 91~ci~~1i~icá:.· ~~-presentó 
cambios ~ignlfté~tivi:}-~ '~ntre los dos grupos de tratamiento (Tabla 2) • 

. ···/,~J: . . : i: >,/-.'.~·'':··· 

sedu.id~TerÍ~e •• para determinar qué proporción del metabolismo oxidativo 

de la gl¿cb'~á')éstá directamente relacionada con la secreción de HCI }~si el 

tratamiento cfónico con etanol modifica el estrecho acoplamiento secreciión -

metaboli~rTl:c{!i~~~critopor otros autores en la mucosa normal (6, 25,'_100); .. se 

realizaroÍI. ~~p~rimentos de oxidación de glucosa en presencia de omeprazole, 

un inhibidor_.:d~ la ATPasa de H+-K•. De esta manera se observó que, tanto en la 

mucosa gástrica control como en la tratada con etanol, la oxidación de glucosa 

fue parcialmente inhibida por este agente, siendo este efecto de mayor magnitud 

en las ratas con gastritis alcohólica (36 ± 4o/o vs. 18 ± 3% en los controles; P < 

0.01) (Tabla 1). Estos datos sugieren que una fracción significativa del aumento 
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en el metabolismo oxidativo de la glucosa inducido por el etanol, está asociada a 

la actividad de la ATPasa gástrica. 

Tabla 11. Efecto del tratruniento c.-ónico con etanol, sob.-e la actividad de las enzimas 

glucosa 6-f"osfato deshidrogenasa. rosf"ofructocinasa-1 y succinato deshidrogenasa. en las 

fracciones subcelulares correspondientes, obtenidas a partí.- de la mucosa gástrica de ratas. 

Enzima 

Glucosa 6-Fosfato Deshidrogenasa 
(nmoles de NADPH x min"' x mg proteína·'> 

Fosfofructocinasa-1 
(nmoles de NADH x min·' x mg proteína-') 

succinato Deshidrogenasa 
(nmoles de succinato x min"1 x mg proteina"1 ) 

Tratamiento 

Ninguno 
(Control) 

58.2± 3.2 

336.4±37.6 

Etanol 
(Gastritis) 

62.3 :t. 5.6 

333.0 ±46.8 

1.1 .. 1 :t. .0.8* 

La actividad de las enzimas glucosa 6-fosfato deshidrogenasa y fosfofructocinasa-1 fue 

determinada espectrof"otométricrunente en la fracción citosólica. y la de la succinato 

cleshidrogenasa, en la fracción mitocondrial purificada fresca, todas obtenidas a partir de 

homogeneizados de mucosa gástrica, tanto de ratas control como de ratas tratadas con 

etanol. Los valores son promedios ± EE de 4 a 6 preparaciones experimentales diferentes. 

• P < 0.05 vs controles. 

2. Cambios inducidos por el etanol sobre la secreción ácida gástrica. 

La actividad secretoria del ácido por parte de las células oxinticas, se evaluó 

indirectamente mediante la acumulación de la 14C-aminopirina en fragmentos de 



gástrica de_ré)tél;;trata~~~.cról"licélrnente con etanol, cuando se comparó con la de 
. ·. ·- . . . . . . . . 

los c6nfróle~ (a<::Jmulación ba~al, en ausencia de secretagogos) (Fig. 9). En las 

muestras d~ r'liu~osa· C:6ntr61; tarifo histamina como carbacol estimularon la 

se~reciÓn . á~iei~. sinTeínb¡;¡·r~o. n{f1gu'no de 1os dos secretagogos fue capaz de 

provoca~iu~" ~i~cf¿J:~~¿;¡,¡t·o~Ó ~i'ti~uiante. adicional en las ratas con gastritis 
- . ~ . • . >-.. : ,'.¡-~·, \ 

alcohólic~~f:{i¿~;9j:••·-Lacimetidina: un,arlt<;lgonista de los receptores H2, no tuvo 

efectX ~i~~~· I~ 1~u~l.ll:~gicS~> · · de_;añí,fr1opiri_íla ni en el control, ni en las ratas 

tratadas.c~~-~fa~~I. El ~,o..¡::;;:,i2~~/Eri-~·¿~l-~~te del Ca2 • intracelular, disminuyó 
;:-· ,-., ·;~,'/:· ·,.. )<·~::::·~_:._.:< __ ~-- - :·. 

significativamente la secreción• ácida estimulada, en la mucosa gástrica de ratas 

tratadas con etanol (Fig. 9). 

Los hallazgos obtenidos en las determinaciones in vitro de la actividad 

secretoria ácida, pudieran estar correlacionados con los cambios morfológicos 

observados en las células oxínticas procedentes de muestras de mucosa 

gástrica tratada crónicamente, i() vivo con etanol. La Fig. 1 OA (mucosa gástrica 

control) muestra una célula 'oxíntica, con su morfología característica: forma 

cónica, · citoplasma· claro y numerosas mitocondrias, asi como una 

compleja red de membranas intracitoplasmáticas de superficie lisa, 

correspondientes. · al sistema túbulo-vesicular, característico del estado no 

secretante de esta célula (3). Este patrón morfológico se observó en el 69 :t. 5º/o 

de la población total de células oxínticas analizadas en las muestras control. En 

contraste, en las células parietales de animales con gastritis, se observó una 

disminución en el número de túbulo-vesículas, las cuales lucieron aumentadas de 

volumen adoptando un aspecto vacuolar, destacando la presencia de microvellos 



en su superficie luminal. Esta apariencia se observó en el 50 :t. 5% de las células 

oxínticas de ratas tratadas con etanol (Fig. 1 OB) y coincide con las características 

del canalículo secretor con microvellos, descrito previamente 

parietales normales de rata, estimuladas in vivo con histamina (3). 

250 

(a) 

o 
CONTROL 

13 Cwt..tUond 

-""'""""" 
c:z:::J BAPTA-AM 

ETANOL 

en células 

Fig. 9 Ef"~tos del tratamiento crónico con etanol, sobre la acumulación de 

aminopirina. Fraginentos de mucosa gástrica fueron incubados con 14C-aminopirina 

durante 1 hora. en presencia o en ausencia de histamina 1 o""' M. carbacol 10""' M. 

cimetidina 10-J M o BAPT A-AM 50 µM. Los valores son promedios ± EE de 4 - 8 

experimemos. Valor control: 0.92 ± 0.1 l ( 100°/o). (a) P < 0.05 vs grupo control; (b) P < 

0.05 vs grupo tratado con etanol. 

Adicionalmente, cuando se comparó el porcentaje de la superficie celular ocupado 

por el canalículo secretor en las células oxinticas de ambos grupos 
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experimentales, las diferencias fueron bastante evidentes. Mientras que en las 

células no secretantes, predominantes en el grupo control, las pocas vacuolas 

observadas ocuparon el 3. 1 .± 0.2°/o del área celular total, en las células 

estimuladas, predominantes en el grupo experimental, el área ocupada por las 

vacuolas representó el 21 :!:. 2º/o del área celular. 

Fig. 10 Cambios Moriológicos inducidos por el Etanol, sobre las Células Oxínticas 

observadas al 1\-licroscopio Electrónico de Transmi."<ión. A. Mucosa gástrica de ratas 

control. B. Mucosa gástrica de ratas tratadas con etanol. vt: sistema vésico-tubular; ic: 

Canaliculo intracelular con microvcllos; m: mitocondria. Magnificación: x4000. 



3. Alteraciones en la homeostasis 

metabólicos y secretorios inducidos por el etanol. 

Tanto los efectos inhibitorios del BAPTA-AM, como la ausencia de 

estimulación por el carbacol, respecto a la acumulación de aminopirina, se 

detectaron en las ratas con gastritis alcohólica crónica (Fig;.11 ), . lo cual condujo a 
.~:· ·.. -~ 

indagar el ·p~~~I del Ca2 + en la regulación del metabÓli~~o. oxidati\lo de la 

glucosa, . tanto en la mucosa gástrica normal, como en' la; lesionada por el 

tratamiento. crónico con etanol. Para tal fin, se realizaron deterr}'"íiría~ió'nes de la 

oxidación de glucosa en fragmentos de mucosa gástrica incub~~d·~r'~·~é~r~~~ncia 
de agentes modificadores de la disponibilidad y concentración dÉ!.C~2.-f-.:•EÚEGTA, 

; ; Ó· ~.:e·.• , '." ._ ''.' . ,• O •• 

un quelante del Ca2
• extracelular, inhibió parcialmente la oxidaC:i~ri}~~ 1~;~1ucosa 

al compararla con el nivel basal de oxidación en los anímale~ c~!~ff~j'.:~~irii'ismO, 
la adición de BAPTA-AM al medio de incubación conteniE!l1~o.·¿6,iÁ. ~fa;igar a 

una inhibiciónadicional significativa de la oxidación d~l~~1J¿ci~~·~h ~.~t~~rupo 
experimentai (Fig. 11). En ratas.con gastritis alcohólica, el EGTÁ tárTibiérii,nhibió 

parcial~~~·t~;l~.~~i·d~bi~~~~~~J"u~~,:~; mientras que la incubación ~~~~c;~i~~;;·C:ia de 

ambos· qu~l~ni~~:·:abÓliói;;C:ompletamente el efecto estimulante inducidci';por el 
' ' , - .... -- . •,:; -- .-: - ' ·- -

tratamiento 6rónic~ con etanol (Fig. 11 ). El agonista colinérgico carbacol~ estimuló 

la .oxidación de la glucosa en las preparaciones control, pero no modificó el 

catabolismo de la glucosa en las ratas tratadas con etanol (Fig. 11 ). El LaC'3, un 

inhibidor de los canales de Ca2
• no dependientes de voltaje (47), también inhibió 

la oxidación de la glucosa en ambos grupos experimentales y éste efecto fue de 

mayor magnitud en la mucosa gástrica lesionada por el etanol (Tabla 111). 

Estos datos constituyen fuertes evidencias de la dependencia existente entre el 



metabolismo oxidativo de la glucosa y el Ca2
+ extracelular, tal como se evidenció 

en los experimentos con EGTA (Fig. 11). Adicionalmente, los datos obtenidos en 

presencia del BAPTA-AM sugieren que también el Ca2
+ intracelular podría estar 

involucrado en este fenómeno. 
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Fif:. 11 Efectos de agentes que modifican la disponibilidad de calcio extra o 

intracelular, sobre la oxidación de la glucosa estimulada por el etanoL Fragmentos de 

mucosa gástrica fueron incubados con glucosa IOmM + 0.4 µCi de (U-14C]-glucosa. en 

ausencia o en presencia de carbacol 10-4 M. EGTA lrnM. o EGTA t· BAPTA-AM 50 ilM. 

El CaCb fue omitido de la solución de incubación, en los experimentos con EGT A o con 

EGTA + BAPTA-AM. Valor del control: 10.4 ± 1.6 nmoles de glucosa oxidada/ hora x 

rng de proteína. Los resultados son promedios ± EE de 4 a 1 O experimentos. Estadísticas: 

(a) P < 0.05 vs controles (solución salina); (b) P < 0.05 vs EGTA; (c) P < 0.05 vs 

animales tratados con etanol; (d) P < 0.05 vs EGT A en animales tratados con etanol. 



Con el objeto de comprender mejor los efectos del tratamiento crónico de 

la mucosa gástrica con etanol, sobre la dinámica celular del ca2
•, se 

determinaron la captación y la salida de 45Ca2
+ tanto en animales normales, como 

en los tratados con etanol (Fig. 12-A). Los resultados revelan que la captación de 

Ca2 + aumentó progresivamente y se saturó a los 30 minutos de incubación, 

aproximadamente. A pesar de que se obtuvo un perfil similar de captación de 

ca2 + en ambos grupos experimentales, es evidente que en los animales con 

gastritis, la incorporación de Ca2
+ radiactivo fue mayor que en los animales 

Tabla 111. Eíectos del LaCb lrnM sobre el Q02 y la oxidación de glucosa en la mucosa 

gástrica de ratas tratadas con etanol. 

•·· ;i "·. f\i!f;·?:•i¡1'&&~~~:\!)(~:T~~~/-,·c;x1c1a~l6í1· de· &:.1•c·foi..IC:osa 

Tratamiento Adición 

Control Ninguna 47.3::!:_4.0 6.1 :!:_0.6 

Lantano 21.5::!:_ 1.8* 4.2 ::!:. 0.4* 

Etanol Ninguna 75.2:!:_8.4 11.6 ::!:. 1.1 

Fragnientos de mucosa gástrica en suspensión fueron gaseados (95% 0 2 + 5% C02 ) en una 

cubeta para oximetro y la presión de 0 2 f"ue monitoreada y registrada. Los resultados 

füeron procesados para obtener el <X>;,. Asü:nismo, la oxidación de glucosi> füe medida en 

alícuotas de la misma suspensión. previamente gaseadas e incubadas durante 90 minutos a 

37º C en solución TES, conteniendo glucosa IOrnM corno sustrato y 0.5µCi de 6 14C­

glucosa. Inmediatamente después. fueron procesadas como se describió en Materiales y 

Métodos. Los resultados son promedios ± EE de 6 experimentos. *P<0.05 vs. control. 
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normales (Fig. 12-A). Por el contrario, no se registraron diferencias porcentuales 

significativas en la salida de Ca2
+, entre ambas condiciones experimentales (Fig. 

