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GLOSARIO

Aminopirina: base débil capaz de ingresar a la célula oxintica y de protonarse en
presencia de hidrogeniones, quedando atrapada en el canaliculo secretor.

Antro gistrico: region anatémica del estébmago, que constituye la porcién mas caudal del
mismo. La mucosa géastrica que lo recubre difiere histolégica y funcionalmente, del fundus
y el corpus gastrico.

Barrera mucosa gistrica: término. que agrupa a todos los elementos preepiteliales,
epiteliales y postepiteliales, tanto estructurales como funcionales, que impiden la
retrodifusién de hidrogeniones, desde el lumen hacia la mucosa gastrica, y la salida de Na*
desde las células epiteliales hacia el lumen gdstrico. Entre estos elementos, se encuentran:
las células epiteliales, la capa fosfolipidica, la barrera mucus-bicarbonato y otros.

Carbacol: anilogo sintético de la acetilcolina y agonista de los receptores muscarinicos
M; (colmergxcos) en las células oxinticas. Su mecanismo de accién involucra el aumento
en la concentracion citosélica de Ca®* libre.

Cimetidina: antagonista competitivo de la histamina, con efecto inhibitorio sobre: los
receptores histaminérgicos de tipo 2, predominantes en la célula oxintica.

Jicon
funciones reguladoras sobre la produccnon y secrecmn de blhs. Tlene sxmlhtud estruclural
con la gastrina.

Colecistocinina: hormona produmda por células especxales del epitelio - mtestmal ;

Corpus gastrlcO' reglon anatomlca del estomago que constxtuye .la’ mayo parte. del )

principales elementos vasculares y nervnosos.

Fundus gistrico: region anatémlca del estomago, ‘ubicada’ por “encimade “una li
horizontal imaginaria trazada a la‘altura del cardias o' esfinter esofigico inferior.:Enlos
roedores, el fundus esta.ocupado  por: el proventriculo, el cual no cumple:funcién
secrectoria. CeELE T Ty

Gavaje: administracion de ahmentos o medlcamentos mediante sonda buco- eséfago-
gastrica.

Hiamina: base liquida utilizada para atrapar CO2 en experimentos metabdlicos, a fin de
permitir la recolecciéon del CO> radiactivo en una fase liquida, pudiendo asi cuantificarlo
en un contador de centelleo.
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Histamina: derivado aminoacidico, formado por la decarboxilacién de la histidina. Goza
de propiedades paracrinas, es un importante mediador de las respuestas alérgicas e
inflamatorias ¥ un potente secretagogo gastrico, 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 mayoria de los
tejidos y, en la mucosa gastrica, por las células ECL.

Ionéforo de calcio: molécula que facilita el transporte de Ca?*

a través de las membranas
bioldgicas.

Lipoato: cofactor imprescindible. para la’ ‘accionde: ‘la’ dihydrolipoil tra.nsaceulasa (Ez),
segunda enzima del complejo multxenzxmaucor plruvato deshxdrogenasa :

Muscarinico: tipo de receptores que responden ala muscarma, alcaloxde con propledades :
similares a'las de la aceulcolma : :

Musculans mucosae: delgada capa muscula.r, mclulda en ]a lamma
gastrica.

Sacarosa: disacarido formado por la uniéon de una molécula de glucosa Yy.una de fmctosa
Por lo general, las células normales son impermeables a:este:azic De lli':que la MC—‘
sacarosa pueda ser utilizada para determinaciones del volumen ¢

indirectamente, del volumen de agua intracclular.

Omeprazole: derivado imidazélico con propiedades inhibitorias de'la-bomba de protoncs
por lo que es considerado un potente anusecretono gaslnco

Secretagogo giastrico: compuesto quimico capaz de e<t
al actuar sobre la célula oxintica.

inhibir la fosfodiesterasa del AMP. en la celula x‘ ntic

proplcm la elevacién en la concemracxon mtracelular ‘de AMP;:
secrecion acida. /

; ecanismo,’
'estnmulacxon de la
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ADP: adenosina difosfato

AMP,.: Adenosina monofosfato ciclico

ATP: Adenosina trifosfato

BAPTA-AM: éster acetoximetil del acido 1,2-bis (2-aminofenoxi) etano-N, N, N’,
Ca**; calcio me -teu‘aacetlco
CI’: cloruro. ‘ ‘ '

CoA: coenzuna A

anhldndo carbon'co

EE:
EGTA: amdo etllen g]lcol bis (B-aminoetil eter)—N N N, N’-tetraacético

error es

FAD: flavin adenin dinucleétido

FADH;: flavin adenin dinucledtido, reducido

FCE: factor de crecimiento epidérmico ‘

F6P: fructosa 6-fosfato

GAP: gliceraldehido fosfato

G6P: glucosa 6-fosfato

G6P-DH: glucosa-6-fosfato deshxdrogenasa

H': hidrogeniones

HCI: acido clorhidrico.

HEPES: acido N-2—hidroxietilpipéra.zina—N’-2—eté.nosulf6nico
H2: receptor histaminérgico tipo 2. ‘ 7 7
IP;5: inositol trifosfato.

HPLC: cromatografia liquida de alta resolucion.
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QOa: cdnsumo de oxigeno

LaCI;. kCloruro de lamano

MOPS éCIdo 3 [N;fnorfolnno propanosulfémco]
Na* 16n SOle

NAD nlcotmamxda udemna dmucleotldo

: NADH “'nl otmamxda ademna dmucleot:do reducxdo

'NADP*. mcotmamxda ademna dmucleoudo fosfato

NADPH nicotinamida adenina dlnucleéndo fosfato, reducido.
PGE- prostaglandma E.

P fosfato inorganico

PMS: fenazina metosulfato

PMSH-: fenazina metosulfato, reducida

PPYO: 2,5-difeniloxazol.

TES: acido N-tris (hidroximetil) meul-2-a.rmnoetanosulfomco
TMDP: N, N, N’, N” — tetrametil — p — fenilenediamina
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RESUMEN

La integridad dé—la mucosa gastrica es el resultado del equilibrio entre los

Aa sido . del todo dilucidado, aunque se ha sugerldo 1a

studlo se investigaron

,umentaron sgmf‘catnvamente en

la mucosa gastrlca

n' estado secretorio activo, predominaron en las ceélulas

‘gastnca tratada con etanol. El acoplamiento metabolismo—
i6° mediante la inhibicidbn metabdlica inducida por el
inhibidor..de la ATPasa de H'-K". La estimulacién del
metabolismo se aség::i'c’:k'a un incremento en el ATP y NADP” tisular, mientras que
la relacion Iactétdlﬁifuvato. no se modifico por el tratamiento con etanol. Los
efectos secretorios y'metabélicos inducidos por el etanol se inhibieron por la
adicion de quelantes del Ca?*. La oxidacion de glucosa también fue inhibida por el
bloqueador de los canales de Ca2?*, LaCl,. El carbacol, un secretagogo gastrico

que actta via Ca?*, no estimuld ni la oxidacion de la glucosa ni la secreciéon acida

en la mucosa gastrica lesionada por el etanol. La captacion de *5Ca?" y el
contenido de Ca®" total en las fracciones citosolica y mitocondrial, aumentaron
significativamente por el tratamiento con etanol. En conclusiéon, los cambios en la
homeostasis del Ca?*, probablemente inducidos por el ingreso de Ca?* desde el

medio extracelular, parecen mediar los efectos de estimulacion metabdlica y
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secretoria - inducidos. por la-exposicidn cronica in vivo de la mucosa gastrica al
S ANON .. i i i

ABSTRACT

exogenous aggressuve factor for the gastric mucosa. |n spite of the fac

‘The results revealed that glucose oxidation, Oz consumptlon and: HCI sec tlon :

were s:gmf”cantly increased in the ethanol-injured gastric mucosa. Addmonally, :

‘changes observed by electron m|croscopy, suggested _aj"

glucose and oxygen consumptions were assocuated with higher ATP and NADP™
—tlssue ‘levels, 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 Ca?* chelators. The LaCls,
a Ca?" channel blocker, also inhibited ethanol-promoted increase of oxidative
metabolism. In addition, a stimulated Ca?" uptake by mucosal minces and
increased in vivo Ca?' levels in cytosolic and mitochondrial fractions, were also
detected. In conclusion, changes in Ca?* homeostasis, mainly due to increased
extracellular Ca?* uptake, could mediate secretory and metabolic disturbances
found in the gastric mucosa from rats chronically treated with ethanol.
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INTRODUCCION

Desde ha’ce 'més de tres décadas, se han estudiado los posibles mecanismos

de lesnon |ndu<:|dos por agentes externos en la mucosa gastnca EI etanol rev:ste

Amerlca Latlna y a nivel mundial (86) y ‘a Ias ‘numerosas

enfermedades dlgestwas' que de éste se derivan (83, 86).

No obstante, el

conocimiento de los

/inducidos por el etanol en la mucosa gastrica,
especnfcamente enlo que se refiere al metabolismo oxidativo de la glucosa, la
a'hqmeostasls del Ca®". Asimismo, se describira el

posiblé g;épéi del: Ca* omo ‘mediador de las perturbaciones metabélicas y

‘secretorias..Cab efalar:que el etanol se administré crénicamente in vivo,

mientlr'_as‘zquie'r“ylka naciones morfoldgicas y funcionales se practicaron in
vitro, luego. de ,'H'vaber retirado el etanol y cuando ya sus niveles sanguineos y
tisularésms.en cbhsideran insuficientes para generar reacciones agudas. Por lo
tanto, los efectos aqui descritos se refieren a las alteraciones inducidas por la
exposicién cronica al etanol, aspecto en el cual la informacion cientifica actual es

particularmente escasa.



A continuacion, se presentén ‘aspectos generales acerca de la morfologia y

funciones dela mucosa_gastrica, asi:como_los antecedentes bibliograficos mas

relevantes; a fin de facilitar la comprensién del problema investigado.

1. Aspé‘ctbs mhdyrf(‘)lti’)gicos y funcionales de la mucosa gastrica.

‘1.1 La mucosa gastrica de los mamiferos. Caracteristicas generales.

l‘.a"mucosa gastrica es la capa del tubo digestivo que recubre

internamente el estdbmago y consta de: 1) un epitelio cilindrico simple, que se
mvaglna y especnallza para formar glandulas, 2) una lamina propia de tejido
conectlvo y 3) la musculans mucosae. La mucosa gastrica de los mamiferos

consta de dos reglones prnncnpales con caracteristicas histolégicas y funcionales

dlferentes: e’glon’ de las: glandulas gastricas (correspondiente al fundus'y

corpus gastrlco

gastrlco) (Flg

En:las’ glandulas gastricas . predominan - tanto Ias»'célulés :

lairegion:de. las gléndulas piléricas (correspondiente al antro -

oxlntlcas o‘parletales ;, productoras de HCI vy factor- intrinseco, - como: Ia' celulas E

pnncllp‘ales o Z|mogen|cas productoras de pepsindgeno, precursor inactivo de la
pepsfna. En contraste, en las denominadas glandulas pildricas predominan las
células secretoras de mucus y las células “G”, productoras de la hormona
gastrina, potente secretagogo y factor tréfico para la mucosa gastrica. Ceélulas
epiteliales superficiales y del cuello (productoras de mucus), formas intermedias
de diferenciacién, maduracion o degeneracion celular y diversos tipos de células
productoras de hormonas y péptidos paracrinos, son comunes a toda la mucosa
gastrica, con variaciones en su densidad (43, 45). El estdmago de las ratas, como

el de otros roedores, tiene una particularidad respecto al de los humanos:
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Lma ~region que antecede al estomago glandular (proventriculo o
“forestomach”), el cual ocupa el tercio superior del estémago y es considerada
una regién “no giandular’. El proventriculo no tiene equivalente en el humano y
su epitelio es semejante al del es6fago, aungque su significado funcional no esta

claro (7).

Ceélulas
Mucosa
Superficiales
Ceélulas
Mucoeas
Dei Cueilio

Fig. 1 El estémago de los mamiferos: Anat e histologia. A. Recgiones

anatomicas. B. Elementos que conforman la pared gastrica. €. Representacion
csqucmatica de una glandula gastrica, caracteristica del fundus y corpus gastrico (Wolfe y
Soll, 1.988) (101).

La mucosa gastrica cumple funciones endocrinas, paracrinas y exocrinas.
Entre sus productos endocrinos y paracrinos, figuran: la gastrina, la motilina, [a
histamina vy la somatostatina, todos ellos con efectos reguladores scbre las
funciones gastointestinales. Por medio de su funciéon exocrina, la mucosa

gastrica produce el jugo gastrico, en cantidad de 1 a 2 litros por dia. Sus mas
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importantes constituyentes, son: H* mucus, bicarbonato, pepsina y el factor

intrinseco. indispensable para la: absorclon mtestlnal de la vitamina Bis.. Algunas .

de las prmcnpales funcnones del Jugo'gastrlco. denvan de su elevada amdez' su

efecto antlmlcroblano (evntando .colomzacuon anormal del tubo dlgestlvo)

conversxon del pe smo eno en pepsma (forma actnva), la predlgestaon de algunos‘

ahmentos conjuntamente con Ia pepsma y la estimulacion del componente

as’ ecrec:ones pancreatica y biliar, cuando el contenldo gastrlco
duodeno. Ademas del papel fisiologico del jugo gastrico,  éste
partlcnpa en Iosﬁmecanismos de patogenicidad de la mucosa gastrica como
agente : agres:vo cuando la hipersecrecidn acida rebasa la capacidad

citoprotectora de la mucosa (43).

1.2 ‘ La célula oxintica. Morfologia y funcion secretoria de HCI.

El estdbmago humano normal contiene cerca de un billdn de células

. oxinticas, las cuales producen HCI a una concentracion de hasta 160 mEcg/L,
confiriéndole la acidez caracteristica al jugo gastrico. Las células oxinticas tienehu,
forma. de cono truncado, con su base dirigida hacia la lamina propia k (lado
n‘utr‘i_ente) y el apice dirigido hacia el lumen gastrico (lado luminal). Poseen un
ndcleb central redondeado, citoplasma con abundantes mitocondrias, un profuso
sistehﬁa de tubulo-vesiculas y un canaliculo secretor cuya luz es casi virtual en
estado de reposo y continua con el lumen gastrico (Fig. 2-A). En las membranas
del sistema tubulo-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

glucoproteina genéticamente relacionada con la familia de las ATPasas



21

fosforilantes transportadoras de iones, poseedora de una subunidad catalitica a
grande y una pequeia subunidad 8 glucosilada (76) (Fig. 3-A).

En las células oxinticas, la transiciéon del estado de reposo al estado
estimulado comprende cambios morfolégicos y bioquimicos, desencadenados por
ja interaccion de los secretagogos gastricos con sus receptores especificos. Uno
de los cambios morfoldgicos mas significativos es la formacion del canaticulo
secretor dilatado y cubierto de microvellos, a partir de las membranas del sistema
tubulo-vesicular (Fig. 2-B). El otro evento Hamativo es la relocalizacion de las

bombas de protones, las cuales pasan de las membranas tubulo-vesiculares at

1255

Canaliculo\sgg ) - Sating

Cotapsado

Fig. 2 Caracteristicas Morfoligicas de Ia Célula Oxintica. A. En estado de reposo:
abundantes nibulo-vesiculas y un canaliculo secretor cuya luz es casi virtwal. B.  En
condiciones de estimulacion: disminuye €l nimero de tubulo-vesiculas y se aprecia un
canaliculo secretor ensanchado, con microvellos en su superficie y en comunicaciéon con el
lumen glandular. En ambas condiciones destacan: abundante nimero de mitocondrias y
nucleo redondeado y claro. (Forte et al, 1.990) (25).



22

Medio
Intracelular

ma’-n FhoruGhrmunnnes .

sgm
R ]
8~ cHo

RTEERTER O

" _z_,;;‘..e..gwww;’.;m

Fig. 3 La ATPasa de H'-K": Estructura y Funcién. A. Representacién esquemaitica
del heterodimero de la ATPasa de H'-K" en la membrana apical de la célula oxintica. B.
Para su activacién, la ATPasa de H'-K" requiere una alta concentracion de K* en la luz del
canaliculo secretor. A continuacion, la enzima ejecuta el transporte de H" en intercambio
con K*. La hidrélisis del ATP proporciona la energia para el transporte activo de H'.
(Sachs, 1.994) (76).

espesor de la membrana canalicular, gracias al reordenamiento del citoesqueleto.
Esto permite que una de las caras de la ATPasa gastrica quede expuesta al
lumen canalicular y, la otra, al citoplasma celular (Fig. 3-B). Seguidamente, se
activan conductancias para iones de K* y CI' en la membrana canalicular y es el
K* del lumen, el elemento activador de la ATPasa gastrica. Esta enzima ejecuta el
transporte activo de los H* desde el interior de la célula oxintica hacia la luz del
canaliculo 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 concentracién de H* existente entre la luz del canaliculo (un pH

hasta < 1).y ,Vel,medio, intréce,lulavr (pH. ~_7.1). La energia necesaria para vencer

ese gradiente, procede de la:,hid‘rélzis:is del ATP, cuyo principal proveedor es el

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

1.3 Regulaci(’)h"&‘dé'la "eclon Acida Gastrica.

Gracias a nu ero mvestngacnones se ha podldo demostrar que la

: Iosf cuales

célula oxmtlca posee rece res* ‘en Ia membrana basolateral

responden a_ Ia~es ‘a omstas especnf‘cos.,dand uga a: efectos

estlmulantes ‘o:inhibitorio ela secrecnon ac:da Tres receptores destlnados a la

estlmulamén de la‘secrecmn acuda han sndo caractenzados has
muscarlnlcos de tipo M;j, Ios hlstammerglcos . de ,’tip

gastrlna/coleclstocmma de tipo: B Estos respondenwf"s.,icl‘

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

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

Los secretagogos gastricos actian sobre sus receptores especificos,
desencadenando una serie de eventos intracelulares soélo parcialmente
conocidos, que daran lugar, finalmente, a la secrecidon de HCI. Asi, la estimulacién
de los receptores muscarinicos o de los gastrinérgicos, por mediacidn de
proteinas G ligadas a trifosfato de guanosina, activa a la fosfolipasa C, enzima
localizada en el espesor de la membrana celular, la cual cataliza la formacion de

IP3 y DAG, a partir de la hidrolisis de fosfolipidos de membrana. El IP; media la
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‘liberacién.de Ca??t desde el retlculo endoplasmatlco dando lugar a la elevacion

del Ca2* ||bre mtosollco i Por su parte el DAG activa a la proteina cinasa C; una

de cuyas func;ones parece;ser la fosforilacion de proteinas que, probablemente,

nntervengan e 1 rearreglo'del citoesqueleto para dar lugar a la conformacion

secretona actlva deila celula oxintica. De persistir el estimulo prosecretorio, al

agotarse el Ca del,;retnculo endopliasmatico, tendria lugar la apertura de canales

para el mgreso ‘de Ca desde el medio extracelular. Aunque este aspecto ain no

ha sido del todo esclarecndo en las células oxinticas, en cultivos de células

superf'cuales de mucosa gastrica humana, se ha descrito que el ingreso de Ca?*

procedente’ del medlo extracelular, ocurre a través de los llamados SOCC o

canales de Ca operados desde los depdsitos intracelulares (no dependlentes de'

sugiere que, una vez agotado el

en. la apertu a de los SOCC de la membrana plasmatica (50). Cabe sefialar que la
existencia de canales de Ca2* dependientes de voltaje, no ha podido ser
demostrada en las células oxinticas. En resumen, el aumento en la concentracion
de Ca?* intracelular parece ser uno de los principales fenémenos que media la
estimulacion de la secrecion acida inducida por la acetilcolina y la gastrina, o sus

equivalentes sintéticos, el carbacol y la pentagastrina (17, 85).
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H+ Proteinas SNC

Fig. 4 Regulacién de la secreciéon dcida gastrica. 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 dec la sccrecion acida, tanto por
su efecto directo sobre la célula parietal, como por su capacidad para inhibir la liberacion
de gastrina e histamina. El Ca®>* y el AMP. son los principales mensajeros intracelulares
que median los estimnulos secretorios (Soll y Berglindh, 1.994) (85).

Un mecanismo diferente parece estar presente en la estimulacion del receptor Hx
por fa histamina. Esta da lugar a la activacion de la enzima adenilatociclasa
de la membrana plasmatica, aumentando asi la concentracion
intracelular de AMPc. Este, a su vez, se considera como el principal segundo
mensajero involucrado en la estimuiacion de la actividad secretoria de la célula

oxintica por la histamina, a través de la activacion de proteinas cinasas
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dependientes de AMP. (probablemente involucradas en la fusion, trafico y

reciclaje;defrhévmbranas), y en la estimulacion de la expresion genética de la

sdb’uﬁ‘id'ad 'd—'dé»la'}-\TF’asa gastrica (46, 59, 91). Aun cuando la estimulacion de

cada t pr de receptor conlleve a la elevacion preferencial del AMPc o del Ca?**

ren: Ia celula panetal se ha sugerido la existencia de sinergismo entre estos dos
mensajerc;s celulares, como parece indicario la discreta pero necesaria elevaciéon
en el Ca2+ intracelular que acompana a la estimulacion de los receptores H; por la
: hlstamlna, vy el requerimiento de niveles basales suficientes de AMPc para que

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

'“Otro"s' élementos que participan en la regulacion paracrina y endocrina,

de Ia secuecuon e HYCI :son las células productoras de histamina en la mucosa'

'omqiELC y las células G (productoras de gastrma),
ELC liberan histamina en respuesta a estimulos
lbs cua’les se encuentran los agonistas gastrina y acetilcolina.
Pc;r,r:su parte !a;:células G liberan gastrina, funcion estimulada por bombesina,
acetllco a: 'égentes B-adrenérgicos. Tanto la liberacion de histamina por las

ELC como Ia de gastrina por las células G, se inhiben por la somatostatina (Fig.

4). Como puede verse, la regulacion de la secrecion acida gastrica es compleja, y

depende de la coordinacién de muchos elementos, tanto morfolégicos como

bioquimicos (33).
1.4 El Metabolismo Oxidativo en la Mucosa Giastrica. Regulacion.

La ceélula 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 metabdlica. En condiciones de estimulacion, el ATP generado en las
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mitocondrias es utlllzado pnncnpalmente para la secrecion acida (76). Dlversos
hallazgos parecen indicar que una actividad secretoria eficiente y prolongada solo

podria ocurrir en presencia de O;. Por ejemplo, en las glandulas géstncas,del

conejo, la glucdlisis anaerdbica soé6lo aportaria el 1% del ATP,provér\\_ nte ;deil
metabolismo oxidativo, el cuat sustentaria tan sélo una pequena fra e la’

actividad secretoria (38). En general, se considera que la actnvacnon de ia

estimulada, pudiera estar dirigida principalmente "~ a

mitocondriales (77).

Un estrecho acoplamiento entre la secrecion y el metabohsmo - arece

estar presente en‘la mucosa gastrica normal. Parametros tales como el consumo

k(QOz) y la velocidad de oxidacion de sustratos preferenciales en

prepar“amones in vitro, se aceptan como indicadores eficientes de la actividad
secretora écuda ya que reflejan adecuadamente el intenso metabolismo de la
cerlula oxmtlca. mas que el de cualquier otro tipo de célula epitelial gastrica (6, 26,
~ 101). Asi, en las glandulas gastricas de conejo se ha demostrado que el 90% de
kla oxidacion de la glucosa se bloquea cuando se inhibe la secrecién de HCI (26,
38), mientras que en biopsias de mucosa gastrica de perro, la estimulacion de la
secrecion de HCI por histamina provoca un aumento generalizado de las vias

oxidativas, consistentes con la producciéon de CO: a partir de Ia glucosa (77).