12-B). 
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Fig. 12 Efectos del tratamiento cr .. nico con etanol, sobre la captación y salida de 

calcio en la mucosa gástrica aislada de ratas. Los experimentos fueron realizados como 

fue descrito en Materiales y Métodos. Los resultados son promedios ± EE de 4 

experimentos. En el grupo tratado con etanol, Jos valores son estadísticamente 

significativos vs el punto correspondiente en el grupo control. 
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Estos resultados concuerdan con los obtenidos mediante la medición de 

ca2 • total en fracciones subcelulares (Tabla 4). En tales experimentos, tanto las 

fracciones citosólicas como mitocondriales procedentes de homogeneizados de 

mucosa gástrica tratada con etanol, exhibieron un contenido de Ca2
+ total 

significativamente mayor que el detenninado en las mismas fracciones obtenidas 

a partir de la mucosa gástrica no tratada (Tabla 4). 

Tabla 4. Contenido de Ca2+ total determinado mediante espectrometria de absorción 

atómica. 

C':7_'-~::m~:r;~·!"":'?'''?f?oNl'EN•oo· DE caª• TOTAL 

(..;~·ea:.!+ x ~g de proteína tisular"1 ) 

Tratamiento Citosol Mitocondria 

Control 0.49 ± 0.03 1.86 ±.. 0.15 

Las fracciones citosólica y rnitocondrial fueron aisladas a partir de homogeneizados de 

mucosa gástrica de ratas, desproteinizadas con HCL04 al 6% y centrifugadas en presencia 

de LaC13 al l %. El contenido de Ca2
• total fue medido mediante espectrometria de 

absorción atómica de flalll3, tal como file descrito en Materiales y Métodos. Los resultados 

son promedios ± EE de 3 determinaciones por gnJpO experimental. cada una de ellas 

obtenidas a partir de 3 mucosas gástricas. •p < 0.05 vs controles. 

. .... 
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Un estudio histológico realizado previamente en el presente modelo 

experimental de lesión gástrica alcohólica crónica (36), reveló que el etanol 

lesiona la arquitectura del epitelio gástrico superficial y que, en algunos casos, 

esto afecta también la fovea de las glándulas gástricas. En otras palabras, las 

células epiteliales superficiales y las células del cuello de las glándulas parecen 

ser las más afectadas, pero no se descarta la posibilidad de que la región que 

contiene células especializadas (entre ellas, las células oxinticas), pueda sufrir 

también pérdida o ruptura de células, organelos o enzimas, además de los 

cambios morfológicos y bioquímicos que son objeto de nuestro estudio. Este 

aspecto es de fundamental importancia,' ei;pe9ial111ente por su repercusión en la 
. ·,.:."'/ -.~'.{:~"· / . .'. 

interpretación de parámetros que son med_idós ·en ·1a mucosa gástrica aislada, 

pero que reflejan funciones dependientes,d~:{~un·.:arganelo o enzima particular, 

como ocurre con el metabolismo mitocondrial. Para explorar esta posibilidad, 

fueron realizadas varias determinaciones. 

La cantidad total de proteínas en· 1a mucosa gástrica de ratas con 

gastritis alcohólica experimental, no .:fue significativamente diferente de la 

observada en los controles, como se evidenció al calcular la relación proteínas/ 
,:t 

peso seco tisular (163.4 ::!::. 12.5 vs. 178.6 :!:. 10.9 mg de proteínas/ g de peso en el 

grupo control; n = 51; P > 0.05). Asimismo, la concentración de ADN tisular, 

tampoco varió significaU11amente al comparar ambos grupos experimentales (3.43 

::!::. 0.34 vs. 3.19 ± 0.30 µg de ADN/ mg de proteína en el grupo control; n =30; p > 

0.05). En vista de que estos dos indicadores generales no permitieron detectar 

cambios gruesos sugerentes de pérdida tisular, proteínas, etc., a continuación se 
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midieron parámetros útiles para determinar posibles perturbaciones en la 

estructura, y íl.úrru~ro de mitocondrias. Las mitocondrias juegan un papel complejo 

en las.células.<Además de su rol metabólico primordial derivado de la producción 

de ATP, se ha ~ugerido que este organelo concentra Ca2
• y también es capaz de 

generar. y. depurar especies reactivas de 02 (65). Por tal razón, se midieron las 

actividades de las enzimas succinato deshidrogenasa y citocromo c oxidasa en la 

fracción mitocondrial aislada. Estas enzimas han sido utilizadas anteriormente, ya 

que una disminución de su actividad, por lo general es indicadora de alteración 

mitocondrial, puesto que ambas están ancladas en la membrana mitocondrial 

interna (63). También se midió la actividad de la citocromo c oxidasa en 

homogeneizados de mucosa gástrica y, a partir de cálculos ensayados 

previamente.. fue posible comparar la actividad enzimática en ambas· 

preparaciones (homogeneizados y fracción mitocondrial) y calcular asi la cantidad 

de proteína· · mitocondrial total tisular (35). Inesperadamente, en la fracción 

mitocondrial, la actividad de la succinato deshidrogenasa resultó 

significativamente aumentada (Tabla 11), mientras que la actividad de la citocromo 

c oxidasa, no experimentó cambios significativos (Tabla V). No obstante, al 

comparar la actividad de la citocromo c oxidasa del homogeneizado con la de la 

fracción mitocondrial, la cantidad total de proteína mitocondrial por gramo de 

mucosa gástrica, resultó significativamente disminuida en la mucosa gástrica 

lesionada por el etanol (Tabla V). Este hallazgo es de fundamental importancia 

en la interpretación de los experimentos que involucran el metabolismo 

mitocondrial en el presente trabajo. 
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Tabla V. Actividad de la citocromo e oxidasa mitocondrial en homogeneizados y en la 

fracción mitocondrial purificada, obtenidos a partir de la mucosa gástrica de ratas nonnales 

y de ratas con gastritis alcohólica experimental. 

Tratamiento 

Ninguno (Controles) 

... Etano•' 

ACTIVIDAD ENZIMATICA 
(nAtomos 02' seg. x mg Prot.) 

Fracción 
Homogenei7.ado l\Utocondrial 

5.68±0.43 22.8±0.44 

La actividad de la citocromo c oxidasa fue determinada mediante oximetria según lo 

especificado en Materiales y Métodos. Los resultados son promedios ± EE de 3 

preparaciones experimentales, cada una correspondiente a dos mucosas gástricas. •p < 

O.OS "-'"controles. A partir de los datos presentados y de los valores obtenidos para peso y 

proteínas de cada preparación, fue calculado el contenido total de proteína mitocondrial 

tanto en los controles como en los animales con gastritis alcohólica, obteniéndose los 

siguientes valores: 32.4 vs 44.S mg de protcina mitocondrial/g de mucosa. en los 

controles; P <O.O 1; n = 6. 

5. Q02 y producción de ATP. lactato y piruvato. 

El consumo de oxigeno en ratas con gastritis alcohólica fue significativamente 

más alto que en las ratas normales (Tabla 111). coincidiendo con una tasa mayor 

de la oxidación de glucosa (Tabla 1). Al igual que la oxidación de glucosa, el 002 

fue significativamente inhibido por el lantano y por el omeprazole, en las muestras 

de ambos grupos experimentales. El lantano inhibió el consumo de oxigeno en un 

55% en la mucosa gástrica control, mientras que este efecto fue aún mayor (72%) 

------- --~ ---·-· 
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en los animales tratados con etanol (Tabla 111), mientras que el omeprazole inhibió 

el 002 , tan!<:> er:i ~Iº c~<:lntrol (;ºITlº en los animales tratados con alcohol, en un 

39.5o/~ y Un 51.S%~ respectivamente. 

,A.' pesar:'éie Un menor .contenido de mitocondrias calculado en la mucosa 

gást~ica• ci~-Ú~~•animales tratados crónicamente con etanol (Tabla V), estas 

pareciern:~·:P~~du,cir más ATP que las de la mucosa gástrica control, luego de la 
- • ~ • - ,; >•, --

incubació~.:.¿()n:glucosa (Tabla VI). Debido a que el contenido de ADP de la 

mucé::ls~; ·-~~i:i~rica no se modificó significativamente en estas preparaCiéines, la 

cantidad ,~~i~ de nucleótidos de adenina aumentó en la mucas~ gá~tri~~ con 

lesión alc~h~lica; Asimismo, a pesar del aumento observado en 1~!-~~Í~a~ión de la 

glucos.;. .e,~::·l~s animales con gastritis, no se observó ningún· ca~bio significativo 
·,···,.-;.;· 

en el.nivel.de lactato ni en la relación lactato/ piruvato (Tabla VI). Dado que el flujo 

de gÍ.:..c~s~· ~ través de la vía de las pentosas aumentó significativamente en la 

mucosa gástrica de animales tratados con etanol, en ausencia de cambios en la 

actividad de la enzima glucosa 6-fosfato deshidrogenasa medida in vitro, se 

determinó el contenido de NADP+ en extractos perclóricos de mucosa gástrica. 

Tal como se esperaba, las muestras de mucosa gástrica de ratas tratadas con 

etanol, tuvieron un nivel de NADP+ significativamente más alto que los controles 

(Tabla VI). Por lo tanto, el aumento neto en la actividad de la vía de las pentosas 

observado en la mucosa gástrica de ratas con gastritis podría haber sido 

causado, al menos en parte, por un incremento en la disponibilidad de NADP+. 
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Tabla VI. Erecto de la administración de etanol in vivo sobre los niveles tisulares de 

lactato, piruvato, ATP, ADP y NADP+ en fraginentos incubados de mucosa gástrica de 

rata. 

·.···contenido Tlsuiar Total Onnoles x g de peso húmedo-1 ) • 

Tratamiento Lactato Piruvato ATP ADP NADP+ 

Ninguno (Control) 2.1;:!:_0.06 0.16;:!:.0.016 2.4;:!:.0.23 1.64;:!:.0.20 0.015;:!:.0.001 

Etanol (Gastritis} .4;:!:.0.20 0.17;:!:.0.014 3.4;:!:.0.27• 1.92;:!:.0.18 0.027;:!:.0.002* .. 
..-.· .. ,·.'::.: ... .. 

Fragmentos alargados de mucosa gástrica, tanto de ratas control como de ratas tratadas con 

etanol. fueron incubados durante 90 minutos en la solución TES descrita, en presencia de 

glucosa 1 O nu'\11 (pH 7 .4) a 37° C. Inmediatamente después. las muestras f"ueron 

desproteinizadas, y los extractos perclóricos neutralizados se utilizaron para detenninar el 

contenido total de lactato, piruvato, ATP, ADP y NADP+, tal como fue descrito en 

Materiales y Métodos. Los resultados son promedios ± EE de 4 experimentos. *P < 0.05 

vs control. 
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Este trabajo fue realizado con el fin de investigar si la lesión inducida por el 

tratamiento crónico con etanol en la mucosa gástrica de ratas, se acompaña de 

alteraciones en e_I metabolismo oxidativo de la glucosa y en la actividad secretora 

de HCI, y si éi' Ca2 + participa como mediador de tales alteraciones. 

Según, los resultados obtenidos, la cinética de oxidación de la glucosa en la 

mucosa gástrica de los controles, fue muy similar a la reportada en otras especies 

(13, 26)._lo cual sugiere que, en efecto, la glucosa es eficientemente oxidada en la 

mucosa gástrica de ratas. El total de la oxidación de glucosa, aumentó 

significativamente en las muestras de mucosa gástrica tratada crónicamente in 

vivo con etanol (Tabla 1). Se debe tener en cuenta que los experimentos fueron 

realizados,, in vitro, en ausencia de etanol ya que, como fue señalado 

anteriormente_·. <~ é~te y sus metabolitos son prácticamente indetectables al 

momentC>·d~ sClc:ifi~¡;jr a los animales, tal como fue reportado previamente (36). 

Por. lotanto,. los camb_ios en el metabolismo oxidativo de la glucosa, evidenciados 

en este modelo de lesión gástrica, son atribuibles a la lesión crónica de la mucosa 

por el tratamiento in vivo con etanol y no a los efectos agudos de la oxidación del 

etanol, como podría ocurrir durante incubaciones in vitro en presencia de este 

agente. En apoyo a esta afirmación, se ha reportado que la capacidad de la 

mucosa gástrica de ratas para oxidar etanol, es muy baja a concentraciones 

inferiorei> de 150 mmol/I (1 O). 

Los experimentos realizados utilizando glucosa marcada radiactivamente en 

diferentes carbonos, sugieren que la estimulación de la oxidación de la glucosa 

por el etanol es el resultado de la contribución de las diferentes vías catabólicas 
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disponibles para este sustrato (glucólisis, vía de las pentosas, ciclo de Krebs) y no 

d.e una __ e_n p_~¡-tic_ul_ar. Mención especial merece la presencia de una vía de las 

pentosas- activa en la mucosa gástrica de ratas, tanto sanas como con gastritis 

alcohólica experimental, la cual se puso de manifiesto a través de la relación 1-

14C/6-14C mayor a 1 (Tabla 1). Esto coincide cualitativamente con lo reportado por 

Sernka y Harris en la mucosa gástrica de ratas sanas (80), a pesar de que la 

contribución de la vía de las pentosas a la oxidación total de la glucosa observada 

en el presente trabajo, resultó ser significativamente menor que la descrita por 

tales autores. Esta diferencia cuantitativa podría corresponder a variaciones en 

las condiciones experimentales utilizadas, entre las cuales destacan el uso de una 

elevada concentración de glucosa (25mmol/L) y el tiempo prolongado de 

incubación (4 horas). El hecho de haber podido detectar la actividad de la 

glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en la fracción citosólica obtenida a partir de la 

mucosa gástrica, apoya el hallazgo de que una parte de la glucosa disponible es 

derivada para su oxidación a través de la vía de las pentosas. Cabe señalar que 

esta vía oxidativa de localización citosólica, por si misma, no genera ATP ni 

intermediarios metabólicos de alta energía que puedan ingresar directamente a la 

cadena respiratoria mitocondrial. Esto hace dificil correlacionar la oxidación de la 

glucosa a través de la vía de las pentosas, con la actividad secretoria de HCI, tal 

como habla sido sugerido por Sernka et al, cuando se desconocía que el 

mecanismo secretorio de HCl es ATP dependiente (80). Sin embargo, otras 

funciones celulares de especial relevancia para la defensa del epitelio gástrico 

contra agentes agresivos, pudieran estar demandando intermediarios metabólicos 

aportados por la vía de las pentosas. Así, en este modelo de lesión crónica 
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inducida por etanol, el contenido de NADP+ tisular está aumentado (Tabla VI), lo 

que podría explicar, al menos en parte, la estimulación de la vía de las pentosas 
"-_,_:.._._-·_-=-·=r -·- --. - -----'- ------~--_e~ 

en respuesta a·:1C1,1e~ión . .Í:>~ hecho, la relación NADP+/NADPH constituye el 

principal .• efr.r»~r!.~. ;¡.ª9,,~lador de la actividad de la glucosa-6-fosfato 

deshidroQ,~r;icis~;:;~.~:Zi.;,a a la cual se ha atribuido el más alto porcentaje de control 

del t1t'.ije>':rti~t~~~¡'.>·1i~o a través de la via de las pentosas en diversos tejidos (98). 

Una e~ti,:;¡.:iiCIC:iÓn similar de la vía de las pentosas se ha observado en la fase 

tempr~~a;'.c:f~1a fibrosis hepática inducida por tetracloruro de carbono (35). Alli, los 
'' "·~· 

autores.sugirieron que el aumento en la actividad de la vía de las pentosas podría 

particip~:r\~11 la restitución del glutatión reducido y, probablemente, en la síntesis 
.;·-- ,-r 

de · desoxirribonucléotidos, estimulando la proliferación celular (35). 

Adicionalmente, en el presente modelo experimental, se ha reportado 

previán:i'e~tEl
0 

la _normalización del nivel de glutatión de la mucosa gástrica y un 

aumE!nt~f~~ ia sintesis de ADN, durante el período de recuperación temprana 

luego dej~~tirar el etanol (37). En efecto, tanto la restitución del glutatión como la 

síntesis.cd~·ADN, aumentarían los requerimientos de NADPH, pudiendo favorecer 

ei flujo oxidativo a través de la vía de las pentosas. 

Por otra parte, la ausencia de cambios significativos en la actividad de la 

glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y de la fosfofructocinasa-1, habla a favor de 

que ambas enzimas están presentes y conservan su capacidad funcional en la 

mucosa gástrica lesionada por el etanol y lleva a pensar que, el aumento en sus 

actividades derivado del aumento general en la oxidación de la glucosa, estaría 

dado in vivo por la regulación mediante los cofactores específicos (Tabla 11). 
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En apoyo a la estimulación del metabolismo oxidativo inducida por el 

tratamiento crónico con etanol;·· en el presente modelo pudo detectarse un 

aumento significativo en el consumo de 0 2 (Tabla 111), en la actividad de la enzima 

succinato deshidrogenasa (Tabla 11) y en el contenido de ATP, sin cambios en la 

relación lactato/piruvato (Tabla VI), todo lo cual habla a favor de la estimulación 

del metabolismo oxidativo aeróbico y, en especial, de la actividad metabólica 

mitocondrial. 

Los hallazgos anteriormente descritos, pudieran lucir contradictorios al 

compararlos con la disminución de la cantidad neta de proteina mitocondrial por 

gramo de mucosa gástrica, deducida a partir de la actividad de la citocromo c 

oxidasa en los animales tratados con etanol (Tabla V). Dado que los cambios 

significativos enl_a actividad de la enzima fueron evidentes en el homogeneizado 

obteni~I:> a.partir.de la mucosa gástrica de animales tratados con etanol, pero no 

en lafraé::cióri';.T;itocondrial, cabría pensar que el tratamiento crónico con etanol se 

asocia· a .un menor número de mitocondrias. De ser así, es posible que las 

mitocondrias presentes, hayan aumentado su eficiencia funcional, lo que 

permitiría explicar los datos de estimulación metabólica observados como 

consecuencia del tratamiento crónico con etanol. 

Por otra parte, el incremento total en la oxidación de la glucosa en respuesta al 

tratamiento con etanol, podria estar asociado a una demanda aumentada de 

energía metabólica por parte de la actividad de la ATPasa gástrica, como la 

observada a través de la medición de la acumulación de aminopirina (Fig. 9). En 

efecto, la inhibición tanto del metabolismo oxidativo de la glucosa (Tabla 1) como 

del 002 por el omeprazole, sugieren fuertemente la existencia de un estrecho 
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acoplamiento entre los procesos secretorios y metabólicos en la mucosa gástrica 

de ratas, _el cual per-siste y se in~rementa luego del tratamiento crónico in vivo con 

etanol. Este hallazgo e~ C::omún a lo referido por otros autores en la mucosa 

gástrica' de :va-riél~'~,~sp¡;;'cies animales, en condiciones de estimulación por 

secretago~6~,(~f;'~t;6, 3~. ~1). 
-:<: :;,[~~~: 

La' acumúlacióri 11de~ aminopirina resultó ser un indicador indirecto apropiado 

para el e~t~~;~''.:~~{I~ f~nción secretoria ácida en fragmentos de mucosa gástrica 
, ' :.e - ;·· - ·~·.- ,. •_;_', . : : ,'' ,.'. :., ; 

de ~atas ;(F\ci} 9):' AL~que los niveles de acumulación fueron de menor magnitud 

que los 1r~~é;~~~~~~~ preparaciones más simples obtenidas a partir de mucéisa 

gástri~a (Ejl?'~'f~~~~las gástricas o células parietales aisladas), la magnitUd de los 

re~ultados>y el
11
péltrón de efectos secretorios inducidos por los secretagogos 

gástricos)~¿,~ ~¡m;lares a los descritos en biopsias de mucosa gástrica humana a 

las cual_es, i.s'e, les aplicó esta técnica (15). En concordancia con los efectos 

metabÓHc;~s•i.nducidos por el inhibidor de la bomba de protones, omeprazole, el 

tratarriiento'\5on etanol indujo un aumento significativo en la acumulación de 

aminopiri_iJa--y cambios morfológicos ultraestructurales compatibles con un estado 

de estimulación de la secreción ácida (Fig. 9 y 1 O). Por lo tanto, el tratamiento 

crónico;in, vivó con etanol, también se acompaña de un estado hipersecretorio, 

coincidien.do con lo reportado previamente en respuesta a la exposición aguda a 

este agente (12, 21, 24, 52, 82). También la expresión funcional de la ATPasa de 

H+-K+ ha sido estimulada por la exposición in vitro al etanol, en otro tipo de 

preparación experimental (49). 

Continuando con el análisis de los efectos secretorios, la cimetidina no inhibió 

la acumulación de aminopirina en la mucosa gástrica control (Fig. 1) sugiriendo 

'"· 
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que, en la preparación utilizada, la secreción basal de ácido no es dependiente de 

la estimulación_pÓ·r_histamina endógena. Sin embargo, llama la atención que la . . . . . 

respuesta secretoria f~dlH;ida por el etanol, tampoco fue inhibida por la cimetidina 

E~to·~u~l~~~<;u·g~rir que, probablemente, el aumento en la actividad 
j" 

._;'¿;_~;'·,:· ;:,;.-}~.:-.°';~·~ ! f.-'c'.: :.";;';.~.·: ,.,,~_- ·>'<e 

no involucra a la ésti:tiü1~6ión del receptor H2 o que, de existir.Una:contribución 

.· .... · . . 

una estimulación post-receptor. Por. otra parte, la histamina .. ~~ '.estimuló 

adicionalmente la actividad secretoria inducida por el etanol. Aunque. en el 

presente trabajo no se investigó el significado de este hallazgo, es p·o;i~le que 

esté relacionado con limitaciones en la capacidad secretoria de. la · r:rlucosa 

gástrica (quizás ya máximamente estimulada por el etanol) o con aÜer~ci¿,·~~s en 

la capacidad de respuesta del receptor H 2 a consecuencia del. tr~f~~i¡;¡~·t~ con 

etanol. Por lo tanto, la presencia de elementos comunes en los ~·~~~~l~rnos .de 

estimulación por el etanol y la histamina, no puede ser descartada. 

En relación con los efectos metabólicos del etanol en la mucosa gástrica, 

los antecedentes son controversiales. Se ha descrito que el tratamiento agudo 

con etanol produce una disminución significativa del contenido de ATP (89), 

acompañada por una elevación en la relación lactato/piruvato (12), efectos 

probablemente derivados de la oxidación del etanol. En otro trabajo, el etanol 

disminuyó la oxidación de la glucosa por la mucosa gástrica, principalmente a 

través de la inhibición de la via de las pentosas (18). Asimismo, se ha propuesto 

que la exposición al etanol tópico altera la fosforilación oxidativa mitocondrial, 

efecto que parece estar asociado a alteraciones en el flujo sanguíneo de la 



mucosa gástrica (97). Otras perturbaciones mitocondriales se han atribuido 

también _a los efectos deletéreos del etanol (40, 65). Debido a que los efectos 

descritos no se detectaron en el presente modelo, pudiera pensarse que los 

mismo~ · esti3rian relacionados con la administración aguda del etanol. Por lo 

tanto; los'cambios -en el metabolismo oxidativo y en la secreción ácida aqui 
:_>~ 

prese;,taci,6~.)J~;ecieran ser característicos de la mucosa gástrica de ratas, 

durante!~ p~;;~¡~~'j~r¡ de una lesión crónica inducida por el etanol. 

Por otr.;. ~~X~;: e~ la mucosa gástrica normal, el papel fisiológico del Ca2
+ en la 

:_.,· ... · ;~-··--~·-'' 

regulaciÓ;,- deÍ metabolÍsmo y de la secreción de HCI y pepsinógeno, ha sido bien 
·,· ... -.,·1y~ -".:~:·:< .. : .;:,, .. -, 

establecido (~7¡;34¡<a4, 87). Sin embargo, tal como se señaló en la introducción, 
. ·; ,~ :-¡' .. 

su participaciÓn·-e;r¡\eí(rilecanismo de lesión inducido por el etanol, así como por 

otros agentes'en' 1a::i1:iucosa gástrica, no ha sido del todo clarificado. 
'O: •• - :: :~~-.. • •• _, 

En el :' prei~€!'r'ite)}~pdelo, la estimulación inducida por el etanol sobre la 

oxidación de' la~'gl-u~os'~ y la actividad secretora ácida, pudiera estar relacionada 

con los ¿¡;inibio;¡ descritos en los niveles de Ca2 + intracelular. La inhibición 

metabÓ1i~l3 inch.lcida por la quelación del Ca2
+ extracelular (EGTA) (Fig. 11 ), o por 

la presencia de lantano en el medio de incubación (Tabla 111), claramente sugieren 

que el Ca2 + extracelular participa en la regulación del metabolismo oxidativo, tanto 

en la mucosa gástrica normal, como en la lesionada por el etanol. Asimismo, la 

inhibición adicional inducida por el quelante intracelular BAPTA-AM añadido al 

medio de incubación con EGTA, pudiera indicar que la movilización de Ca2 + 

desde los depósitos intracelulares también podría estar participando en la 

inducción del metabolismo oxidativo por el etanol (Fig. 11 ). Por otra parte, el 

BAPTA-AM también inhibió la acumulación de aminopirina en la mucosa gástrica 
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de ratas tratadas con etanol, efecto que no fue significativo en la mucosa control, 

sugiriendo que la secreción de HCI estimulada por el etanol podría depender, al 

menos en parte, de la disponibilidad de ca2
•. Asimismo, el carbacol (secretagogo 

cuyos efectos están mediados por Ca2 +), no fue capaz de provocar una 

estimulación adicional ni de la oxidación de la glucosa ni de la acumulación de 

aminopirina en la mucosa gástrica de animales tratados con etanol, pero este 

agente sí estimuló ambos parámetros en los animales control (Figs. 9 y 11) lo cual 

indica que, probablemente, el etanol y el carbacol tienen un elemento común en 

su mecanismo de estimulación de la célula oxíntica, el cual podría estar 

representado por el Ca2
+. En apoyo a esta hipótesis, el lantano fue un más 

potente inhibidor del metabolismo oxidativo en la mucosa gástrica con lesión por 

etanol, que en la mucosa gástrica control (Tabla 111), lo cual avala la propuesta de 

que una fracción significativa de la oxidación de glucosa depende de la 

movilización de Ca2
•, especialmente desde el medio extracelular, siendo mayor 

esta dependencia en la mucosa gástrica de ratas con lesión inducida por etanol. 