Existen diferencias en cuanto a los sustratos metabolicos preferentemente

oxidados en la mucosa gastrica de cada especie animal, en funcion de factores,
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tales como: la permeabilidad celular para los sustratos, la existencia o no de
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}Vr,ar,]qurtédores, la disponibilidad de sustratos endégenos o de cofactores pai’a,laA
actividad enzimatica en diversas rutas metabdlicas, etc., lo que se traduce en
fria'yor o menor rendimiento energético para la secrecion de HCI, a partir de ‘un
susfrato determinado. Asi, en la mucosa gastrica aislada de ratas, la glucosa es o
el sustrato que sustenta mas eficientemente la actividad secretoria acida y su
oxidacién coincide con un aumento significativo del consumo de oxigeno (80)., En
contraste, en las células parietales aisladas de ratas en ayuno, cuya resér\)a' de
sustratos endogenos es menor, la combinacidon de glucosa con hldroxnbutlrato
lactato y/o isoleucina da lugar a un mayor rendimiento en la actw:dad secretorla
medida a través de la acumulacion de aminopirina (81). En el perro Ia glucosa \
los intermediarios del ciclo de Krebs constituyen los sustratos mas eﬂcnentemente
oxidados (77). En las glandulas gastricas aisladas de conejo, varios carbohidratos
y acidos grasos son oxidados preferentemente, por su eficiencia para sustentar el
proceso secretor (piruvato, lactato, butirato e hidroxibutirato); en ausencia de
acidos grasos y cetonas, la glucosa también es un sustrato eficiente, ya que el
nivel de sustratos endégenos es pobre (38, 39). En !a mucosa gastrica humana, la
oxidacion de carbohidratos, especialmente la glucosa, resulté ser la mas
adecuada para la secrecion de acido tanto en condiciones basales, como en el
caso de la estimulacidn por histamina (15). Por otra parte, en la mucosa gastrica
de anfibios, la oxidacion de acidos grasos de cadena corta y mediana, tanto de
origen enddégeno como exdgeno, asi como la del glucogeno endégeno, parece

ser mas eficiente que la de la glucosa y los intermediaros glucoliticos, para
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soportar energéticamente el proceso secretor acido estimulado por la histamina o

la t,e,°ﬁ',i"?,(1 Y.

Ademas de las variaciones dependientes de cada especie animal en cuanto'

al tlpo de sustrato preferentemente oxidado, también los dlversos estlmulos‘

secretorios pueden dar lugar a respuestas metabdlicas diferentes. En efecto,.la
oxidacion de sustratos se puede estimular no soélo a través de la demanda..

energética impuesta por la actividad secretoria (relacion ATP/ ADP +-Pj), Sinp? por

el efecto directo de los secretagogos, a través de sus mensajeros iht’raéé llares -

especificos que moadifican la actividad de algunas enzimas Iimitantés 'dél“flu'jo: )

metabolico (34). En los anfibios, los efectos secretorios inducidos por la teof‘lma'y,

la histamina, la velocidad de degradacion del glucogeno inducida por la teoflma y
la oxidacidon de la glucosa y el piruvato estudiados in vitro, demostraron su
dependencia de la disponibilidad de Ca2+ extracelular (87). En las glandulas
gastricas de conejo, la estimulacion cdlinérgica de la secrecion acida se acopla
fuertemente a la oxidacién de la glucosa, la cual depende de la entrada de Ca?*
hacia las células. Aqui, el Ca?* regula las actividades de algunas
deshidrogenasas mitocondriales que forman parte del Ciclo de Krebs (34). E!
papel directo del AMP. como regulador metabdlico en la mucosa gastrica,
también se ha estudiado. Este mensajero intracelular estimula la secrecién acida
y el QO; en la mucosa gastrica de anfibios, pero la estimulacion del QO; puede
ocurrir auon en ausencia de actividad secretoria, lo cual sugiere un efecto
metabdlico directo (1). En esta misma preparacion, el AMP: aumento también la

actividad de fosforilasa y la glucogenolisis (2).
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Las observaciones anteriores sugieren que el metabolisiio oxidativo es una

funcién complejamente regulada, en virtud de: las variaciones en los sustratos
preferentemente oxidados para sustentar la actividad secretoria en cada especie
animal, la respuesta metabdlica diferencial a la estimulaciéon por los secretagogos
gastricos y los diferentes blancos de regulacién metabdlica para cada mensajero
intracelular. No obstante, el estrecho acoplamiento estimulo-secreciéon-

metabolismo se presenta como un elemento comuin a todos los hallazgos

experimentales.

1.5 Rutas Metabdlicas para la Oxidacion de Ia Glucosa.

De los estudios metabdlicos descritos anteriormente, se ha podido
inferir la tendencia general en los mamiferos a oxidar con mayor eficiencia Ios
carbohidratos, especialmente la glucosa y los intermediarios del ciclo de Krebs.:
Asimismo, el metabolismo mitocondrial = constituiria la fuente energética
fu'nda"rnentalpara la secrecion de acido, mientras que los otros sustratos y rutas

- m‘e‘t‘a'vbfélicas, aportarian intermediarios. metabdlicos al mismo. En tal sentido, la
o‘xid‘a“c:ity')n preferencial de la glucosa podria explicarse, al menos en parte, por su
rﬁaybf'facilidad para ingresar a la célula, respecto a otros sustratos, tales como el
piruvato. No obstante, existen dos excepciones para esta generalizacién: 1) la
mucosa gastrica de anfibio, cuya deficiencia de lipoato parece explicar por qué la
oxidacion de acidos grasos, tanto endogenos como exégenos, e€s la ruta oxidativa
preferencial, y 2) la mucosa gastrica de ratas, preparacion en la cual, segin lo
sugerido por Sernka et al., la via de las pentosas es capaz de sustentar por si
misma la secrecidon acida (80). Sin embargo, esta ultima consideracion 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 relacidn con Ias pnnc ales vnas

oxidativas de la glucosa (98).

1.5.1 La glucdélisis.

La glucdlisis es la ruta mediante la cual la ‘g‘lu‘f.v::o'éa _e:"co,r‘wyi'erte a

piruvato, via fructosa-1,6-difosfato, con generacién de 2 moles de ATP 'p'ovo'r :mbl de
sustrato oxidado. Esta via metabdlica juega un papel fundamental en el
metabohsmo energeético, por proveer una porcion significativa de la energia
; utlhzada por Ia mayoria de los organismos y por preparar a la glucosa para la
‘degrqgjac‘lon oxidativa. Bajo condiciones aerobicas, el piruvato generado es
adiciéﬁalfnente oxidado por el complejo enzimatico de la piruvato
deéﬁidfogenasa, el ciclo de Krebs y la fosforilacion oxidativa, hasta obtener CO5 y
H201 mientras que, bajo condiciones anaerdbicas, éste se convierte a lactato en el
musculo y a etanol + CO; en las levaduras. La glucosa entra en la mayoria de las
células gracias a un transportador especifico que la traslada desde el medio
extracelular hacia el citosol, donde estan localizadas las enzimas glucoliticas. La

féormula general para la glucodlisis, es:
Glucosa + 2 NAD" + 2 ADP +2 P—» 2 NADH + 2 piruvato + 2 ATP + 2 H,O + 4 H*

Bajo condiciones aerdbicas, la oxidacion mitocondrial de cada NADH a NAD®,

genera 3 ATP. Por lo tanto, en la glucdlisis aerdbica, el NADH puede considerarse
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como un componente de alta energia, mientras que en la glucdlisis

anaerobica, esta energia libre de oxidacion, es disipada como calor. En lineas
generales, las enzimas que controlan mas fuertemente la glucdlisis, y que por lo
tanto son limitantes de la velocidad del fiujo metabdlico a través de esta via, son
la hexocinasa y la fosfofructocinasa. No obstante, en la mucosa gastrica canina,
el control maximo parece ejercerio esta ultima (77). El control ejercido por esta

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

AMP,, e inhibida por ATP y citrato, entre otros (Fig. 5).

o CHO CH,OH CH,OPO,™"
H—C—OH Mg™ H~C —OH Fosfoglucosa deo Fosfofructo- do
] Hexocinasa Jsomerasa cinasa-1 1
HO—C—H HO—C ~H ——yy  HO —C —H HO—C—H
H—C—OH H~C —OH -— H—C—OH —OH
H—C —OH H—G —OH H—d—on H—c—oH
.o ATP ADP cH opP0, 2 Znora,2 ATP ADP CHOPC,™
Glucosa Gh S-foste [ P F 1,8-difosfato
Aldol
- Fosfoglicerato - Gliceraldchido-3-P / m\
qoo cinasa COOPO,” deshidrogenag
H —OH H —OH
CH,0PO, m CH,0PO,*" ,opo,
3-fosfoglicerato 1.3-dMosfoglcersto — DHAP
2ATP 2 ADP 2NADH 2 NAD" Trim Fosfato lsomerasa
Enolasa 2Pi
pmmmmmem——— o m———
H
o Fosfoglicerato " - H hl CoA
OIOO mutasa : Piruvato cinasa C|>OO H
- — -
H—C—0PO,? g —OPO,> c=0 __}
CH,OH CH, 2, : Lactato
2-fostaglicamto Fostoenocipituvato? ADP 2ATP  go  aey |
:
Fig. S Rutas Metabélicas para la Oxidacién de Ia Glucosa: La Glucédlisis. Esta via

cataboliza la glucosa, generando ATP, NADH e intermediarios metaboélicos que pueden
ingresar a otras vias oxidativas. Notese que los carbonos 1 ((J ) y 6 ([C1) de la glucosa,
pasan a ocupar la posicion del carbono 3 del GAP y de la DHAP y, en consecuencia, del
piruvato ((J), con igual oportunidad de liberarse en las subsecuentes decarboxilaciones del
Ciclo de Krebs.
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1.5.2 La Via de las Pentosas.
Esta via, conocida también como la ruta del fosfogluconato,

constituye una via altemativa a la glucdlisis. Su formula general, es:
3 G6P + 6NADP* + 3H,O———» 6NADPH+ 6H" + 3CO: + 2F6P + GAP

Las enzimas de la via de las pentosas estan localizadas en el citosol y, en

general, constituyen una ruta destinada a proveer intermediarios metabdlicos para

r,opo: NADPH ,opo{ . % © NADPH
" —O_ ...mn + S r—d—or . iy j:u,ou
é/H c—o . e HO—G—H Nane he =0
g 3" " 3 h\oﬂ ] —kom e T & o -[cb:
B Glucosa-6-fosfato 6-fosfoglucono wm-—-¢c—-on  Fosfogluconato H—c—oH
- - deshidrogenasa " e lactonasa ©1,0r0; deshidrogenasa > ,oPOY
8-fosta 8-fosfog 54 6-Fosfogluconato Ribulosa-S-fosfato
G ok o H
< o
CN O~ Transcetolasa H—g-—on
E—OH & PG oM — H—C—OH -— ]
onor or H—c—Oon Ribuiosa-5-fosfato
H—g—On ,OPOY isomerasa
e CH 0RO -
P
3-fostato (GAP) josa 7-fosfato Sfostato
O
Transaldolasa HO—Cc—++
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—OH o - < o L » H—<|':—oH - —on
cH.0PO, Transcetolasa H—c—ooH HOPOT
CH.OPOI
chm Eritros- F 8 G e
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Fig. 6 Rutas metabélicas para la oxidacién de 1a glucosa: Ia Via de las Pentosas. Esta
ruta altermativa para la oxidacion de la glucosa, genera NADPH, CO-, Ribosa-5-fosfato,
Fructosa-6-fosfato y GAP (este Gltimo puede ingresar a la via glucolitica). El unico paso
decarboxilativo de esta via, implica la liberacion del carbono 1 de la glucosa-6-fosfato ¢J)

previamente formada en la via glucolitica, a partir de la glucosa.
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otras reacciones celulares, tales como: el aporte de ribosa para la sintesis de

~acidos Qu@!gigps o el aporte de NADPH para la restauracion del glutation oxidado
o para’ la sintesis de colesterol. A través de la via de las pentosas, se
libera el carbono 1 de la glucosa-6-fosfato, aunque un reciclaje del sustrato se

asume que podria dar lugar a su.oxidacién total. Los metabolitos de la via de

las bentosas, luego de cumplir uh'; egradativo completo, pueden derivar
nuevamente hacia la glucélisis  (Fig.. 6). La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
parece ser la enzima que ejerce el mayor control en la velocidad de esta via y su

actividad es printl:ip'alrvrien’te regulada por la relacion NADP* /NADPH citoplasmica.