Resultados similares se han reportado en células oxínticas de cobayos tratados 

con etanol in vitro, donde el carbacol tampoco fue capaz de estimular la secreción 

ácida, hallazgo que fue atribuido, al menos en parte, a los altos niveles de Ca2 + 

intracelular presentes, con la subsiguiente activación de la proteína cinasa C (67). 

Los resultados anteriores sugieren fuertemente que las alteraciones inducidas por 

el tratamiento crónico de la mucosa gástrica con etanol, pudieran estar asociadas 

a disturbios en la homeostasis del Ca2
+ caracterizados por niveles aumentados de 

Ca2 + intracelular. 
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En apoyo a lo anterior, se pueden señalar los siguientes hallazgos 

observados en la mucosa gástrica de animales tratados con etanol: 1) tanto en 

las fracciones citosólica como mitocondrial, el contenido de Ca2
• total está 

aumentado significativamente (Tabla IV), y 2) los fragmentos de mucosa gástrica 

incorporaron más activamente el Ca2 • externo (Fig. 12-A). Teniendo en cuenta 

que este catión actúa como regulador directo de la actividad de algunas enzimas 

mitocondriales en la mucosa gástrica del conejo, ejerciendo así su influencia 

sobre el metabolismo mitocondrial de los carbohidratos y sus intermediarios (34), 

tal posibilidad no debe ser descartada en el pres~nte modelo de gastritis inducida 

por etanol. En efecto, los niveles de Ca2 • · rriii~·go~drial total aq~í :~~portados a 

consecuencia de la exposición crónica al etanol, se encuentran en el .rango 

propuesto en el cual es posible regular la actividad de las deshidrogenasas 

mitocondriales en otros tejidos (61). De ser así, la elevación del ca2
• total 

mitocondrial inducida por el etanol, pudiera promover una actividad aumentada de 

las deshidrogenasas mitocondriales que anteceden o que forman parte del ciclo 

de Krebs, efecto que podría contribuir a explicar el aumento en el metabolismo 

oxidativo de la glucosa dependiente de las vías glucolítica - ciclo de Krebs, 

observado en las determinaciones metabólicas utilizando los isótopos U-14C y 6-

14C de la glucosa (Tabla 1). 

La disminución en la actividad de la succinato deshidrogenasa en la 

mucosa gástrica, ha sido utilizada como indicador de lesión mitocondrial (63). No 

obstante, en el presente modelo de gastritis crónica inducida por etanol, la 

actividad de esta enzima resultó significativamente estimulada. La succinato 

deshidrogenasa no es una típica deshidrogenasa Ca2 •-sensible, como lo son la 
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piruvato deshidrogenasa y la a-cetoglutarato deshidrogenasa en numerosos 

tejidos. No obstante, en músculo estriado de anfibios y en hepatocitos de ratas, 

algunos autores han reportado la estimulación de esta enzima por Ca2
+ (88, 104, 

75). En esta última preparación, se ha descrito un fenómeno de retroalimentación 

negativa entre la estimulación de la oxidación del succinato por el Ca2 + 

mitocondrial y la subsiguiente inhibición del transporte de Ca2
+ mitocondrial 

inducida por el succinato, como un mecanismo de adaptación en condiciones 

patológicas (75). Por tal razón, no se descarta la posibilidad é:le que el aumento en 

la actividad de la enzima en respuesta a la exposición crónica al etanol, esté 

relacionada" con la concentración mitocondrial de Ca2 +. Otra posibilidad es que, a 

causa de las perturbaciones crónicas inducidas por el etanol, la expresión 

genética de la succinato deshidrogenasa, haya resultado aumentada. En todo 

caso, tales posibilidades requerirían investigación adicional. 

Tal como fue señalado en los antecedentes de este trabajo, existe controversia 

en torno a la participación del Ca2
+ en la patogénesis de las lesiones gástricas 

inducidas in vitro e in vivo por la exposición aguda al etanol. En apoyo a los 

hallazgos presentados aquí, se pueden mencionar los siguientes resultados: el 

tratamiento con etanol aumentó las concentraciones de Ca2
+ intracelular, en 

cultivos de células epiteliales gástricas superficiales, conduciendo a la lesión de 

las mismas, efecto que fue explicado por la extrusión inicial de Ca2 + desde el 

retículo endoplasmático y, secundariamente, por la apertura de canales de Ca2 + 

sensibles a lantano en la membrana plasmática, mientras que los antagonistas de 

los canales de Ca2
+ verapamil y diltiazem, no modificaron este efecto (50). En otro 

modelo de tratamiento con etanol in vitro, el Ca2
+ extracelular exacerbó el daño 
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inducido por este agente en muestras de mucosa gástrica (4) y los antagonistas 

de los canales de Ca2 • resultaron protectores contra los efectos deletéreos del 

etanol (50, 27, 70). En contraste, se ha reportado que el Ca2 • podría disminuir la 

extensión de las lesiones inducidas por etanol (90). A pesar de que la naturaleza 

de la discrepancia es aún desconocida, esta pudiera estar relacionada, al menos 

en parte, con los diferentes modelos experimentales utilizados (in vitro vs in vivo), 

la concentración de etanol y/o ca2
• empleadas, entre otros factores. 

Por lo que respecta al presente trabajo, se ha evidenciado que los niveles de 

Ca2 • intracelular podrían mediar los efectos metabólicos y secretorios inducidos 

en la mucosa gástrica por la administración crónica de etanol in vivo (Fig. 13). El 

tratamiento crónico con este agente parece inducir el ingreso de Ca2 • desde el 

medio extracelular, como lo sugiere la captación aumentada de 45Ca2 •. El 

mecanismo responsable de este fenómeno involucraría probablemente la 

apertura de canales de Ca2
• en la membrana plasmática, hipótesis avalada por la 

inhibición del consumo de 02 y de la oxidación de glucosa mediante la incubación 

de la mucosa gástrica con LaCl3. La naturaleza de estos canales no fue 

investigada en el presente trabajo pero, en una investigación realizada por 

Kokoska et al. en cultivos de células superficiales de la mucosa gástrica tratadas 

agudamente con etanol, se sugiere que la entrada de Ca2 • desde el medio 

extracelular depende de canales no dependientes de voltaje, activados por la 

depleción de los depósitos intracelulares de Ca2
• (entrada capacitativa de Ca2•) 

(50). Por otra parte, las perturbaciones inducidas por el etanol en la entrada de 

Ca2
• a las células, podrian ser consecuencia de cambios estructurales y 

funcionales en los canales de Ca2
•, a consecuencia de alteraciones en la 
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membrana plasmática, inducidas por el tratamiento crónico con etanol, las cuales 

han sido descrit.as previamente en el presente modelo experimental (36). Tal 

posibilidad, _no debe ser descartada. 

El papel del. calcio en la estimulaCión dél metabolismo oxidativo de la glucosa, 

en la mucosa gástrica tratada crónicamente con etanol, podría se(explicado a 
~: ,1 

través de dos posibles mecanismos: a) la estimulación meti3~Ó1if:a}di[¡§¡ctéliPo.r 

Ca2 + intracelular, probablemente mediada por el increme~~() ei:/1~\'c~~6;intrél~i~n 
de calcio mitocondrial, el cual podría dar lugar a .. la;,}~~ii&G\~6-ión de 

deshidrogenasas mitocondriales calcio-sensibles, y bf l.a "e;~ti;riula~iór;. lndirecta · 

del metabolismo, a través de la activación de la seC:~~hi6i,i¿6j:j';,:¡·-~6'r''e1 Ca2 •, 

co~o un. iac't6;- ;egulador del metabolismo oxidati'vc::> ;;.¡it6C:C>;,cl;i~i'~nI:cliS~rsos 

tejidos _ ~11im¡;¡les (66). Tal estimulación permitiríci di~p~~~} .~:f3;sK1a~{ie~~rgía·· 
metabólica necesaria para el funcionamiento de la ATPasa de. H+ +K...: '(Fig> 13). 

Adicio.na~ente, dado que también la vía de las pentosas fue propojciJ~i1-~~Íite 
estimulada- en el presente modelo experimental, es posible que eltr¡,;tCl*r~~to 
crónico con etanol pueda mediar, adicionalmente, los cambios metabólicos 

necesarios para sustentar mecanismos de adaptación o protección (por ejemplo,: 

aquellos necesarios para la restitución del glutation oxidado), o cambios 

preparativos que conduzcan a la respuesta proliferativa celular, que ocurre luego 

del retiro del etanol en este modelo experimental (37). 
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en homogeneizado __ ,_,_,,_ 

•Proteína mitoco~~'..:.:'0::c · 1 t ca•• intracelular 1 ~':S~',lK:;;f;;:e~l~~6;.;-~~~fr.6-C:~:'2 
~!ff:t~--- .. ____________ ,. --:5~"'1:~::.:..~- bias in vitro 

tea•• citosólico l 
4t>ca2

• total citosólico 

1 
BAPTA-AM •Acumulación de AP 
Carbacol no• Acumulación de AP 

t Secreción de HCI 

• Acumulación de AP 
Moñología de la célula 

parietal propia del estado 
secretante. 

l"fea•+ mitocondrial 1 
~a2• total mitocondrial 

EGT~ 
BAPT~ •oxidación de Glucosa 
LaCh 
LaCh • Consumo de 02 

t Metabolismo Oxidativo 
(Glucólisis - Ciclo de Krebs) 

•Oxidación de 6 y U-14C-Glucosa 
• Consumo de Oxígeno 
• Actividad de la SDH 
... ATP 
Rel Lactato/Piruvato sin cambios 

Omeprazole •002 Fosfofructocinasa-1 sin cambios 
•Oxid. Glu in vitro 

Fíg. 13 Esquema que integra algunos efectos de la exposoc1on cron1ca in vivo de la 
mucosa gástrica al etanoL Los enunciados encerrados en rectángulos representan los 
principales efectos metabólicos. secretorios y en la homeostasis del calcio, inducidos por el 
etanol. La información fuera de los rcctán&'Ulos se refiere a los hallazgos experimentales 
que sustentan la existencia de tales efectos. 
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En el modelo descrito de gastritis subcrónica inducida por la administración de 

etanol in vivo, se detectaron alteraciones caracterizadas por: 

a) Estimulación del metabolismo oxidativo de la glucosa, con participación de 

todas las rutas catabólicas disponibles para este sustrato, acompañada por 

indicadores de metabolismo aeróbico activo, que involucra la fúndón mitocondrial. 

b) Estimulación de la función secretoria ácida, acomp~ñ~cla por cambios 

morfológicos con características como las descritas ... en las células oxlnticas 

estim~1'3cl'3s por los secretagogos gástricos. 

c) Álteraciones en la homeostasis del Ca2
+, caracterizadas por un aumento del 

conte~ido, de Ca2
+ total en las fracciones citosólica y mitC:Ícondrial, •generado 

principalmente por el ingreso de Ca2
+ desde el medio extraceh.JI~~; ~ro~ablÉlmente 

a través de canales de Ca2 + no dependientes de voltaje. •,'\ ',·z.'.i 
d) Los calTlt>ios metabólicos y secretorios inducidos por ·~/~i~riC,iJn1antieríen 

. ·:_.: -~-:. ,·~ 

un patrón deestr~C:ho acoplamiento entre si, que ha sido observad~··ta¡:;,bién en la 
_:_-·:_" ::-=.:'--::_· ; ---.:=·º~; ~~<:_-_ ;:_::_ -.~)'. :. - ... ,~_ 

mucosa gá;triC:"á !lci~mal en varias especies animales y en el hombre: 

e) El Ca2
• intracelular parece desempeñar un significativo papel como 

mediador de las alteraciones secretorias y metabólicas observadas. 

Todo lo anterior permite concluir que el tratamiento crónico de la mucosa 

gástrica de ratas in vivo con etanol, da lugar a la estimulación del metabolismo 

oxidativo de la glucosa y de la secreción de HCI, efectos que parecen estar 

mediados, al menos en parte, por un aumento en la concentración de Ca2
+ 

intracelular a expensas del ingreso de Ca2
• desde el medio extracelular. El papel 

del Ca2
• como mediador de los efectos metabólicos observados, podría ser 
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explicado mediante dos mecanismos no excluyentes: a) la estimulación indirecta 

del metabolismo oxidativo, a través de la disminución en la relación ATP/A_DP,_ 

derivada de la estimulación de la secreción de HCL por el Ca2
+ intracelular y, b) 

la estimulación directa del metabolismo oxidativo a través de la regulación positiva 

de algunas deshidrogenasas Ca2
+ sensibles, por el Ca2

+ mitocondriaL 

Finalmente, los cambios e interacciones descritos en el presí3nte trabajo, son 
-.·:.·_-, 

reportados por . primera vez en un modelo de lesión crónica induCida por la 

administración in vivo de ~tanol en la mucosa gástrica de ratas, una vez retirado 

el etanol. 
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El presente .trabajo ofrece una visión integrada de los cambios metabólicos, 

secretorios y en Ía_-homeostasis del Ca2
+, que acompañan a la lesión de la 

mucosa gástrica inducida por la administración crónica de etanol in vivo. 

Numeroso-s::aspectos aún no estudiados en este modelo experimental, han 

salido ·a relucir en el presente trabajo y podrían ser objeto de investigación futura. 