1.5 3 El '::(ficlo de Krebs.

E'I Ciclo de los Acidos Tricarboxilicos o Ciclo de Krebs, consiste

regenera 6n‘7>deyl oxaloacetato. El NADH y el FADH: son productos vitales cuya

reokidacnéh por el Oz, por mediacion de la cadena transportadora de electrones y
la fosfonlacnén oxidativa, completa la degradacion de los sustratos metabdlicos,
de modo tal que genera sintesis de ATP. Clasicamente, las enzimas que
controlan mas fuertemente el flujo metabdlico a través del Ciclo de Krebs, son la
citrato sintetasa, la isocitrato deshidrogenasa y la a-cetoglutarato deshidrogenasa,

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

ingresar al mismo (Fig. 7).
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Fig. 7 Rutas metabélicas para la oxidaciéon de 1a glucosa: El ciclo de Krebs. Este ciclo
es considerado como la ruta catabdlica de derivados glucoliticos, mas eficiente para
sustentar energéticamente la actividad secretoria acida gastrica en la mayoria de los
mamiferos, en funcion de los intermediarios de alta energia que éste aporta a la cadena
respiratoria (NADH y FADHz). En la grafica, puede observarse cémo los carbonos
procedentes del Acetil CoA ( ) no son liberados en la primera vuelta del ciclo, sino los
del oxalacetato ( y B ) A partir de la segunda vuelta del ciclo, los carbonos del Acetil

Coa ya estan incorporados al oxalacetato y, entonces, pueden ser liberados en forma de
COo.

1.6 La Integridad de la Mucosa Gastrica.
La mucosa gastrica, por su contacto con el contenido gastrico, asi como

a través del flujo sanguineo, esta expuesta a la accidon agresiva de agentes
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endégenos y exdégenos. Entre los agentes endogenos, se encuentran: el HCI, la
pepsina, las sales biliares, ios radicales libres y la hipoxia generada por
determinadas condiciones patologicas. Entre los agentes exdgenos, podemos
citar: las xantinas (Ej.: la cafeina), los acidos fuertes, el etanol, la aspirina y
demas antiinflamatorios no esteroideos (AINE), el habito tabaquico, las bacterias
patdégenas (Ej.: Helicobacter pylori) y otros. Para hacer frente a estos factores,
existen mecanismos de defensa en la mucosa gastrica, representados por: la
produccion de mucus y bicarbonato, la barrera mucosa, el factor de crecimiento
epidérmico (FCE), las prostaglandinas citoprotectoras (PGE), el flujo sanguineoc
(como proveedor de O, y como sisterna de transporte de metabolitos toxicos) y
el sistemyakanﬁoxidante. entre otros. La pérdida del equilibro entre los factores
agresivos y fos defensivos, se considera actualimente el mecanismo fundamental

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

mMucus | Fce

[ FL. sanGuineo |

| anmioxibantes |

[ mipoxia | amne |

| saLes BiLares |

Gastritis o Ulcera

Fig. 8 La integridad de la mucosa gastrica: Agresiéon vs Proteccion.
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2. Antecedentes

2.1 Etanol y Mucosa Gastrica.
Los primeros estudios realizados en torno a los efectos gastricos de la

administracion de etanol, consistieron en determinaciones electrofisiolégicas’y -

-etanol .genera.en

alteraciones en

del transporte acti

(21,74, 78, 79).

actuvndad han resultado controversiales desde sus inicios. Mlentras

segun algunos autores el tratamiento con alcohol no genera cambnos -en la -

: secrecnon éc|da (74, 82), otros han reportado efectos estimulantes en respuesta a.

la admlnistrac on intragastrica o endovenosa de este agente (21, 24, 51, 72 82)

siendo atrlbu:dos por algunos de ellos a la liberacion de gastrina (51, 72, 82) En
contraste, un efecto antisecretorio se ha reportado como una consecuencna de la
administracién topica de etanol en el estdbmago de perros vivos (79), y en

preparaciones ex vivo de estomago de ratas (19).

Estudios realizados predominantemente in vitro, han permitido investigar las
perturbaciones metabdlicas inducidas por el ailcohol y su relacion con el

mecanismo secretorio de acido, aunque aun sin resultados concluyentes. Asi, la
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incubacion de fragmentos de mucosa gastrica canina en presencia de etanol ai
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“20%; produjo una disminucién signiﬁéativa del contenido de ATP, sugiriendo que
ésta es la causa de la inhibicion del transporte activo de iones (89). Por otra parte,
el tratamiento agudo in vivo con alcohol al 25%, no generd cambios en los niveles
de nucledtidos de adenina en la mucosa gastrica de ratas, aislada
inmediatamente después de retirado el agente, mientras que el etanol al 50% dio
lugar a alteraciones en la fosforilacion oxidativa (disminucién en los niveles de
ATP y aumento en los niveles de AMP.), elevacion de! contenido tisular de
glucosa y lactato y disminucion del nivel de glucosa-6-fosfato. Estos efectos' se
atribuyeron a cambios en el flujo sanguineo provocados por el alcohol, :conv
subsuguuente hlpox1a y activacién de la glucdlisis anaerobia, mas que a efectos
dlrectos del agente sobre el metabolismo de la mucosa gastrica (97). En
contralster, se ha propuesto un papel directo del alcohol a través de su oxidacion
por la alcohol deshidrogenasa gastrica, como responsable de los cambios
secretorios y metabdlicos observados en la mucosa gastrica de anfibios expuesta
agudamente in vitro a este agente (12). En este estudio, concentraciones bajas de
etano! (2-10%), estimularon significativamente la secrecidon acida en la mucosa
gastrica no estimulada, mientras que altas concentraciones (= 20%) resuitaron
inhibitorias en la mucosa estimulada; la respiracion aumentoé progresivamente con
concentraciones de etanol entre 2 y 20%, y éste efecto se asocio a disminucién
en la oxidacidon de algunos sustratos metabdlicos y a un incremento en los niveles
de lactato de la mucosa gastrica (12). Finalmente, en ceélulas aisladas de la

mucosa gastrica de ratas, el alcohol a concentraciones = 5%, indujo estrés
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oxidativo' y alteraciones mitocon.dri'ales, que se suponen preceden a la muerte

celular’ (40);77 R SR 7 e

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

mécénismo Gnico de lesién del epitelio gastrico por el etanol, ya que dependiendo

deA_fs'h qér})’céritracién, frecuencia y via de administracion, el etanol podria afectar a
'elérﬁéﬁtqs rintyra- y extracelulares, para dar asi lugar a grados variables de lesion
i dey ,"laA‘, rﬁucosa gastrica. Lo anterior parece estar avalado por resultados

ekperimentales segin los cuales el etanol, ademas de los efectos

ele;;.’:ty"ro,ﬁsriqllégicos, secretorios y metabdlicos, seria capaz de alterar mecanismos
: Vt:itjq‘plrbt‘écty‘cvzores' de la mucosa gastrica, tales como el nivel de prostaglandinas (47),

los ’fééVtvo‘rés,: de cfecimiento'(gg. 64), el flujo sanguineo (31, 68), la composicidon

ia mética y_vlos niveles de peroxidacion lipidica (36, 37),

- intervienen también en el fenémeno de regeneracién

»cémpléjidad de efectos, unida a la variedad de condiciones
Vexp:errimef»lt’ales y especies animales utilizadas, no han permitido precisar los
eféctosr'concretos del etanol sobre la secrecidon y el metabolismo. Ademas,
muchas otras preguntas aun faltan por responder, tales como las que se refieren
a los efectos de la administracion cronica del etanol, los efectos independientes
de su oxidacién como sustrato y el papel mediador de los mensajeros

intracelulares en la lesion del epitelio gastrico.
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2.2 Etanol y Calcio.

En todos los organismos vivos, el calcio participa en importantes

procesos fisiolégicos, tales como: la contraccion muscular, la accion hormonal y la
regulacion de l|a actividad enzimatica (102). También en el epitelio gastrico, la
homeostasis del Ca®" contrlbuye a: Ia modulacuon de la secrecion acida y del
metabolisrﬁo en la célula oxmtlca (16 17 34) al acoplamlento estimulo —
secrecion en Ias células Z|mogén|cas (17) yala recuperac:én de las lesnones de
la mucosa gastrica (20, 90). Por otra parte, alteraciones en la homeostasus del:
Ca parecen mediar ciertos procesos patolégicos. Asi, una elevacion sostenlda‘
de la concentracion del Ca?* intracelular parece jugar un papel significativo en »la'
degeneracion patoldgica de varios tipos celulares, como las células musculareé‘
esqueléticas y cardiacas, los hepatocitos y las plaquetas (53, 71, 66, 62). Eh la

mucosa gastnca. el Caz‘ tamblén se ha implicado en los mecanismos de lesnon‘

eputellal En apoy 'esta af‘rmacnon existen resultados que revelan: la

rpartICIpamon‘ del I dano epitelial inducido por estrés (30,. 95)

|ndometacma (2 alcohol (27 30), ionéforos de Ca?* (93), tromboxano Bax
(103) y sales ',bllia}es (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 Ca®" es controversial en cuanto al
mecanismo de lesion inducido por el etanol en la mucosa gastrica. La
administracién oral de etanol en ratas, lesiond el epitelio gastrico y disminuyé el

contenido de Ca®" total de la mucosa gastrica, en forma dependiente de la
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concentracion (20 a 80% de alcohol) (102). En este mismo modelo, el tratamiento
con los antagonistas de los canales de 293,2* verapamil o felodipina, empeord la
magni'tud‘ de las lesiones (29, 56, 58, 70, ‘102), mientras que las sales de Ca®"
previhieron este efecto (58, 102), sugiriendo que la disminucion inducida por el
etanol-en el contenido tisular de Ca?®*, forma parte de su mecanismo de lesién
‘(1‘C’)2).. En contraste, en otro estudio realizado también en ratas, el pretratamiento

con diltiazem Mgz’ o verapamil redujo las lesiones inducidas por el etanol in vivo

; (27) En Ios expernmentos in wtro“'el pretratamlento con verapamil, nifedipina o

sistémicos de los antago

sobre el ingreso de Ca ‘a Ias celulas (27 ‘~29 70) por lo que los experimentos in

vivo con estos agentes, han resultado de utllldad limitada.

En otro tipo de experimentos, el iondforo de Ca?" A23187 aplicado in vitro a
células aisladas de la mucosa gastrica, agravo las lesiones inducidas por el
etanol, en forma dependiente del Ca?" extracelular (96) mientras que la severidad
,dé las lesiones pareci® aumentar en presencia de Ca?" en e! medio de incubacion
.(4) "y ;disminuir en presencia de quelantes del Ca?" extracelular (28, 30). En
contraste, otros autores sugieren que las lesiones inducidas por el alcohol,
disminuyen en un medio conteniendo Ca?* (58, 90) o que la remocién del mismo
no modifica las lesiones inducidas por e! alcohol en células de la mucosa gastrica
aislada de conejos (92). Una vez mas se presentan resultados contradictorios que
pudieran ser consecuencia de las variaciones entre las diversas preparaciones

experimentales utilizadas, los diferentes esquemas de administracion del etanol y



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

concentracion de Ca?®'. et
3. Hipétesis

El etanol, administrado intragastricamente en ratas para provocar una gastritis
subcrénica experimental, condiciona alteraciones en el metabolismo oxidativo de
la glucosa y en la secrecion de HCI en la mucosa gastrica y, en el mecanismo

responsable de estos cambios, esta involucrado el Ca?*
4. Objetivo General

Investigar las posibles alteracionezs en el metabolismo oxidativo def la‘gli.icosa
y en la funcién secretoria de acido, y el papel que el Ca®* podr:a Jugar como
mediador de estos cambios, en la mucosa gastrica de ratas con gastrms

alcohdlica subcrénica experimental.