De_ espec:ial interés sería el estudio de los mecanismos de adaptación que 

permiterl'~' la mucosa gástrica disponer de una función metabólica mitocondrial 

eficiente'; . a pesar de las perturbaciones inducidas por el etanol. El estado 

funcional de las deshidrogenasas Ca2
+ - sensibles, el esclarecimiento de la 

relación concreta que existe entre el tratamiento crónico con etanol, la activación 
- ;<;: .. ,.~·~_.­

de la succinato deshidrogenasa y la diná!Tlica del Ca2
+ mitocondrial, cpnstituyen 

aspectos que merecen investigación futlli~>- > 

El papel dela via_de las pentosas, en el presente modelo de lesión crónica por 
-·:::..._, ~ ;__:.;._~:_~;¡/~· - , <-'~ .:_,\-:_:, -~L:"--· .·· 

etanol, 'reviste/singular interés, considerando que los estudios en torno a la 
- ., ., . •. . . •' ~ . 

actividad de f:!~t~ ~uta metabólica han sido controversiales en la mucosa gástrica, 

y dada. laJ~_p'ortancia de sus intermediarios y productos metabólicos, para el 
. . . . . 

susterit~~de ~ecanismos de defensa, adaptación y recuperación ante la lesión. 

Asimismo, el presente trabajo ofrece perspectivas a investigar en el futuro, en 

torno a - los cambios inducidos por el etanol en la homeostasis del Ca2 +. La 

existencia de un mecanismo de entrada de Ca2
+ a las células, sensible al 

tratamiento crónico con etanol, ha sido sugerida a partir de los resultados 

obtenidos. La caracterización de tal mecanismo, asi como de sus elementos 
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reguladores, y del modo como éste pudiera ser alterado por el etanol y otros 

agentes nocivos.~para __ .la mucosa gástrica en función de ciertas variables 

(concentración; tiempó de exposición, entre otros), podría contribuir al 

conoci~i'erit()'-:(j~-<16~- :.ri~c~nismos de lesión de la mucosa gástrica, y 
-. ~ ._.::=::_· - - . ·._:::· 

permitir 

detectar ~Ú~~o~·bÍ;,.~~~~ para la intervención terapéutica. 
;_·_,;·:: :::·:;.;_, 0.7/~~~,+;·,"' 

Teniend~ el"!·_-,~d~ri't~- gue ··el modelo de lesión utilizado se acompaña de 

alteraciones ~iitci1Ógi6~;s•_1e~it~Hales semejantes a las que caracterizan a una 
--~;.,,_ ,~:,)·,--~;~·---~··.'-~ ... ~;,:: ' ... ··. 

gastritis s'tÍbcrÓnfé:i;li'-alcoh°'óiica''el1 el humano, los hallazgos aquí presentados 
··:··-.. ; .· •.:···;- :~>t:-·.': -o::.."'·~·~:~.· ,. " 

podrían cbntribui~·taÍrlbiÉ!n a formular nuevos enfoques para la investigación _de 

las 1t;lsionÉ!s l~clu~ici'a~ por ~I ~tanol en la mucosa gástrica humana aunque, desde 

luego, estos r~sulta-~os no pu-~den ser ciento por ciento extrapolados al hombre. 
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Metabolic and Secretory Disturbances in Rat 
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Changes In the Ca2
• homeostasls have been lmpllcated In cell 

lnjury and dcath. However. Ca 2 • partlclpatlon In ethanol­
lnduced chronlc gastrlc mucosal lnjury has not been elucl­
dated. We have developed a model of ethanol-lnduced chronlc 
gastrlc lnJury In rats. characterlzed by marked alteratlons In 
plasma membranes trom gastrlc mucosa and a compensatory 
cell prollferatlon. whlch tollows ethanol wlthdrawal. Theretore. 
the present study explorad the posslble role of lntracellular 
Ca2 • In the oxldatlve metabollsm and in acld secrellon In thls 
experimental model. Glucosa oxldatlon was greatly enhanced 
In the lnjured mucosa. as evaluated by C02 producllon by lso­
lated mucosal preparatlons lncubated wlth 14C-radlolabeled 
glucosa In dltferent carbons. Oxygen consumptlon and acld 
secretlon (amlnopyrlne accumulatlon) were also stlmulaled. A 
predomlnatlng secrctory status was morphologlcally ldentlfled 
by electron mlcroscopy In oxyntlc cells of gastrlc mucosa from 
ethanol-treatcd rats. A coupllng between secretory and meta­
bolic effects lnduced by ethanol (demonstrated by an lnhlbitory 
effect of omeprazole In both parametcrs) was found. These 
ethanol-lnduced effects were also lnhlblted by addltlon of Ca2 • 

chelators to lsolated gastrlc mucosa samples. Lanthanum. a 
Ca2 - channel blocker. lnhlblted ethanol-promoted lncrease of 
oxidative metabollsm. In addltlon. a stlmulated Ca2 • uptake by 
mucosal mlnces and lncreased In vivo Ca2

• levels In cytosolic 
and mltochondrlal fracllons, were also nollced. Enhanced glu­
cose and oxygen consumptlons were assoclated wlth hlgher 
ATP and NADP+ avallablllty, whereas cytosollc NAD/NADH ratio 
(assessed by mucosal levels of lactate and pyruvate) was not 
slgnlflcantly modlfled by the chronlc cthanol admlnlstratlon, In 
concluslon, changes In Ca2 • homeostasls, probably malnly due 
to lncreased extracellular Ca2

• uptake, could mediste secretory 
and metabolic alteratlons found In the gastrlc mucosa from rats 
chrontcally treated with ethanol. Exp 8101 Med 228:315-324, 2003 
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W e have developed a model in which prolonged 
ethanol administration elicits a histological pro­
file of chronic gastric injury that is characterized 

by cvident biochemical disturbances on plasma n1cmbranc 
functions. Such alterations include lo\.ver mcn1brane fluid­
ity. diminished activities of sorne me1nbrane-associated en­
zymes. and decrcascd density of H 2 -histaminergic receptors 
in isolated plusnm membranes from gastric mucosa of rats 
chronically tremed ·with elhanol (1. 2). In addition. lipid 
pcroxidation has been implicated in both thc already­
mentioncd altcrations in plasn1a membranes. as well as in 
the in the compcnsatory n1ucosal proliferation triggered af­
tcr ethanol "vithdra\.val (2). Nonclhclcss. we havc not fully 
clarified the underlying n1echanisms involvcd in the ctha­
nol-induced chronic damagc in thc rat gastric n1ucosa. 

Elhanol has bcen considered to induce a nurnber of 
changcs in the gastric mucosa that seen1 to explain. at least 
in part. the rnt:chanisrn of action of this agent. They include 
reduccd gastric blood now (3 ). disruption of the so-called 
gastric mucosal barrier (4. 5). accompanied by bicarbonate 
leakage (6). as well as metabolic altcrations decply linked to 
the acid secretory activity in the damaged gastric mucosa 
(7-10). 

Gastric acid hypersecretion is an aggressive factor in­
volved in the pathogenesis of sorne gastric and duodenal 
disorders ( 1 1 ). and acid secretion has been proveo to be 
dependent on mucosal oxidative metabolism. which pro­
vides ATP for driving H ... -K ... ·ATPase activity (12-14). In 
addition. Ca2 

... is an intracellular messenger that participates 
in the coupling of stimulus-secretion in the normal mam­
malian gastric mucosa (15-17). The ion also mediates the 
regulation of sorne metabolic pathways in the gastric mu­
cosa. such as increased glycogen breakdown induced by 
theophylline in amphibians ( 18, 19), as well as the cholin-
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crgic activation of carbohy<lrate oxidation by rabbit gastric 
glands (20). Then. because intracellular levels of Ca2

+ seem 
to be implicated in the preservation of gastric mucosar in­
tegrity (21). disturbances of Ca2

+ hon1costasis have bcen 
claimed to be a mcchanism underlying gastric injury in­
duced by severa) agents (22. 23). 

Incrcased Ca2 + Jevels have been also involved in etha­
nol-induced acute gastric mucosa! injury (24-26); however. 
the relationship bctween Ca2

+ and ethanol-induced gastric 
damage has not bccn well cstablishcd. Hcncc. the conncc­
tion among ethanol-induced changes on gastric acid secre­
tion. oxidative metabolisrn and intracellular Ca2

+ mobiliza­
tion is unknown. 

Therefore. the present study was aimed to evaluate 
whethcr alterations on acid sccretion and oxidative metabo­
lism are involved in the pathogcnesis of ethanol-induced 
chronic injury in rat gastric mucosa. Moreover, the possibh.! 
role of intracellular changes on Ca2

+ homeostasis \.Vas also 
assessed as a major factor inducing gastric mucosal damage. 

Matcrials and ~lcthods 
Chemlcals. D-[U- 14CJ Glucose (sp. act. 260 mCil 

mmol). D-[i- 14C) Glucose (sp. act. 260 mCi/mmol). glu­
cose (sp. act. 55 mCi/mmol), and D-[6- 14C] glucose (sp. act. 
56 mCi/mmol) were purchased from Amersham Co. (Ar­
lington Heights. IL). Aminopyrine [dimethylamine- 14Ci 
(sp. act. 100 mCi/mn1ol). [U- 14C] sucrosc (sp. act. 600 mCi.' 
mmo]). and 45Ca2

• were obtained from Ne\.v England 
Nuclear Lifc Sciencc Products, Inc. (Bastan. ~JA). BAPT A -
AM was obtaincd from tvtolecuiar Probes (Eugenc. OR) and 
omeprazole (Loscc®) from Astra Chemicals. S.A 
(Mexico). Enzymes, coenzymes. EGTA and othcr rcagenb 
were purchased from Sigma Chcmical Co. (St. Louis, I\-10\. 

Animal Model. Thc model of cthanol-induced suh­
chronic gastric mucosa] damage in m;llc \.Vistar rats (230-
270 g of body weight). has bcen reponed in detail ( 1 i. 
Briefly. overnight fastcd animals with free access to water 
reccivcd 1 mi of salinc solution (conLrol group). or 1 mi cí 
50% ethanol (gastritis group) by intragastric gavagc. fol­
lowed by free acccss to water (controls) or 570 ethanol in 
water (gastritis group). The trcatmcnt was continued for :i 
days, and at the fifth day ethanol \.vas withdrawn. After nn 
overnight fast. animals wcrc killed 2 to 3 hr aftcr ethanol 
\.Vithdrawal under general anesthesia with sodium pentobar­
bital (40 mglkg body weight). AH procedurcs were con­
ducted in accordance to our lnstitutional Guide for A11i111al 
Experimenration (National University of Mexico). 

lsolation of Gastric Mucosa. Gastric mucosa from 
rats was isolated as previously reported (27). Briefly. rat 
stomachs were removed and cut open along the lesser cur­
vature. The glandular area was dissected and cut to obtain 
minces or slices. which were rinsed three times and sus­
pended in a medium-containing (in mmol/l): 10 TES 9 133 
NaCI. 5 KCI. 1 MgS04 • 1 CaCl2 • 1 Na2 HP04 • and 10 glu­
cose. unless any change was indicated. 

Glucose Oxidation. The ratc of glucose oxidution 
through pentose phosphatc and gJycolytic acid citric cycle 
pathways. were cstimated comparutivcly by measuring the 
production of 14C02 from [l- 14C). [6- 14C]. or LU- 14C) glu­
coses as previously described. with minar changes (27): 
TES buffer-suspended rninccs oí gastric n1ucosa were incu­
bated in the presence of 0.4 to 0.8 µCi of 14C-radiolabeled 
glucose in a final volume of 2 mi at 37ºC. during 90 min. 
Thereafter. the 14CO:! was trapped in 0.2 mi of 100 mmol/l 
hyamine. pluced in a central wall of the tlask. Then. hy­
amine was transferred to u viul containing scintillation liq­
uid and counted. Appropriatc controls were run simulta-
neously. All the experiments v..ere perfonned in duplicatf------··1 
and the rate of glucose oxidation is expressed as nmol pc:Jr ~ f 
hour per miuigram or protcin. ¡ e_·::;: 

Aminopyrine Accumulation. Accumulated amino- . :.:!.:-:...; ~ 
pyrinc in minces of gastric n1ucosu was meas u red as pre '- - -.J e_:;.: 
ously described by Chacín et al. ( 12). with minar modi ~ r- --. ' 

cations. Minces of gastric mucosa (6-8 mg dry weight) we ~ q 
gassed (95o/o 0 2 -5o/o CO:!) during 2 min and incubated E..:.c:::t -~ 
37ºC during 1 hr in TES solution containing 0.1 µCi/ r- ~ 
[ 

14C]-arninopyrine. Then. the pellets were obtained by e n- ;:e 
trifugation and immediately transferrcd to counting vi s. ¡::z:::....; 
weighed. and dried ovcrnight at SOºC. The dried pellcts 
\.vere wcighed. solubilized in 1 mi of 1 N Na OH during 24 
hr. neutralized and addcd to scintillation liquid. and counted 
for radioactivity. Intruglandular water content was deter-
mined in minces of gastric mucosa from both controls and 
cthanol-treated animals using [ 14C]-sucrose as a marker for 
the extraglandular space. as previously described ( 12). \Vet 
and dry wcights \.vcre detcrnlincd to calculate total water. 
and the extraglandular spacc wus calculatcd frorn [ 14C]-
sucrose contcnt of the tissue. The ratio of aminopyrinc in 
intraglandular/extraglandular v.·atcr was calculated and 
taken as an indicator of an intruglandular region relativcly 
low pH (12). When BAPTA-AM was used. ali the flasks 
were pre-incubated during 15 min in the absence of amino-
pyrine befare allowing the incorporation of this reagent to 
the cell. 

ca2 • Uptake and Efflux by lsolated Gastrlc Mu­
cosa. 4 sca2 + uptake was performcd as described previ­
ously (18). with sorne changes. Minccs of gastric mucosa 
were incubated in the TES solution containing 0.2 µCi/ml 
4 sCaC12 for different periods at 37ºC. After incubation, the 
flasks content was immediately transferred to tubes contain­
ing 1 mmoUI LaC1 3 (in the absence of Ca2 +) and centrifuged 
again. The pellet was resuspended in TES solution contain­
ing 1 mmoln EGT A and spun as indicated. The final pellets 
were dried overnight. weighed. solubilized in 1 ml of 1 N 
NaOH. neutralized. and counted. Uptake was calculated in 
terms of nmol of 4 sca2

+ per milligram protein on the basis 
of specific activity detenninations. 4 sCa2 .... efflux was also 
measured (18). Weighed slices of rat gastric mucosa were 
rinsed in TES solution (without Ca2

•) and incubated in thc! 
presence of. 1.8 mM CaC12 containing 0.2µ.Ci/ml 45CaCI~. 
After incubating at 37ºC for 2 hr. the tissue was gently 
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TESIS cc;.·1 .......... ,.,~1' 
blottcd on filter _papcr and transferred to the flasks 09 ~1~ f\. iij)f¡'gaftr~c_!.i¿j'!SY-!a\ minces i~ the .presence of 1 11111101/1 
ing 2 mi of ca-+-frcc TES solution. Mucosal sli ,~·· · · 1·~~knc tlic prllarographtc reg1ster. Oxygen uptakc is 
subsequently transferred to other tlasks in series at differcnt expressed a nAtO:/n1in/n1g of tissue protcin. 
intervals to co111pletc 90 min. Incubation was carried out at Analytical Procedures. Cytoso1ic activity of glu-
37ºC 'vilh shaking and oxygenation (95o/o 0 2 -5o/o C02). cose 6-phosphatc dehydrogcnase (EC 1. 1 .1.49) was deter-
After washing. n1ucosa was digcstcd. neutralized. and nlined according to the 1nethod of LOrh and Waller (31 ). 
counted as describcd above. Each individual wash solution Succinate dehydrogenase (EC 1.2.1. 16) was 1ncasured in 
was dricd at SOºC for 2 hr and the dried powdcr (dissolved the mitochondrial fraction. by the techniquc reported by 
in water) ·was countcd far radioactivity. The total tissue King (32). In both. wholc homogcnate of gastric 1nucosa 
radioactivity at the end of expcriment was the sum of the and isolated 111itochondria. the activity of cytochro1ne oxi-
total counts in each wash plus the digested tissue. Results dase (EC 1.9.3.1) '\Vas quantified according the method of 
are cxpresscd as a pcrccntagc of total 4 sca2 + incorporatcd. Rafael (33). In ncutralizcd acid cxtracts obtaincd fron1 gas-

Morphological Analysis by Electron Micros.. trie mucosa. lcvels of ATP. ADP. lttctate. and pyruvate were 
copy. Samples of gastric mucosa. isolated as describcd detcrmined by the methods describcd elscwhere (34). The 
beforc. were fixed in a buffcred solution containing 2.5o/o free pool of NADP+ '\vas also spcctrophoton1ctrically deter-
glutaraldehyde (pH 7.4). The tissucs were the~ processed mined in these extracts. coupled to the reaction of the rnalic 
and analyzed according to Berglindh et al. (28). In a sample enzyme. as a modification of the tcchnique described by 
of 50 parietal cclls. the nonsecreting and secreting cells \.Vise and Ball (35). 
were idcntified in accordance to thcir rnorphoJogical char- Calculations and Statistics. Mitochondrial recov-
actcristics as previously defincd (28). The percentage of cry and thc amount of protein per gram of gastric tnucosa 
cellula.r arca occupied by the intracellular canaliculus or were calculated using the activity of cytochron1e oxidase. as 
lacunar structurcs was also detennined and compared in a rnarker cnzyrne. as previously dcscribed (36). Ali results 
both nonsecreting and stimulated parietal cells. are expressed as mean ± SE. Thc significance of the differ-

Quantification of Ca2
+ In Subcellular Frac- ences arnong groups was asscsscd by t'\vo-way ANOV A 

tions. Gastric mucosa from controls and ethanol-treatec.J and. in the case of significance by ad hoc Ne'\vman-Kcul's 
anirnals wcrc totnlly cxcised and homogenizcd in a buffer 
containing 0.25 11101/l sucrosc and 10 nunol/l HEPES/KOH 
(pH 7.4). Subct:llular fractions wcrc obtained according to 
protocols dcscribcd clscwhcrc (l. 2. 29). For total Ca::• 
measurcmcnt. both 111itochondrial and cytosolic fractions 
were deprotcinizcd by ndding HCl04 (6-7o/o w/v final con­
ccnlration) and centrifuged in thc prcscnce of l '70 LaCI3 and 
kcpt frozen until use. Ca:!• content from the dcproteinized 
fractions was mcasurcd by aton1ic absorption tlmne pho­
tomctry according to Díaz-!vluñoz et al. (30). 

Oxygen Consumption by Gastric Mucosa 
Minces. Minccs of gastric mucosa (6-8 mg dry weight) 
containcd in a 3 tnl volumc of TES solution wcre incubatcd 
m 25ºC in thc prcsence of 1 O mmol/l glucose as substrate. 
Thc mixture was placed in a chambcr equipped with a 
Clark-type oxygen clectrode (Yellow Spring lnstruments). 
and respiration was recorded polarographically for 10-15 
n1in. Experin1ents with lanthanum were performed incubat-

test. 

Rcsults 
Changes in Mucosal Giucose Oxidation ln­

duced by Chronic Treatment with Ethanol. Fuifiii· 
1nent of the metabolic requirements of the acid-secreting 
parietal cell under physiological circumstances requires a 
combination of substrates. but glucosc seen1s to be the most 
effcctive in rats ( 13). Total glucosc oxidation by isolated 
gastric mucosal minccs. as assesscd by 14CO::; producrion 
from U- 14C-glucose. showed an apparenr K"' of 1.3 ± 0.3 
mM for glucosc. as well asan apparent Vmª' of 11.l ± 0.5 
nmol of oxidized glucose·h- 1·mg-1 of protein. in control 
gastric mucosa. Fron1 these data. we used 10 mmol/1 glu­
cose as fixed substrate concentration for further incubations 
of gastric mucosa} san1ples in thc prescnce of radiolabeled 
glucose in differcnt carbons (Table 1). In animals subjected 
to chronic mucosal injury. glucose oxidation was doubled as 

Table J. Oxidation of [1·' 4 C)·, [6-14CJ-. and (U-14C]-Glucose by the Gastric Mucosa from Ethanoi-Treated Rats 

Treatment 

Control 
Ethanol (gastritis) 
Control + omeprazole 
Ethanol + omeprazote 

11-1•c1 
9.9 ± 1.2 

20.6 ±2.0• 

n 

16 
13 

Glucosa isotope oxidation 
(nmols·h-1 ·mg tissue protein- 1

) 

(6-,.C] n 

6.2 ± 0.7 
12.9 ± 1.7ª 

8 
8 

(U-'"C] 

8.9"' 0.6 
18.8"' 2.1ª 
7.3 ±: 0.3ª. 

12.0 "'0.6b 

n 

11 
9, 
4 

'4 

Mlnces of gastric mucosa isolated from controls and ethanol·treated rats were incubated with 1 O mmol/I glucosa containlng 0.4 to o.e µCI of 
,.C-radlolabeled glucosa in ditferent carbons. The fncubation was performed at 37ºC for 90 min. Controls corresponded to rats treat9d wlth 
salina. Results are expressed as mean ::1: SE of n Individual preparations. Statistics: •p < O.OS vs controls; bp < 0.05 vs the ethanol group 
(gastritis). . - . 
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compared with controls. The increused oxidution of the dif­
fcrenl glucose rn.dioisotopcs was of a sin1ilar rnagnitud!! in 
gastric samplcs from anin1als undergoing gustritis. suggest­
ing that thc enhanccd capacity of chronicully injurcd gastric 
n1ucosa for mctubolizing glucose was not associated to 
changes in thc relative contribution of each metabolic path­
way (i.c .• glycolysis. citric acid cycle or pcntose phosphate 
shunt; Table 1) Bused on data taken fron1 Table l. the pro­
duction of 14CO .. as a function of thc ratio l- 14C/6- 14C of 
glucosc was of t.6. indicating that rat gastric rnucosa truly 
possesses an active pcntosc phosphatt! pathway activity for 
glucose oxidation. which agrces with metabolic consider­
ations prcviously rcported (27). The presencc of an active 
pentose phosphatc shunt in thc rat gastric mucosa \.Vas ad­
ditionally corroboratcd by rneasuring of glucose-6-
phosphate dehydrogcnase activity in cytosolic fractions of 
gastric mucosa: 333.0 ± 66.8 (cthanol group) vs 336.4 ± 
47.6 nmol NADPH/nün/mg of protcin (control group). To 
evaluate the proportion of glucose oxidation directly linkcd 
to the acid secretory activity of thc gastric mucosa. thc 
H+-K+-ATPase inhibitor. omeprazolc. was addcd in vitro to 
the incubation medium. As shown in Table l. omeprazolc 
inhibited glucosc consumption in both. mucosal samples 
from control and anin1als subjccted to gastritis. However. 
the percentagc of inhibition of glucosc oxidation induced by 
omeprazole was of highcr magnitudc in 1nucosal san1ples of 
rnts treatcd chronically with ethanol (36 ± 4 vs 18 ± 3o/C' in 
controls; P < 0.01 ). Thesc duta suggest thm u significant 
fraction of glucose oxidative n1ctabolisn1 is couplcd to thc 
activity of thc H+-K•-ATPase. 

Effect of Chronic Ethanol Treatment on the Se­
cretory Acid Status in Gastric Mucosa. The accumu­
lation of 14C-aminopyrinc was evaluated in mucosa! 
samples obtaincd frorn our experimental groups. as a pa­
rameter indicativc uf the acid sccretory function of the pa­
rietal cclls. Basal aminopyrinc accun1ulation (nonstimulated 
by secrctagogucs) was almost doublcd in prcparations ob­
tained from ethanol-treated rats whcn comparcd to controls 
(Fig. J ). In control mucosal san1ples. cither histamine or 
carbachol (gastric sccrt:tagogut: which acts via Ca:!+)...,wcre 
ablc to stirnulate acid sccretion; however. both secrcta­
gogucs failed to elicit an udditional stimulation of acid se­
crction in rats subjccted to gastritis (Fig. 1 ). The histamin­
ergic H:?-receptor antagonist, cimetidinc. had no effect in 
th~ basal aminopyrinc accumulation in either. control or 
injured mucosa) preparations. The BAPTA-AM. a chelator 
of intracellular Ca2 +. did Jower thc stimulated acid secretion 
recorded in mucosal samples from ethanol-treated rats 
(Fig. 1). 

The results obtained from in vitro measurements of the 
acid sccretory activity in gastric mucosa samples might be 
correlated with the morphologic changes of the parietal 
cells. induced in vivo by chronic ethanoJ administration. 
Figure 2A (control animals) shows a rat parietal cell. which 
has a characteristic conical shape with numerous mitochon­
dria. Also there is a complex network of smooth-surface 
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Figure 1. Effects of subchronic ethanol treatment on the aminopy­
rine accumulation (aminopyrine ratio). Minces of gastric mucosa 
from both controls and ethanol·treated rats were incubated in pres­
ence or in absence of histamine (10-4 M), carbachol (10-4 M), cimet­
idine po-3 M), ar BAPTA·AM (50 µM). The BAPTA-AM vehiclo 
(DMSO) was added to control flasks (20 µI). Far cafculations, a mean 
value of 2.4 :t: 0.4 (controls) and 2.6 :t: 0.4 µl/mg dry wt (ethanol) was 
found tor the intraglandular water. Vnlues are means :t: SE of 4-8 
experiments. Control value: 0.92 .::t: 0.11 (100°/o). Statistics: (a) P< 
O.OS vs control group (saline); (b) P < o.os vs ethanol group. 

intracytoplasn1ic mcmbranc!'-> tcrmcd thc vcsiclc tubular sys­
tern (Fig. 2A). This n1orphological pattern reprcscnted thc 
69 ± 5% of thc total popuhltion of oxyntic cclls in control 
samples. \Vhen parietal cells wcrc exarnincd in n1ucosal 
s¡¡mplcs frorn anirnals undcrgoing gastritis. it was observcd 
that the vcsicle tubulcs dccrcascU in number and increused 
in voluml.!. taking a vacunlar shapc. "-'hcreas nlicrovillus 
appeared on thcir sccretory surfacc. Thercfore. the apparent 
loss in surface area of the vesicletubular systenl seerns to be 
compensated for by ne\vly created microvillus (Fig. 28). 
The last findings has bcen dcscribcd bcfore as a result of 
stimulating norn1al parietal cclls with secrctagogues (28): 
thcrcfore. the increascd nurnber of vacuoles can be consid­
cred as expanded acid sccretory canaliculus. "'hich were 
present in the 50 ± 5'7c of parietal cclls from ethanol-treated 
rats (Fig. 28). Moreover. when comparing the percentage of 
cell surfacc occupied by the secretory canaliculus in oxyntic 
cells from both experimental groups~ differences were quite 
evident. Few vacuoles were recorded in nonsecreting ceils 
(i.e .• controls animals) accounting for by 3.1 ± 0.2o/o of the 
total area. However. in stimulated oxyntic ceils predomi­
nantly in the gastritis group. the vacuolar distribution rep­
resented up to 21 ± 2% of the total area calculated for the 
parietal cells. 