5. Objetivos especificos

« Investigar posibles alteraciones en la oxidacién de Ia glucosa tanto por la
via glucolitica-ciclo de Krebs como por ia via de las pentosas, en Ia mucosa, :
gastrica de ratas tratadas subcronicamente con etanol. Correlacionar los'iy
hallazgos con otros parametros metabodlicos, tales como: el consumo de O3, los

niveles de ATP, ADP, NADP®, lactato y piruvato, y las actividades enzimaticas.

» Investigar posibles alteraciones en la funcidon secretoria de HCI, en la

mucosa gastrica de ratas tratadas subcronicamente con etanol.



.%v‘ C"T
FALLA U VR

- Determinar posibles alteraciones en el contenido de Ca?* intracelular en la
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mucosa-gastrica de ratas con gastritis alcohdlica subcronica experimental y tratar
de“dilucidar la naturaleza de estas alteraciones (movimientos de Ca?" desde o
hacia’ el medio extracelular, concentracién de Ca?" total en las fracciones

subcelulares).

. Determmar si exlste relaciéon entre las pos:bles alteracnones en el. estado

secreto .y

en Ia

|nduc1do ,por‘la admxmstramon subcromca de etanol en la mucosa g strlca de

ratas., i
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MATERIALES Y METODOS

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-'*C] Glucosa (261mCi/mmol, uniformemente marcada), D-[1-'%C] Glucosa

(54.5mCifmmol) 'y I 6-1°C]" Glucosa (56.0mCi/mmol), se obtuvieron de

Amersh‘arinh,( K), mientras: qu lrrle‘pbir"i'n_a, [dimetilamina-"'*C] (99.5mCi/mmol),

[**c Wy ‘sacarosa (600mCi/mmol) .y el ‘if‘?Caz*, fueron de New England Nuclear
Life Science Products, Inc. (Boston, MA).  TES, HEPES, MOPS, EGTA, EDTA,
hiamina, carbacol, dihidrocloruro de hisfémina, cimetidina y otros reactivos, fueron

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

2. Modelo Animal.

El modelo de lesién subcrénica inducida por etanol en la mucosa géstﬁca de
ratas Wistar, se describié 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 ml de solucién salina
(grupo control) o 1 ml de etanol al 50% (grupo experimental), mediante gavaje
intragastrico. Seguidamente, los animales tuvieron acceso libre al alimento, y al
agua (grupo control) o a etanol al 5% en solucidon acuosa (grupo experimental).
Este régimen se continud por § dias, al cabo de los cuales, el etanol se retiré y los
animales se sacrificaron por decapitacion bajo una dosis letal de anestesia
general (pentobarbital sodico), previo ayuno nocturno y luego de dos horas de

haber retirado el alcohol. Con este modelo experimental se induce una lesion no
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hemorragica de la mucosa gastrica, con caracteristicas similares a las de una
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gastritis alcoholica subcréhic}:‘a,huyméha (36). ...

Todos los procedimientos se. realizaron de acuerdo con. la - Guia
Institucional para la Experimentacion Animal de la  Universidad - Nacional

Auténoma de México (NOM-062-ZO00-1999).
3. Aislamiento de la mucosa gastrica.

La mucosa gastrica de ratas se aisl6 tal como se: ha reportado anterlormente

(80). Brevemente, se removieron los estomagos de

ncubacién (solucion TES)
5.0; MgSO4, 1.0; CaCl,, 1.0:

NazHP04, 1.0 y glucosa, -'a'_; rhenos que algun  cambio fuera

especnf’cado.

4.  Oxidacion de glucosa

La velocidad de oxidacion de la glucosa a través de la via de las pentosas y
de la via glucolitica-ciclo de Krebs, fue estimada comparativamente, cuantificando
la produccién de *CO, a partir de los isotopos de la glucosa [1-'%C] glucosa, [6-
4C] glucosa y [U-"C] glucosa, segun lo descrito por Sernka et al (80).
Fragmentos de mucosa gastrica suspendidos en solucion TES, se incubaron con

0.4 a 0.8 uCi de un isdtopo de la glucosa, con adicion de los reactivos a probar,
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en un volumen f‘nal de 2 ml en una atmosfera con 95% O3 - 5% COj3, a 37° C
durante. 90 mmutos y en presenma de 0 2 ml de hiamina 100 mM como atrapador B

de “‘coz La reaccnon se detuvo medlante |a adicion de 0.5 ml de HCLO al 6% y E

permitir la completa liberacidon del COz.
compartimiento central de los matraces, se tran‘éf‘i'rié
de liquido de centelleo, conteniendo: PPO 03%(
10.6%, etilenglicol al 3.7% y Triton X-100 al,25.7%
frasco se centrifugd y secé a 60° C dur’an_g'e‘ I;
seco. La actividad especifica se determiné‘c;n
Se incluyeron preparac:ones sm tepd 3
con los cuales se efectuaron :
expenmentos se realizaron por dup

como nanomoles de glucosa por hora y por miligramo de proteina‘tisular

s. Co'nsumo de O, (QO»). ;

Alicuotas de la suspension de fragmentos de mucosa Qastrlca se colocarén en
la celda del oximetro (Yellow Spring Inc, Ohio, USA) con agitacion permanente, :
en solucion TES gaseada (Oz al 95% + COz al 5%). Los cambios en la

concentracion de oxigeno fueron registrados con un electrodo y el QO; se calculd

y expresé como nanoatomos de Oz x min~' x mg proteina tisular”

6. Acumulacion de Aminopirina.
La acumulacion de aminopirina se considera como un indicador de la region

intraglandular de pH relativamente bajo (pH < 5) y de la formacion de gradiente de
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protones debido a transporte Vde‘H* (5, 15). E dé't'é?r-n‘iﬁgv_;;)r la técnica
descrita por Chacin et al (15)con modificaciones menores. Fragmentos de
mucosa gastrica (6 — 8 mg de. ’be’so seco), fueron gaseados (O; al 95% — CO; al
5%) durante 2 minutos e incubados a 37° C durante 1 hora en el medio de
incubacién descrito, incluyendo los reactivos a probar y [‘4C]-aminopifiha' 0'.:1
WCi/ml, en un volumen final de 5 ml. Luego de la incubacién, el contenido ’de, cad_a
matraz se centrifugé para separar el sobrenadante. El sedimento se :tra‘h.sﬁriVé
inmediatamente a viales de conteo, donde fue secado durante la noche: a éO:"T:VC‘:,
péra luego pesarse y solubilizarse en 1 ml de NaOH durante 24 hora‘si'." Despues
de ia neutralizacion con HC! concentrado y adicidn de 15v mil d‘e“'liqijic;j'o de
céntélleo, la radiactividad fue determinada en un espectrofotometro LS 5801
V(Beé.kman Instruments, Inc., Irvine, U.S.A). 20 pl de los sobrenadantes por
duplicado fueron contados de la misma manera. El agua intraglandular se
determiné en fragmentos de mucosa gastrica tanto de animales sanos (controles)
Como de animales tratados con etanol, en series simultaneas de experimentos,
utilizando [**C)-sacarosa como un marcador para el espacio extraglandular (15).
Los tejidos fueron incubados y procesados como fue descrito previamente, con
1uCi de ['“C-sacarosa] por mililitro de tejido. El peso humedo y el peso seco del
tejido fueron determinados para caicular el contenido de agua total. El espacio
extraglandular fue calculado a partir del contenido de ['*C] sacarosa del tejido y
este valor fue restado del agua total, para estimar el agua intraglandular. Un valor
promedio de 2.4 + 0.4 pui/mg (controles) y 2.6 + 0.4 pl/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 calculo la
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relacion entre la aminopirina en el agua intraglandular y la aminopirina en el agua

“extraglandilar. ‘Cuando se utilizé el BAPTA-AM, todas las muestras fueron
preincubadas durante 15 minutos en ausencia de aminopirina para permitir la
incorporécic’m del reactivo a la célula y el solvente utilizado (DMSQ) también se

anadid a los controles.

7. Microscopia Electronica de Transmision.

Fragmentos de mucosa gastrica, aislada como se describio anteriormente, se
procesaron para microscopia electronica de transmision, 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 100mM, pH 7.4 vy la p‘ost-

f’]acnon fue real:zada con tetradxido de osmio al 1% durante 1 hora, para luego

practlca cortes de 600 a 800 A. El contraste se obtuvo con citrato de plomo \

acetato de uramlo ambos al 2%. Las muestras se observaron en un microscopio.
P .

electronvlco‘de transmisiéon (Jeol 1200 CX-{i, Japén). En un total de 50 células
pérviﬁe:t;lVéus 'Vseleccionadas al azar, correspondientes a 3 muestras de tejidos de
cada cé‘ndicién experimental (animales sanos y animales con gastritis alcohdlica),
‘el”"estado estimulado (secretante) o no estimulado (no secretante) de estas
ééiulas fue identificado, de acuerdo con las caracteristicas morfoldgicas descritas
en la.introduccién y reportadas previamente (3, 5). El porcentaje del area celular
ocupada por el canaliculo intracelular dilatado, caracteristico del estado

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

control.
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éqmo se describié previamente (13), con

8. Captacién de Calcio.

La captacion de “"’Cazf se_

cambios menores. Para estos expenmentos fragmentos de mucosa gastnca se

incubaron por dlferentes perlo C, en la solucion TES descrlta’

N, fu

ra ado con HCI 2N y 12 mI de Ilqundo d centell ] se afnadieron

) para el conteo del centelleo. La captacion se calculo en termlno de nanomoles de

45Ca?* por miligramo de proteina tisular, sobre la base de Ias determinaciones de

la actividad especifica.

9. Salida de Calcio

Las mediciones de la salida de “*Ca?®" fueron realizadas como se describio
previamente (13). Tiras de mucosa gastrica de ratas, previamente pesadas, se
lavaron en solucién TES sin Ca?* y se incubaron a 37° C durante 2 horas, en
solucién TES con 0.2 uCi/mi de *°*Ca®"y CaCl; 1.8mM. Inmediatamente después
de esta incubacion, el tejido se escurrié suavemente sobre papel de filtro y se
transfirié al primero de una serie de matraces conteniendo 2 m! de solucion TES
libre de Ca?'. Cada tira de mucosa gastrica fue subsecuentemente transferida a

los siguientes frascos de la serie, a diferentes intervalos, hasta completar 90
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minutos. La incubacion se realizé a 37° C, con agitacion contlnua y previo

,gaseado,:derlos,matraces (Oz al 95% — CO:z al 5%) y, una vez concluida, la

muco:sérif'u dugerlda en  NaOH  concentrado y neutrallzada con HCI y Ia

del total de “3Ca?"* incorporado.

10. Contenido de Calcio Total.

Para las determinaciones del contenido de. Ca®" totalen’ fracciones

contlnuac:on el sedimento obtenido se resuspendié en 2 m! de HxO tridestilada y
esto constltuyo la fraccion mitocondrial cruda, mientras que el sobrenadante
respectivo, fue centrifugado a 45,000 g x 1 hora a 4° C. E! sobrenadante
resultante de esta uitima centrifugacion, constituyo la fraccion citosdlica. Para la
medicién del Ca?* total, tanto la fraccidn mitocondrial como la citosdélica se
desproteinizaron' mediante la adicién de HCIO4 al 70% en proporcion 1:10, y

centrifugacion a 10,000 r.p.m. por 10 minutos en una microcentrifuga. EIl LaCl; al
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s externos a una longltud de onda de

AL 5 cm de altura y 0.5 nm de abertura. De las lecturas obtenidas, se sustrajo el
valor de Ios blancos y los resultados fueron expresados como nanomoles de Ca?*

total x mg de proteina de la fraccién subcelular respectiva.