Role of Ca2 • In Ethanol-lnduced Metabollc and 
Secretory Changes. Bo1h !he inhibi1ory effecl of 
BAPTA-AM and the absence of carbachol stimulation on 
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Figure 2. E •:>Ctron m1cro9rnpt1s of parietal ccl!s The p1ctures aro rcprosentnt1ve of nt loast three stomachs pcr group (A) control animal. (B) 
E~t°'ar.cl·~·e-c;".ed animal Picccs of g<1str1c mucosa lrcshly 1solated werc 1mrned1ately placed 1n a coolcd solut1on of 2.5º., glutaraldchyde in 100 
r-:r.i o! pt-:::s;:-natc bullcr. oH 7 . ..1. and processed far transrn1ss1on electron rn1croscopy. vt, vcs1clctubular systcn1, 1c. lntracellul.:1.r canal1culus 
a.-,o r.i1c·o· .. ~;s. rn. ni1~oct1onclr1a l\·1ar;nd1cat1on .-:..1000 

the arn1n.1r~ ri1ll.' a._·._·u1nulatit lll \\ 1.:TL' dt..•te~tcd in the ga .... t1·i\..· 
rnu~o-.a fr,,,,, etha11Pl-tn...'at1.•d 1·a1:-. 1 Fi~. 1 J. Sul..'.'h cff1...·l.."h h:d 
Lh h1 L''\.o.11n1T1l..' thL' !'P'"'ihk role- pf Ca:- 111 thc n:gulatinn llf 
.._·.u·hl,h)' \.lt·.1ti.:" 11h.:tab1,Ji-..111 in nunnal and injun.·d ga-..u-ir...· 11n1-

.._·1ha. F•'í th1-.. ª.1-!t.'111 ..... ·apahlc..· uf ll1Pd1t:_.. ing ... ·cll c·a.:. hll­
?111.."P .. l~l ... ¡ ... \.\i.:"re u ..... ·d 111 nrro. t· .. ¡11!! ECiT:\ to "l."qlll..":-.ter 

t.''trai .. ;cllul.tr Ca.:·. !!lt11. .. ·o-..I.." o.,idation \\a-. rcdui.:ed a-.. conl­
p~trt.•d "'- !th thc- ha-.~tl glw.:o:-.1.." utili/ati1111 hy prt.•raratiun~ 

trPnl i.:1,11tr1ll ani111~i1 ... .-'\ddition of B:\PT.·'\-A:\.1 to thc incu­
h•1t111n 111:..·~ium with EGT:\. dkitt.•d an eVt.'11 ~tn..,ng:er in­
hil-.,itPf"\. t:ff ... • ... ·t un ~Ju ... ·n~e oxidation (Fi!.!. 3L In 1·at-.. suh­
!t.'Cted ~l.., ~~1-.triti-... l~CiTA :-.ig.nificantly rC'~lw.:cd thc l."thannl­
indu..:c.:t.i ... !lrnulatiPn ,,f n1ucn:-.al gluco-.c P:\.Ídation. "" hilC' thc 
111(,.'Uhattnn in pI'l." .. l.."IH:I.." of hoth Ca.::• Cht:Jatur~. L'0111ph!tC"ly 
ah1 ili ... ht.·d rht.• chnmi1..: 1..·ffcct nf i.:"thanol 1 Fig. J l. Tht: 111u:-.­
... :;.1rini...· •1;:1,ni-.t c~11"had1ol. .. tinrnlatl.."d the ~)u¡.;n-.'-" n'ida1il111 
in 1 .. :nntn1l •tnimal-.. hut thi-.. ;1gent did nnt 1nodify th1..• glucn~I..' 
1.:¡itab11l1-.111 in thl..' ethanol-trl..'atcd rat..., <F1g. J). :'\lu¡.;o-..al glu-
1:1...1-..I..' l''idation in thL" prl..'~t:lh.:t.• of 1 mmnl/l LaCI l ""ª~ in­
hihitL"d in ~1 -.irnilar r:xtcnt, l.."ithcr in ~ampks uhtaincd frnnl 
l.."Ptltrtll Pr fro111 ¡mimals subjcctl..'d to gastritis <Table 11). 
Thc-..L.' Uata ~tn:ngthcn the 1.h.:pC"ndi.:rn.:c of ga.,.tric llllh:osa 
ox1Uation of gluco .... c and thc cxtracdlular calciu111. indccd 
~upporting to that found in thc cxpcriments using EGTA 
<Fig . .31. 

To gct a bcttcr undcrstnnding of the put;ltivl..' cffect of 
chrcmic t:thanol on Ca:? ... <lyna111ics. uptakc and cftlux of 

·':"c_~a.:- .. wcn: detennined in 1nu¡,.;u .... al ~a111ple-.. uf our expi:ri­
rnental gnn1p-.. (l:i~. -1- l. :'\lucu-..al C¡1.:- .. upt;.1ke wa:-. progres­
-..ivelv incn.:;.i~t:d and ~atlff¡11ed ;.11 30 111i11 of incuhatiun. Di.:"-
-..pitl.."- a quite .... i1nilar pn.,filt: of Ca.:- .. upt;.1kt.." was fuund in 
1.!a~tric 111uco~a i~nl;.1tc.:d fro1n huth l..'ontrol and rat~ undcr­
going ga:-.tritis. it ·w;.1~ dl.."ar that 1njun:d ga:-.tl"ic 111ucosa in­
¡.;orp,lr;1ted llllH·c: radillat.·tive Ca.:'· tha11 thi.: nonnal llllc (Fig. 
4A). On the i:n11tra1·y. Ca.:'• 1·eh:a:-.t: w¡1~ .... i1nilar in 1nuco~;1I 
san1plc~ ohtiainl..'d fro111 hoth t.'.'Xpi.:"ri111i.:ntal conditions (Fig. 
413 ). Thc~I.." 1·c~1i11~ ;.u·e in agrt:en1cnt with thosc obtaincd by 
1ni.:asuring total Ca.-:.- in ~ubcdlular fractinn~ tTablc 111). In 
hoth suhi:dlular fractions, ¡,.;ytosol ;.md 111itochondda. thcrc 
\Vas an cnham.:l.."d Ca.:-· accu1nulation in lllllf.."OSill sarnplcs 
fronl ctha11Dl-tn.:~1h.:d rat:.. l'l'ahlc 111 ). 

Oxygen Consumplion and Production of ATP 
and Lactate in Gastric Mucosa from Control and 
Ethanol-Trcated Animals. Despitc that cidculati.:d 
a1nount of 1nitochondrial prutc.:in pcr grmn of gastl"ic 1nucosa 
(36) w;1s lower in anintab u1u.krgoing ga .... tritis (3:!.4 vs 44.5 
111g of mitrn.:hondrial protcin/g of 1nucosa. in conlrols; P < 
O.O 1 ). san1plcs of danrngi.:d 111ucosa had high oxygcn con­
surnption (Table l 1 ). This could be cxplaincd by increascd 
activitics of mitochondrial cnzy1ncs. such as thm of succi­
natc dchydrogcnasc. \vhich \Vas cnhanccd in ani1nals sub­
jcctcd to g¡1stritis ( 1 1.1 ± 0.8. against 7.4 :::!::: 1.0 nn1ol·n1in- 1 

·n1g- 1 of rnitochondrial protcin. in controls; P < 0.02). Jn­
terestingly. oxygen uptakc by gastric rnucosal sliccs was 

CHANGES OF CALCIUM IN ALCOHOLIC GASTRITIS 



CJ Conlrol ~ EGTA 
250 !li:ZI camaehOt 11111 EGTA • BAPTA·AM 

- 200 
~ 
e o 
~ 
~ 150 

o 

= o 
u 
::::1 100 
~ 
? 
2. 50 

o 
CONTROL ETHANOL 

Figure 3. Etfects of carbachol and Ca2 • quelators on the rata et 
glucosa oxldalion. Minces of gastrlc mucosa lrom controls and etha­
nol-treated animals. were incubated with 10 mM glucosa plus 0.4 µCi 
(U- 14C]-glucose, In absence or presence of carbachol 1 o-• M. EGT A 
1 mM, or EGTA + BAPTA-AM SO µM. CaCl2 was om1tted trom TES 
solution in experiments with EGTA or EGTA + BAPTA-AM. Control 
value: 10.4 :1:: 1.8 nmol ot glucosa oxidized·h- 1 ·mg· 1 of protein. Re­
sults are mean :t: SE of 4-1 O experiments. Statistics: (a) P < O.OS vs 
controls (salina): (b) P < O.OS vs EGTA; (e) P < O.OS vs ethanol­
treated animals: (d) P < O.OS vs EGTA in ethanol-treated animals 

largcly modified by addition of lanthanum or omcprazole. 
Pre-incubation with 1 mn1ol/l LaCI., inhibitcd oxygcn con­
sumption by control mucosa samplcs (up tn 55</'r)~ the in­
hibiting effect of lanthanum in thc stimula1ed oxygcn uptake 
by slices of damagcd gastric n1ucosa wa.o;;. evcn biggcr (72C::"'; 
Table 11). Coinciding with its cffcct on glucose oxidation by 
mucosal preparations (Table 1). nddition of omeprazole led 
toan inhibition of 39.5o/o and of 51.3% in the rate of gastric 
mucosal oxygen consun1ption by control and ethanol­
treated rats. rcspectively. 

Although animals treated chronically with ethanol 
showed lower mitochondrial content in the gastric mucosa. 

1hcst: prcparations pruduccd 1norc A'TP than cururols ahcr 
incuhatiun with glucose (Table IV). Becuuse gastric rnuco­
sul ADP contcnt was not significnntly n1odified in eithcr. 
control and ethanol-treatcd unimnls. totul ndcninc nuclen­
tidcs were augn1entcd in gastric 1nucosa ut the onsct of 
gastritis. Despite increased oxidation of glucose was noted 
in mucosal sa1nples of animals with gastritis. no significunt 
changes were found in the lcvel of lactate and on the lactme/ 
pyruvate ratio (Table IV). Becausc glucose flux through the 
pentose phosphate pathway was increased in gastric mucosa 
of ethanol-treated rats. in the absence of changes in glucose-
6-phosphate dehydrogenasc. thc content of NAop• was 
mensured. As expected. mucosal samples from rats under­
going gastritis showed a significant higher NADP .... level 
than in controls (Table IV); thercfore. enhanced activity of 
pcntosc phosphate shunt in the damaged mucosa could be 
cnused by. at least in pan. to the increased mucosa! NADP• 
availability. 

Discussion 

The present study was aimed to discern whether 
changes in oxidative metabolism and acid secretory activity. 
are participating in the mechanisms of gastric mucosal in­
jury induced by in vivo chronic treatment with ethanol. Ad­
ditionally. the rolt: of Ca2

• homeostasis as u n1ediator of 
those changes was also investigatcd. Our data strongly sug­
gest that chronic gastric mucosal injury in vivo occurs with 
changes in Ca2 • tnobilization. disturbing its horneostasis. 
Thcse evcnts excrt a profound intluencc in the oxidative 
catabolism of carbohydrates and the encrgy supply for the 
stitnulatcd acid sccretion by parietul cells aftcr tnucosal in­
jury induced by chronic cthanol treatn1ent. 

Glucosc has bcen considcrcd as the 111ain oxidativc sub­
!'.trate for rat gastric n1ucosa. in function of its efficicncy in 
supponing thc acid sccretory activity ( 13. 27). In the present 
study. kinctic!'. of glucose by ga~tric 111ucosa frorn control 
anin1als were very similar to those reponed in other species 
( 14. 18). Total glucose oxidation corresponding to the dif­
ferent glucosc oxidative pathways (glycolysis. pentose 
phosphate shunt. citric acid cycle). was significantly stimu­
lated in gastric mucosa from anin1als subjected to gastritis 
(Table 1). lt should be noted that present expcriments were 
conducted in the absence of ethanol because ethanol and its 

Table 11. Effects of mM LaCl3 en the Rate of Oxygen Uptake and Glucosa Oxidation in the Ethanol-Treated 
Rat Gastric Mucosa 

Treatment 

Control 

Ethanol 

Addition 

Non e 
Lanthanum 
No ne 
Lanthanum 

0 2 uptake 
nAT02 ·min- 1 -mg tissue- 1 

47.3 ± 4.0 
21.5"' i.a· 
75.2 ± 8.4 
21.1 "'3.o· 

Rate of 6-14C-glucose oxidation 
nmols·hr- 1 ·mg tissue protein- 1 

6.11±0.6 
4.17±0.4· 
11.6 ± 1.1 
7.5 ±0.9· 

Aliquots of gastric mucosa samples were incubated fer 90 mln al 37ºC in the presence of 10 mmoVI glucosa contalnlng 0.5 µCI of 6·14C-glucose 
to assess the rate of glucosa oxldatlon. Other aliquots from the same samples were assayed fer oxygen consumptlon. as described in the 
Materials and Methods section. •p < 0.05 vs control. 
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Figure 4. Effects of ethanol on •!!.ca2 •-1ntlux (A) and ·efflux (B) by 
the gastric mucosa of rats. Experiments were performed as de· 
scrlbed In Materials and Methods section. Results are means ± SE 
of four experlments. Values in ethanol-treated group are statistlcally 
significant vs the corresponding point in the control group. 

metabolitcs '\vcre practically undetcctablc at the moment of 
animar s death ( 1 ). Then. changes on glucose oxidative me­
tabolism. found in this modcl. were a consequence of the 
chronic mucosa} injury. instead due to ethanol ox.idation 
during in vitro incubations. In agreement with this statement 
is the finding of a very low capacity of rat gastric mucosa to 
oxidize ethanol. at concentrations below 150 mmol/l (37). 