‘11. Actividades enzims:iticas.

Se determinaron las actividades de las enzimas glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa y fosfofructocinasa-f, por ser consideradas estas como pasos
limitantes de la velocidad del flujo metabodlico a través de la via de las pentosas y
de la via glucolitica, respectivamente. Asimismo, la actividad de las enzimas
succinato deshidrogenasa y citocromo c oxidasa fue determinada para investigar
la posibilidad de alteraciones mitocondriales. La actividad de la citocromo c
oxidasa se utilizé también para investigar posibles cambios en el contenido total

de proteina mitocondrial en la mucosa gastrica de ratas tratadas con etanol.

11.1 Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

La glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (EC 1.1.1.49) cataliza la reaccion:
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Glucosa-S—fosfato + NADP 4— 6-fosfogluconato + NADPH + H*
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T V”el primer paso de 'Ia via d'é"la's':

‘ltados se

6) catallza Ia reaccxon

Fructos 6—fosfato + ATP__> Fructosa 1 6-difosfato + ADP + H”

Esta actlwdad “enzimatica se determind espectrofotomeétricamente

u*nllzando Ia tecmca descrlta por Massey y Deal (60), en la fraccion citosdlica de la

mucosa gastrlca Aproxlmadamente 100 ug de proteina citosdlica, se colocaron

en presenCIa de buffer Tris-HCI 50 mM, pH 8, MgClz 5§ mM, KCI 50 mM, 2-
mercaptoetanol 50 mM, aldolasa 10 mg/ml, a-glicerofosfato deshidrogenasa y
tnosa fosfato isomerasa 10 mg/ml, NADH 0.2 mM, ATP 2 mM y fructosa-6-fosfato
4 mM en un volumen final de 1 ml y la actividad de la enzima fue medida a 25°C,
a 340 nm, cada 2 minutos, durante 10 minutos. Los resultados se expresan como

nanomoles de NADH oxidado/ minuto x mg de proteina citosdlica.
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11.3  Succinato deshidrogenasa.

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

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

Succinato + FAD—:—-f;Q WFumarato * FADI—jz

Su actividad fue determmada enla fraccuon mltocondrlal purificada,

gastrlca ‘La fraccidn

mltocondrlal cruda alslada como se descrlblo ntenormente. se resuspendlo en

. presenma de EGTA 1 mMy EDTA 0.5 mM; ADP 2 M, MgClz 2 mM y albumina

bovma fraccxon V (libre de acidos grasos) O 2% 5 ml) y fue lncubada a4°C

Sx 10 mlnutos Luego, la mezcla fue- dlluxda en 9 volumenes de‘un meduo

contenlendo buffer MOPS/KOH 20. mM, pH 74 KCI ~120 ‘ 'TAi ‘1";mM y

centnfugadara 10 000 r.p.m..x 10 minutos. La actlwdad enznmatlca ue’ med:da de

la técnlca descrita por King (48): alicuotas de fra itocondriales

- '(500 pg de 'p telna) fueron afiadidas a la mezcla de reacmo onteniendo: buffer

fosfato 50 mM pH 7.4, Succinato 40 mM, PMS 0.9 mM DCIP 50 pM Albumina

Bovma fr‘abc n V (llbre de acidos grasos) 0.1% y Fe (CN) sz 1. 5 mM.

Las reacciones que ocurren en e} ensayo utilizado para medir la

‘actividad de la enzima, son:

Succinato + PMS » Fumarato + PMSH;

PMSH; + DCIP > PMS + DCIPH:
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La absorbancia fue medida &spectrofotométricamente a 660

kpr sada en micromoles de succinato oxidado/minuto por

24 Citocromo C Oxidasa
ocromo c(Fe*) + 10, ———» 2 c.tocromo c (Fe:") + 02'

actlwdad de

la enznma fue expresada en nanoatomos de Oz consumldo/ mlnuto'x mlllgramo de

protema del homogeneizado o de la fraccion mltocondrlal

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

Tiras de mucosa gastrica de ratas, tanto controles como experimentales,
fueron incubadas como fue descrito para la oxidacién de glucosa, pero en
ausencia de isotopos y, pasados 90 minutos, el tejido fue homogeneizado en
HCLO4 y centrifugado por 2 minutos a 10,000 g y 4° C, para obtener el extracto

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

= La® concentraciéon tisular de  piruvato y de lactato, fue determinada a
partir de la reaccion de la enzima lactato deshidrogenasa, tal como fue descrita

por Bucker et al (8) y por Hohorst (42), fe;péc;ivamente.

se’coloc

Para determlnar Ios'nl eles” de piruvato;

extracto perclonco ‘de muco a

nifinal de 1 ml. La reaccio

espectrofotom tro:

ro buffer de sulfato de hldrazma O 4 M/Gllcma 1M~ :

pH 9.5 y NAD 83 pM en un volumen final de 1ml. La reaccion fue mnc:ada
medxante Ia adlmon de Iactato deshidrogenasa 20 ug/ml y se practicaron las
lecturas a 340 nm, cada 2 minutos, hasta agotar la reaccién. Los resultados

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

12.2 ATPy ADP.

Las concentraciones de ATP y ADP tisular fueron determinadas
mediante HPLC, siguiendo la técnica descrita (32, 41). Brevemente, alicuotas de

los extractos percléricos fueron sometidas al estudio en presencia de un buffer de
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corrxmlento a base de KH2P04, hldroxldo de tetrabutil amonio 25mM, y metanol

,,grado HPLC ut |zando'un romatografo de Liquidos (Laboratory Data Control,

Flonda fU‘A dapack C18 de fase reversa (Waters®

USA) a.250nm:de- longitud:de:onda y con un flujo de 1.0 ml/mmuto Se

otldos BY los calculos se: basaron en’el

ada nucleétldo Los’resultados fueron

m romoles/mg de prote na

:‘MEI contenido de NADP‘* Ilbre tisular se determln ensayos

malato 0. 56 mM y O. 125 unldades de enzima malica de
'volumen f'nal de 1 ml, a 25° C. El curso de ‘
: espectrofotometrlcamente a 340nm. El contenido’ de NADP se. xpresa como

umoles de NADP" total/mg de proteina. Para los calculos, se UtlllZO un, coeﬁcnente

de extincion de 6.22 x 10° L/mol x cm, a 340 nm.
13. Concentracion Tisular de ADN.

La concentracion de ADN tisular, fue determinada en homogeneizados de
mucosa gastrica de ratas, utilizando el Método descrito por Burton (9). La técnica
estd basada en la reaccidn de color producida entre la difenilamina y la

desoxirribosa. El reactivo de difenilamina, contiene: Difenilamina (C.F: 2%)



. 0008% Se prepararon extractoslprotelcos mediante el tratamiento de -los

nacido trlcloroacetlco (C.F.: 10%), calentamxento en

’ te extracto perclorico se af dio'rea

dxfennlamm en ; 1:2 ara“ser Iuego incubado durante 1 ’ horas a uxna‘f
temperatura de 37° C Flnalmente el desarrollo del color se cuant|f'co a una
Iongltud de onda de 600 nm y el contenido de ADN se determind haciendo uso de
Suna‘curva estandar de ADN (esperma de salmon). Los resultados se expresan

como ug de ADN/mg de proteina total.

14. Concentracion de proteinas y relacién proteinas/peso scco.

En alicuotas de mucosa gastrica homogeneizada, obtenidas en cada
experimento, fueron determinados el peso seco y el contenido de proteinas, éste
ultimo mediante el método de Lowry modificado (57). Se calculd asi la relacion
proteinas/peso seco en la mucosa gastrica, la cual sirvid para expresar los

resultados en funcidn del contenido tisular de proteinas.

15. Analisis estadistico.

Todos los resultados han sido expresados como promedios + EE. La
significancia estadistica de las diferencias entre grupos, se determiné por medio

de ANOVA y, en caso de significancia, mediante el test ad hoc de Newman-Keuls.
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RESULTA DOS

1. Cambios inducidos por el etanol, sobre 1a oxidacion de Ia
glucosa.

En el presente trabajo, se selecciond ia glucosa como el sustrato metabdlico a
investigar, en funcion de los antecedentes que sugieren que este es el sustrato
cuya oxidacién sustenta mas eficientemente el proceso secretor de HCI en la

mucosa gastnca de ratas (80, 81). Con el fin de seleccionar una concentraclon de :

glucosa : adecuada Lpara reahzar los experimentos tanto metabollcos como,

respuestas cercanas  al- maximo, tanto en  los expenmentos

‘como en los secretonos. Para conocer la velocidad del ‘flujo
meiabélico a través de las diferentes vias oxidativas de la glucosa, la oxidacion de
este sustrato se midid en presencia de diferentes is6topos de la glucosa,
marcados radiactivamente en los carbonos C1, C6 o en todos los carbonos (U)
(Tabla 1). En animales con lesidon gastrica cronica inducida por etanol, la
oxidacion total de la glucosa (medida a partir la U-'*C-glucosa), se incrementé al
doble de la observada en los controles. Este incremento se reflejo cor igual
magnitud en la oxidacion medida a partir de los is6topos 1-'“C-glucosa y 6-“C-

glucosa, sugiriendo que el aumento en la capacidad oxidativa observado en Ia
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Tabla I. Oxidacion de 1a [1-"*C]-, [6-"*C] -y [U-"'C]-glucosa por la mucosa gastrica de

ratas tratadas créonicamente con etanol.

OXIDACION DE ISOTOPOS DE LA GLUCOSA

(nmoles x h™' x mg de proteina tisular ~*)

Tratamiento
11-*cy n [6-*C} n [u-*c} n
Control 9.9+12 16 62+07 8 89+06 . 17
Etanol (Gastritis) 20.6 +2.0 13 129+ 1.7 8 188+214™ g
Control + Omeprazole — —_— . :‘ . 73:_ 0.3 4

Etanol + Omeprazole

Fragmentos de mucosa gastrica aislada de ratas normales y de ratas tratadas con etanol,
fucron incubados cn la solucion TES descrita, cn presencia de isOtopos dc Ia glucosa
marcados con C (C. F.:10 mM de glucosa), a 37° C, durante 90 mJinu!oS. Luego, = se
afiadié HCLO, al 6% para finalizar las reacciones metabdlicas, y la incubacion 'p;'osiguié
durante 30 minutos mis para favorecer el desprendimiento del 'CO;. Los_ controles
corresponden a ratas tratadas con solucion salina. Los resultados fueron expresados como
promedios + EE de n preparaciones individuales. (a) P < 0.05 vs el control respectivo. B)
P < 0.05 vs etanol (gastritis).

mucosa gastrica cronicamente lesionada por el etanol, no esta asociado a
cambios en la contribucion relativa de cada una de las rutas metabdlicas
involucradas (glicolisis, ciclo de Krebs o via de las pentosas). Cabe sefalar que,
en determinaciones adicionales de la oxidacion total de la glucosa a partir de la U-
'“C-glucosa, practicadas en animales con gastritis alcohdlica 72 horas después

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

control (46 2 + 8 8°/ vs controles sanos P < 0.05, n = 5).

el carbono 6

' posicion
2 del acetll CoA e ingresaran al ciclo de Kreb en éht"idad
equ:molar en las subsiguientes decarboxﬂacl

14COz © liberado a partir de la 1-14¢C.

respec’nvamente deberia ser igual a la unidad. En contraste, cuando la via de Ias
pentosas contribuye conjuntamente con la via glucolitica a la oxidacién total de Ia
glucosa, al 1-1"CO, liberado en el ciclo de Krebs, se suma el 1-'“CO; producto
de la decarboxilacién del carbono 1 de la glucosa, que ocurre a través de esta via
alterna cuando el intermediario 6-fosfogluconato se decarboxila (Fig. 6). En tal
circunstancia, la relacion 1-'*C0O./6-*CO,, seria mayor que la unidad (80).
Basados en los datos de la tabla 1, la produccién de CO2 como una funcion de la

relacion 1-'*C/6-'*C fue de 1.6 y, al ser mayor que la unidad, sugiere que la
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mucosa gastrica realmente tiene‘una via de las pentosas activa que contribuye a
la oxidacién de la glucosa en concordanma con lo reportado prevnamente (80)

Este hallazgo fue corroborad medlante la medicion de la actividad de Ia enzima

presente en Ia muc

un»_inhib}idbr;'dé la. ATPasa de H*-K". De esta manera se observé que, tanto en la

mucosa g'a'strica control como en la tratada con etanol, la oxidaciéon de glucosa
fue parcialmente inhibida por este agente, siendo este efecto de mayor magnitud
en las ratas con gastritis alcohdlica (36 + 4% vs. 18 + 3% en los controles; P <

0.01) (Tabla 1). Estos datos sugieren que una fraccion significativa del aumento
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en el metabolismo oxidativo de {a glucosa inducido por el etanol, esta asociada a

la actividad de la ATPasa gastrica.

Tabla I1. Efecto del tratamiento crénico con etanol, sobre la actividad de las enzimas
glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, fosfofructocinasa-1 y succinato deshidrogenasa, en las

fracciones subcelulares correspondientes, obtenidas a partir de la mucosa gastrica de ratas.

Enzima ) T s Y Tratamiento

Ninguno Etanol
(Control) (Gastritis)

Glucosa 6-Fosfato Deshidrogenasa
(nmoles de NADPH x min™' x mg proteina™) 58.2+ 3.2 623+ 56

Fosfofructocinasa-1
(nmoles de NADH x min™ x mg proteina™) 336.4 + 376 333.0+ 46.8

Succinato Deshidrogenasa
(nmoles de succinato x min™' x mg proteina™

11,

1+ .08"

La actividad de las enzimas glucosa 6-fosfato deshidrogenasa y fosfofructocinasa-1 fue
determinada espectrofotométricamente en la fraccion citosélica, v la de la succinato
deshidrogenasa, en la fraccion mitocondrial purificada fresca, todas obtenidas a partir de
homogeneizados de mucosa gastrica, 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 secrecion Acida gistrica.

La actividad secretoria del acido por parte de las células oxinticas, se evaluo

indirectamente mediante la acumulaci6n de la **C-aminopirina en fragmentos de
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mucosa géstrica.La aCumulacién de'aminopiri

gastrlca de ratas tratadas cronlcamente con etanol, cuando se comparo con la de

un,antagonista de los receptores Hz, no tuvo

de:aminopirina.ni.en el control, ni en las ratas

lante del ‘Ca?* intracelular, disminuyé

timulada, en la mucosa gastrica de ratas

tratadas con etanol (Flg 9).
Los hallazgos obtenldos en Ias determinaciones in vitro de la actlwdad
secretona amda, pudieran estar correlat:lonados con los cambios morfologlcos

observados en las células oxinticas procedentes de muestras de mucosa

gastrlca tratada cronlcament “vivo con etanol. La Fig. 10A (mucosa gastrica

control) muestra una celula

} xuntlca con su morfologia caracteristica: forma

conlca. cntoplasma ro: y numerosas mitocondrias, asi como una

compleja de’ membranas intracitoplasmaticas de superficie lisa,
correspondlentes :"al sistema tabulo-vesicular, caracteristico del estado no
secretante de esta célula (3). Este patron morfoldgico se observé en el 69 + 5%
de Ia‘ poblacion total de células oxinticas analizadas en las muestras control. En
contraste, en las células parietales de animales con gastritis, se observdé una

disminucién en el numero de tibulo-vesiculas, las cuales lucieron aumentadas de

volumen adoptando un aspecto vacuolar, destacando la presencia de microvellos
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en su superficie luminal. Esta apariencia se observo en el 50 + 5% de las células
oxinticas de ratas tratadas con etanol (Fig. 10B) y coincide con las caracteristicas
del canaliculo secretor con microvellos, descrito previamente en ceélulas

parietales normales de rata, estimuladas in vivo con histamina (3).

[ corwa (Sanay 2] cnmtasna
Heatarens Hll cavea
BAPTA AM

-

-
8

Acumulacion de {'C}-Aminopirina (%)

CONTROL ETANOL

Fig. 9 Efectos del tratamiento créni con etanol, sobre {a acumulacién de
aminopirina. Fragmentos de mucosa gastrica fueron incubados con l“'C-aminopirina
durante 1 hora, en presencia o en ausencia de histamina 10~ M, carbacol 10™ M,
cimetidina 10> M o BAPTA-AM 50 pM. Los valores son promedios + EE de 4 — 8
experimentos. Valor control: 0.92 + 0.11 (100%). (a) P < 0.05 vs grupo control; (b) P <
0.05 vs grupo tratado con ctanol.

Adicionalmente, cuando se comparo el porcentaje de la superficie celular ocupado

por el canaliculo secretor en las células oxinticas de ambos grupos



65

experimentales, las diferencias fueron bastante evidentes. Mientras que en las
células no secretantes, predominantes en el grupo control, las pocas vacuoias
observadas ocuparon el 3.1 * 0.2% del area celular total, en las ceélulas
estimuladas, predominantes en el grupo experimental, el area ocupada por las

vacuolas representd el 21 + 2% del area celular.

Fig. 10 Cawmbios Morfolégicos inducidos por ¢l Etanol, sobre las Cétlulas Oxinticas

observadas al Microscopio Electronico de Transmisiéon. A. Mucosa gistrica de ratas
control. B. Mucosa gastrica de ratas tratadas con etanol. vt: sistema vésico-tubular; ic:

Canaliculo intracclular con microvellos; m: mitocondria. Magnificacién: x4000.
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metabdlicos y secretorios inducidos por el etanol.

Tanto los efectos inhibitorios del BAPTA-AM, como |la ausencia de

estimulacién por el carbacol, respecto a la acumulacnon de ammopmna se

detectaron en Ias ratas con gastritis alcohéhca cronnca (Fl } lo cual condujo a

mdagar el papel del Ca2+ en la regulamon del metabohsmo ox:datlvo de la

glucosa, tanto en la mucosa gastrica normal, como e

tratamiento.crénico con etanol. Para tal fin, se realizaron determinaciones de la

oxidaci6én de glucosa en fragmentos de mucosa gastrica incub

de agentes modificadores de la disponibilidad y concentracion de Ca?

un quelante del Ca?* extracelular, inhibié parcialmente la oxidacion'de la:glucosa

al compararla con el nivel basal de oxidacidn en Ios animale c

}mpletamente el efecto estimulante lnduc

tratamlento cronico con etanol (Fig. 11). El agonista colinérgico carbacol estlmulo
la oxidacion de la glucosa en las preparaciones control, pero no modlﬁcq j el,
catabolismo de la glucosa en las ratas tratadas con etano! (Fig. 11). EI LaCi3; un
inhibidor de los canales de Ca®* no dependientes de voltaje (47), también lnhlblo
la oxidacidn de la glucosa en ambos grupos experimentales y éste efecto fué dé
mayor magnitud en la mucosa gastrica lesionada por el etanol (Tabla llI).

Estos datos constituyen fuertes evidencias de la dependencia existente entre el



metabolismo oxidativo de la glucosa y el Ca®* extracelular, tal como se evidencié
en los experimentos con EGTA (Fig. 11). Adicionalmente, los datos obtenidos en
presencia del BAPTA-AM sugieren que también el Ca?* intracelular podria estar

involucrado en este fendmeno.

3 controt E8 EGTA

&= carbacol Wl eGTA + BAPTA-AM
(@

Oxidacién de la {U-"C]-Glucosa (%)

CONTROL

Fig. 11 Efect de a t que modifican la dispomnibilidad de calcio extra o
intracelular, sobre la oxidacion de 1a glucosa estimulada por el etanol. Fragmentos de
mucosa gastrica fueron incubados con glucosa 10mM + 0.4 uCi de [U—”C]-g.lucosa, en
ausencia o en presencia de carbacol IO"M, EGTA ImM, o EGTA + BAPTA-AM 50 M.
El CaCl: fue omitido de 1a solucion de incubacion, en los experimentos con EGTA o con
EGTA + BAPTA-AM. Valor del control: 104 + 1.6 mimoles de glucosa oxidada/ hora x
mg de proteina. Los resultados son promedios * EE de 4 a 10 experimentos. Estadisticas:
(@) P < 0.05 vs controles (solucion salina); (b) P < 0.05 vs EGTA; (c) P < 0.05 vs
animales tratados con ctanol; (d) P < 0.05 vs EGTA en animales tratados con etanol.
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Con el objeto de comprender mejor ios efectos del tratamiento cronico de
la mucosa gastrica con etanol, sobre la dinamica celular del Ca®*, se
determinaron la captacion y la salida de 45Ca®* tanto en animales normales, como
en los tratados con etanol (Fig. 12-A). Los resultados revelan que la captacion de
Ca®* aumenté progresivamente y se saturé a los 30 minutos de incubacion,
aproximadamente. A pesar de que se obtuvo un perfil similar de captacion de
Ca?" en ambos grupos experimentales, es evidente que en los animales con

astritis, la incorporacion de Ca?®' radiactivo fue mayor que en los animales
g po!

‘Tabla Ill. Efectos del LaCl; ImM sobre el QO: y 1a oxidacion de glucosa en la mucosa
gastrica de ratas tratadas con ctanol.

‘Oxidacién de 6-4C-Giucosa
Tratamiento Adicién NATO;. min".m;; proweina ﬁmhr"“ nanomoles . h™'. mg de proteina tisular?
Control Ninguna ‘ 47.3+40 6.1 + 0.6
Lantano 21.5 +1.8* 42 + 04"
Etano! Ninguna 752+84 116+ 11

Fragmentos de mucosa gistrica en suspension fueron gaseados (95% O: + 5% CO3) en una

cubeta para oximetro y la presion de O> fue monitoreada y registrada. Los resultados
fueron procesados para obtener el QO:. Asimismo, la oxidacién de glucosa fue medida en
alicuotas de la misma suspension, previamente gaseadas e incubadas durante 90 minutos a
37° C en solucion TES, conteniendo glucosa 10mM como sustrato y 0.5uCi de 6'*C-
glucosa. Inmediatamente después, fueron procesadas como se describié en Materiales y
Métodos. Los resultados son promedios + EE de 6 experimentos. *P<0.05 vs. control.
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eI CQN

normales (Fig. 12-A). Por el contrario, no se registraron diferencias porcentuales
significativas en la salida de Ca®*, entre ambas condiciones experimentales (Fig.
12-B).

e fftv\e 35
e wwv—}ew-sﬂ R
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Fig. 12 Efectos del tratamiento crumnico con etanol, sobre la captacion y salida de
calcio en la mucosa gistrica aislada de ratas. Los experimentos fueron realizados como
fue descrito en Materiales y Mé¢étodos. Los resultados son promedios + EE de 4
experimentos. En el grupo tratado con etanol, los valores son estadisticamente

significativos vs el punto correspondiente en el grupo control.
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Estos resultados concuerdan con los obtenidos mediante la medicion de
Ca®* total en fracciones subcelulares (Tabla 4). En tales experimentos, tanto las
fracciones citosoélicas como mitocondriales procedentes de homogeneizados de
mucosa gastrica tratada con etanol, exhibieron un contenido de Ca?" total
significativamente mayor que el deteminado en las mismas fracciones obtenidas

a partir de la mucosa gastrica no tratada ( Tabla 4).

Tabla 4. Contenido de Ca?" total determinado mediante espectrometria de absorcion
atomica.