Our data. using radiolabeled glucose in different car­
bons. clearly showed that an active pentose phosphate shunt 
is present in the rat gastric mucosa (Table 1). This agrees 
qualitatively with the effect reported by Semka and Harrls 
(27). despite the magnitude of glucose oxidation was Jower 
than the effect described by these authors. Because we de-

Table 111. Content of Total Ca2
+ Determinad by 

Atomlc Absorption Spectrometry in the Cytosolic and 
Mitochondrlal Fractlons from the Rat Gastric Mucosa 

Total calcium content 

Treatment (nmol Ca2 +·mg tissue protein-1
) 

Cytosol Mitochondria 

Control 0.49 ± 0.03 1.86 ± 0.15 
Ethanol (gastritis) o.65 ±o.os· 2.a5 ± 0.31 • 

Both eytosollc and mltochondrial fractions were lsolated from ho­
mogenates of gastrlc mucosa, deprotelnlzed by 6°/o HCL04 , and 
centrifugad In presence of 1°/o LaCl3 • Ca2

• total content was mea­
sured by atomlc absorptlon flama photometry. Results are mean ;1; 

SE of three determlnatlons from pooled gastrlc mucosa. • P <o.os vs 
controls • 

tected glucose-6-phosphate dehydrogenase activity. this fur­
ther support that a fraction of glucose oxidation is derived to 
the pentose phosphate shunt in the rat gastric mucosa. ln­
deed. chronic ethanol treatment substantially increascd glu­
cose flux lhrough this rnetabolic pathway in the injured 
mucosa. effect seemed to be due an increased availability of 
NADP+ (Tables 1 and IV). A similar stimulation of thc 
pentose phosphate shunt has been observed during early 
stages of liver fibrosis induced by carbon tetrachloride (38). 
Here. we have suggested that incrcased pentose phosphate 
shunt activity could panicipatc in the rcplenishmcnt of rc­
duced glutathione and probably in thc synthcsis of deoxy­
ribonucleotidcs. stirnulating ccll rcplication (38). In this 
context. we have obscrved a nonnalization of thc tnucosal 
glutathione leve} and increascd DNA synthcsis. during thc 
early recovery period aftcr ethanol '\.Vithdrawal in the ex­
perimental prescnt model (2). Hence. both processes requir­
ing NADPH (DNA synthcsis and glutathionc replenish­
ment) would favor the oxidative flux of glucose through 
pentose phosphate shunt. 

Increased glucosc oxidation can be associatcd to an 
enhanced dernand of mctabolic energy for the by H+-K+­
ATPase activity. lcading to an acid hypersecretory state in 
the injured gastric mucosa. Thc inhibitory effccts of 
omeprazole on the glucose oxidation in the gastric mucosa 
of ethanol-treated rats (Table 1). and on oxygen consump­
tion. strongly suggest a coupling bet'\.Veen metabolic and 
secretory activities in this model of mucosal injury (Figs. 1 
and 2). A similar dependencc bctween secretory and rnetn­
botic effects has been reported befare in the normal gastric 
mucosa (12-14. 39). Aminopyrine accurnulation seemed to 
be a good indirect index of the acid secretion in the rat 
gastric mucosa. Chronic ethanol treatment in vivo induced a 
significant increase on the acid secretory activity. as as­
sessed by arninopyrine accumulation and electron micros­
copy data (Figs. 1 and 2). Therefore. these data show that 
chronic ethanol treatment also occurs with a mucosal hy­
persecretory state. which resembles the stimulatory action 
of ethanol on this parameter. found after its acute exposure 
(5, 8-10, 40). In addition, ethanol seemed to directly stimu-
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Table IV. Effect of Ethanol in Vivo Administration on the Tissue Level of Lacta te. Pyr 
NADP+ in lncubated Slices of Rat Gastric Mucosa 

Total tissue content (µmols·g wet weight- 1
) 

Treatment 

None (control) 
Ethanol (gastritis) 

Lacta te 

2.1±0.2 
2.4 ± 0.2 

Pyruvate 

0.16 ± 0.02 
0.17 ± 0.01 

ATP 
2.4 ±0.2 
3.4 ±0.3" 

ADP 
1.6 ± 0.2 
1.9 ± 0.2 

NADP+ 

0.015 ± 0.001 
0.027 ± 0.002· 

Slices of gastric mucosa isolated from both control and ethanol treated rats were incubated for 90 min (at 37ºC), in the presence of 1 O mmol/I 
glucosa (pH 7.4). lmmediately after incubation. slices were immediately deproteinized with 6°/o HCIO ... Extracts were further neutralizad, and 
the content of lactate, pyruvate, ATP, ADP, and NADP ... were determinad as described in Materials and Methods. Results are mean: SE of 
five individual experiments. Statistics as indicated in the Table 11. 

late thc functional cxprcssion of gastric H• -K• -ATPase 
(41 ). 

Thc close relationship among glucose oxidation, ATP 
generation, and acid secretory activity found in the normal 
and ethanol-injured mucosa seents to be reguhued by 
changes in intraccllular levels of Ca:?+ as a possible physi­
ological mediator. Although Ca2 ... has bcen claimed to be a 
1nediator triggcring cell death (42). changes in Ca2 + homeo­
stasis are also involvcd in the cornpensatory cell prolifera­
tion that follows partial hcpntecton1y in rats (30). In the 
normal gastric nlucosa. the physiological role of Ca:?• in thc 
regulation of n1etabolic and sccretory processes has becn 
cstablishcd (15-17. 19. 20). Howevcr. thc role of Ca:?• dur­
ing generation of gustric ntucosal injury has not been fully 
clarificd. sincc inforn1ation is lacking on in vi\'O effccts of 
this cation on gnstric mucosa. 

The n1ctabolic inhibition induced by abscncc of Ca:?+ 
(+EGTA). or by thc prcscnce of lanthanum in thc incubation 
mcdium. clcarly indicatcs that extraccllular Ca:?- partici­
patcs in thc rcgulation of oxidativc mctubolism in gastric 
mucosa. lndecd, thc stin1ulation of glucose oxidmion in 
ethanol-injurcd rat gastric rnucosa \.Vas particularly sensitivc 
to the blockade of Ca 2

• cntry to mucosal cclls. Hov.·cver. the 
nddition of the intraccllular Ca:?• chclator. BAPTA-Al\.1. 
induccd an extra inhibition of the glucose oxidation, sug­
gesting that Ca:?• mobilization fron1 intcrnal stores also me­
diales the n1ctabolic cthanol cffcct (Fig. 3). Dcspitc carba­
chol did not induce additivc stin1ulation of glucosc oxida­
tion and aminopyrinc accurnulation in n1ucosa from 
ethanol-treatcd rats. it did stirnulatc glucose oxidation in 
control aninials (Figs. 1 and 3). LaCI3 "vas a stronger in­
hibitor of calcium-induced cffects on cnergy metabolism in 
the chronically ethanol-injured mucosa. as contpared with 
control rats (Table 11). Thesc data indicate that a significant 
fraction of glucose oxidation depends on Ca:? ... mobilization. 
from both extracellular ntediurn and interna! stores. being 
this dependcnce strongcr in gastric mucosa from rats sub­
jected to gastritis. Similar results have been reponed in 
guinea pig parietal cells treated with ethanol in vitro. where 
carbachol also failed in stimulating the acid secretion. This 
has been attributcd, at least in pan, to high tevels of intra­
cellular Ca2 + and activation of protein kinase C. presumably 
induced by ethanol oxidation (43). The above results 
strongly suggest that ethanol-induced chronic mucosal dam-

age could be associated to disturbances on Cn2 + homeosta­
sis, characterized by increased levels of intracellular Ca2 + in 
the ral gastric n1ucosa. 

Confirming thc aforemcntioned. we have the following 
findings in ethanol-injured gastric mucosa: 1) in both cyto­
solic and mitochondrial fractions. total calciun1 content is 
increased (Table 11). 2) rnucosal minces incorporated ntore 
actively the added external Ca2 ... (Fig. 4). This ion acts as a 
regulator in of some mitochondrial enzyme activities in the 
rabbit gastric mucosa. influencing the n1etabolisn1 of carbo­
hydrates and its derivativcs (20). lndeed. levels of total nli­
tochondrial Ca2 

... rcported hercin corrcspond to those pro­
posed as capable of affecting nlitochondrio:ll dchydrogenasc 
activities in other tissues (44). Linked to thc nbove n1cn­
tioned. Ca2 

... also secms to n1cdiatc thc n1cchanism of sc­
cretory stimulation by of H:?-receptor agonists in thc parietal 
cell (17. 45). Hence. high levels of intracellular Ca2

• in­
duced by chronic trcatment \.Vith ethanol could promote cn­
hanced activity of mitochondrial cnzyn1es. such as succinate 
dehydrogcnasc. Thc latter might cxplain thc cnhanccd oxi­
dativc mctabolism of thc injurcd rnucosa. cvcn thought that 
rnitochontlrial protein was found reduced in gastric nlucosa 
from animals with gastritis. 

Controvcrsy exists rcgarding the participation of Ca2 • 

in the pathogenesis of gastric mucosa) lesions induccd ;,, 
virro and in vi\'o by acute ethanol exposure. Ethanol treat­
ment incrcascs intracellular Ca2

• concentration. Jcading to a 
gastric mucosal lesion (26). In virro. external Ca:!:+ cxacer­
bates ethanol-induced damage in gastric mucosal samplcs 
(46). and Ca2 ... channel blockers cxcrt protection for gastric 
mucosa against the deleterious effect of cthanol (26, 47, 48). 
In contrast. it has also been reported that Ca2 ... could dimin­
ish the extent of ethanol-induced gastric injury (49). and that 
vcrapamil. a Ca2 

... channel antagonist. indeed worsened the 
ethanol-induced gastric mucosa} damage (24). Despite the 
fact that nature of this discrepancy is still unknown. this 
could be related. at least in part. to the different experimen­
tal models used (in vivo vs in vitro). ethanol and Ca2 • con­
centrations, time of exposure. and rate of ethanol metabo­
lisrn. among others. The present work shows that Ca2 • in­
tracellular levels could mediate metabolic and secretory 
effects. which were more evident in gastric mucosa isolated 
from animals subjected to gastritis. 

Ethanol effects have been reported in gastric mucosa 
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1nctubolis1n. Acule trcutment with cthanol produces a sig­
nificant dccrcasc in ATP content (50). uccompanied of el­
cvntcc.J lactatc/pyruvatc ratio in thc gastdc n1ucosa ( 10). In 
ac.Jdition. cthanol can <.tlso c.Jecreasc glucose oxidation by the 
gastric n1ucosa. 1nainly through inhibition of thc pcntosc 
phosphatc po.tthway (51 ). Inc.Jccc.J. it has bccn proposcd that 
topical cthanol cxposurc ahcrs oxic.Jativc phosphorylation. 
coincidcnt \.vith its c.J¡1n1aging cffcct on gastric 1nucosa. most 
likely vi.a pcrturbations in tissuc blood now (52). Bccausc 
wc did not find thc ahove-describcd effccts of cthanol in this 
present 1nodcl of chronic mucosal injury. wc could rule out 
thc participation of acute cthanol cffects. Thcreforc. thc 
changcs in oxidativc mctabolis1n. acid secrction and in in­
tracellular Ca:?• contcnt. sccmcd to be characteristic in rat 
gastric n1ucosa during progrcssion of a chronic mucosal 
damage induccd by cthanol trcattnent. 

In conclusion. for thc first ti111c we have dcmonstrated 
that changes in Ca:?• n1obilization lcading to a disturbed 
Ca2 • ho111eostasis occur in a 1nodcl of chronic gastric mu· 
casal injury in \•iw:> aftcr cthanol withdrawal. These events 
cun be rclatcd to 1netubolic ;1djustmcnt to maintain the oxi­
dativc c;.uabolism of carbohydratcs and thc energy supply 
for thc acid sccrction sti1nulated in the parietal cells. Ho\.V· 
evcr. it is also possihlc that Ca2

+ could n1ediutc prcparativc 
clrnnges thnt are d..-iving the cell proliferative response that 
follows to discontinuation of cthanol in this model (2). In ~1 

similar contcxt. changcs of intraccllular Ca2
• panicipatc in 

thc 1nctabolic atljustr11cnt (cncrgy and rcdox potcntials) thut 
occurs at thc onsct of livcr rcgcnentlion induced by panj¡d 
hcpatecto111y in rms (30. 34). 

\Ve thank Sw.ana Vidrio for her expcrt tcchnical assiMance and 1\1.S. 
P1la1 Fernánde.t·Lnmelín for the deterrnina1ion' of calcium content by 
,\.101nic Ab'-urp11un Spcctro1nc1r)·. 
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