7S e,

CONTENIDO DE Ca® TOTAL - - -
(nmol Ca?* x mg de proteina tisular)
Tratamiento Citosol Mitocondria

Control 0.49 + 0.03 1.86 »_ 0.15

Etanol (gastritis)

2.85 + 0.31*

SRR RGBS LS

Las fracciones citosolica y mitocondrial fueron aisladas a partir de homogeneizados de
mucosa gastrica de ratas, desproteinizadas con HCLO, al 6% y centrifugadas en presencia
de LaCl; al 1%. El contenido de Ca®* toial fue medido mediante espectrometria de
absorcion atémica de flama, tal como fue descrito en Matceriales y Métodos. Los resultados
son promedios + EE de 3 determinaciones por grupo experimental, cada una de ellas
obtenidas a partir de 3 mucosas gastricas. *P < 0.05 vs controles.
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4. Proteina tisular y mitocondrial, y estado de las mitocondrias.
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Un estudio histoloégico realizado previamente en el presente modelo
experimental de lesidon gastrica alcohdlica crénica (36), revelé que el etanol
lesiona la arquitectura del epitelio gastrico superficial y que, en algunos casos,
esto afecta también la fovea de las glandulas gastricas. En otras palabras, las
células epiteliales superficiales y las células del cuello de las glandulas parecen
ser las mas afectadas, pero no se descarta la posibilidad de que la regién que
contiene células especializadas (entre ellas, las células oxinticas), pueda sufrir
también pérdida o ruptura de células, organelos o enzimas, ademas de los

camblos morfolégicos y bioquimicos que son objeto de nuestro estudio. Este

aspecto es de fundamental lmportanma,' es ye lmente por su repercusion en la

mterpretacnon de parametros que son: medldo n'la mucosa gastrica aislada,

: pero que reflejan funciones dependlentes d rganelo o enzima particular,

como: ocurre con el metabolismo mltocondrlal Para explorar esta posibilidad,

- fueron reallzadas varias determmacnones .

La cantidad total de protelnas en‘la mucosa gastrica de ratas con

gastritis alcohdlica experimental, no fue‘sngnlfcatlvamente diferente de la

observada en los controles, como se ‘e |dénci6 al calcular la relacion proteinas/
peso seco tisular (163.4 + 12.5 vs. 17861 10.8 mg de proteinas/ g de peso en el
grupo control; n = 51; P > 0.05). Asimismo, la concentracion de ADN tisular,
tampoco varié significativamente al comparar ambos grupos experimentales (3.43
+ 0.34 vs. 3.19 + 0.30 ug de ADN/ mg de proteina 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, proteinas, etc., a continuacion se
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midieron parametros Gtiles para determinar posibles perturbaciones en. la

estructura’'y ht.':rhe(o de mitocondrias. Las mitocondrias juegan un papel complejo

en las céldlas Ademés de su rol metabdlico primordial derivado de la produccion -

" de ATP ‘se ha sugerldo que este organelo concentra CaZ’y también es capaz de

genera y"‘depurar especies reactivas de O, (65). Por tal razén, se midieron las

actlvnd des de las enzimas succinato deshidrogenasa y citocromo ¢ oxidasa en la

fraccnon mltocondrlal aislada. Estas enzimas han sido utilizadas anteriormente, ya

a dlsmmucnon de su actividad, por lo general es indicadora de alteracion

‘mit_o‘co'ndriyal puesto que ambas estan ancladas en la membrana mitocondrial

interné (63) ‘Tamblén se midid la actividad de la citocromo ¢ oxidasa en

homogenelzad" de mucosa gastrica y, a partir de calcuios ensayados

prevramente fue posnble comparar la actividad enzimatica en ambas’

preparacnones (homogenelzados y fraccidn mitocondrial) y calcular asi la cantndad
de protelnva_'mltocondnal total tisular (35). Inesperadamente, en la fraccién
mit‘océhd;iralr,r la actividad de fa succinato deshidrogenasa resulto
siéniﬁéaﬁﬁamente aumentada (Tabla 1i), mientras que la actividad de la citocromo

c . oxidasa, no experimentd cambios significativos (Tabla V). No obstante, al

" comparar la actividad de la citocromo c oxidasa del homogeneizado con la de la

‘fraccic’m mitocondrial, la cantidad total de proteina mitocondrial por gramo de

-mucosa gastrica, resultd significativamente disminuida en la mucosa gastrica
lesionada por el etanol (Tabla V). Este hallazgo es de fundamental importancia
en la interpretacion de los experimentos que involucran el metabolismo
mitocondrial en el presente trabajo.
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Tabla V. Actividad dec 1a citocromo ¢ oxidasa mitocondrial en homogencizados y en la
fraccion mitocondrial purificada, obtenidos a partir de la mucosa gastrica de ratas normales
y de ratas con gastritis alcohdlica experimental.

ACTIVIDAD ENZIMATICA
(nAtomos O/ seg. x mg Prot.)

Tratamiento Fraccion
Homogeneizado Mitocondrial
Ninguno (Controles) 568 + 0.43 22.8 + 044
+Etanol (. (Gastritis) ;345+038" .. 224212

La actividad de la citocromo ¢ oxidasa fue determinada mediante oximetria segan lo
especificado en Materiales y Métodos. Los resultados son promedios + EE de 3
preparaciones experimentales, cada una correspondiente a dos mucosas gdstricas. *P <
0.05 vs controles. A partir de los datos presentados y de los valores obtenidos para peso y
proteinas de cada preparacion, fue calculado el contenido total de proteina mitocondrial
tanto en los controles como en los animales con gastritis alcohdlica, obteniéndose los
siguicntes valores: 32.4 vs 445 mg dc protcina mitocondrialVg dc mucosa, en los
controles; P<001;n=6.

5. QO: y produccion de ATP, lactato y piruvato.

El consumo de oxigeno en ratas con gastritis alcohdlica fue significativamente
mas alto que en las ratas normales (Tabla 0l), coincidiendo con una tasa mayor
de la oxidacion de glucosa (Tabla I). Al igual que la oxidacion de glucosa, el QO»
fue significativamente inhibido por el lantano y por el omeprazole, en las muestras
de ambos grupos experimentales. El lantano inhibié el consumo de oxigeno en un

55% en la mucosa gastrica control, mientras que este efecto fue aun mayor (72%)
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en los animales tratados con etanol (Tabla ill), mientras que el omeprazole inhibid
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el QO,, tanto en’ el control. como en los animales tratados con alcohol, en un

39.5%y u'h'5f1,3%, respéctwamerjte.

menor contenido de mitocondrias calculado en la mucosa

gastnca de . los {animales tratados cronicamente con etanol (Tabla V), es}és

en el nlvel de Iactato ni en la relacién lactato/ piruvato (Tabla VI) Dado que el flujo

.de_.glugosa;a‘ través de la via de las pentosas aumentd significativamente en la
'mﬁgﬁpbs,‘ar"g‘.‘a"s‘trica de animales tratados con etanol, en ausencia de cambios en la
'actiyidad de la enzima glucosa 6-fosfato deshidrogenasa medida in vitro, se
detern’iinc’; el contenido de NADP™ en extractos percloricos de mucosa gastrica.
,Tél;‘como se esperaba, las muestras de mucosa gastrica de ratas tratadas con
'etéhol,vtuvieron un nivel de NADP" significativamente mas aito que los controles
"(’I‘abla VI). Por lo tanto, el aumento neto en la actividad de la via de las pentosas
observado en la mucosa gastrica de ratas con gastritis podria haber sido

causado, al menos en parte, por un incremento en la disponibilidad de NADP™.
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Tabla VI. Efecto de la administracién de ctanol in vivo sobre los niveles tisulares de

lactato, piruvato, ATP, ADP y NADP"' en fragmentos incubados de mucosa gastrica de

rata.

" Contenido Tisular Total (umoles x g de peso humedo™)

Tratamiento Lactato Piruvato ATP ADP NADP”

Ninguno (Control) 2.120.06 0.1620.016 2.4+0.23 1.64+0.20 0.015+0.001

Etanol (Gastritis) f.4+0.20 0.17+0.014 3.4+0.27* 1.92+0.18 0.027+0.002*

Fragmentos alargados de mucosa gastrica, tanto de ratas control como de ratas tratadas con
etanol, fueron incubados durante 90 minutos en la solucién TES descrita, en presencia de
glucosa 10 mM (pH 7.4) a 37° C. Inmediatamente después, las muestras fueron
desproteinizadas, y 1os extractos percléricos neutralizados se utilizaron para determinar el
contenido toial 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
s comrcl.ii o
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Este trabajo fue realizado con el fin de investigar si la lesion inducida por- el

tratamlento CI’OI’IICO con etanol en la mucosa gastrica de ratas, se acompafia de

alteracu:ones en el metabollsmo oxidativo de la glucosa y en la actividad secretora

de HCI’ Yy S el Ca2+ participa como mediador de tales alteraciones.

Segun Ios resultados obtenidos, la cinética de oxidacién de la glucosa en la
mucosa géstrica 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 gastrica de ratas. El total de la oxidacion de glucosa, aumentod
signiﬁc'ativérhente en las muestras de mucosa gastrica tratada créonicamente in

wvo con etanol (Tabla 1). Se debe tener en cuenta que los experimentos fueron

reahzados

-en ausencia de etanol ya que, como fue sefalado
‘t‘e 'y sus metabolitos son practicamente indetectables al
crificar. a los animales, tal como fue reportado previamente (36).

los cambios en el metabolismo oxidativo de la glucosa, evidenciados

en es{e rvnodélorde Ieéién gastrica, son atribuibles a la lesion cronica de la mucosa
por el tratamiento in vivo con etanol y no a los efectos agudos de la oxidacion del
etanol, como podria ocurrir durante incubaciones in vitro en presencia de este
agente. En apoyo a esta afirmacion, se ha reportado que la capacidad de la
mucosa gastrica de ratas para oxidar etanol, es muy baja a concentraciones
inferiores de 150 mmol/l (10).

Los experimentos realizados utilizando glucosa marcada radiactivamente en
diferentes carbonos, sugieren que la estimulacion de la oxidacion de la glucosa

por el etanol es el resultado de la contribucion de las diferentes vias catabolicas
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disponibles para este sustrato (glucdlisis, via de las pentosas, ciclo de Krebs) y no
de una en pértipyl;a{.r _‘Mencion especial merece la presencia de una via de las
.'pento's‘as“ ac:‘t’i_va,:jen ’Ia mucosa gastrica de ratas, tanto sanas como con gastritis
alcdhc’:tliévé' e*perimental, la cual se puso de manifiesto a través de la relacion 1-
’“C/éfi‘“c ‘mayor a 1 (Tabla 1). Esto coincide cualitativamente con lo reportado por
isAernka' y Harris en la mucosa gastrica de ratas sanas (80), a pesar de que la
contribucién de la via de las pentosas a la oxidacion total de la glucosa observada
en el presente trabajo, resultdé ser significativamente menor que la descrita por
tales autores. Esta diferencia cuantitativa podria corresponder a variaciones en
las condiciones experimentales utilizadas, entre las cuales destacan el uso de una
elevada concentracién de glucosa (25mmol/L) y el tiempo prolongado de
incubacion (4 horas). El hecho de haber podido detectar la actividad de la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en la fraccion citosélica obtenida a partir de la
mucééa géstrica, apoya el hallazgo de que una parte de la glucosa disponible es
derivada para su oxidacion a traves de la via de las pentosas. Cabe senalar que
esté via oxidativa de localizacion citosdlica, por si misma, no genera ATP ni
intermediarios metabdlicos de alta energia que puedan ingresar directamente a la
cadena respiratoria mitocondrial. Esto hace dificil correlacionar la oxidacién de la
glucosa a través de la via de las pentosas, con la actividad secretoria de HCI, tal
como habia sido sugerido por Sernka et al, cuando se desconocia que el
mecanismo secretorio de HCl es ATP dependiente (80). Sin embargo, otras
funciones celulares de especial relevancia para la defensa del epitelio gastrico
contra agentes agresivos, pudieran estar demandando intermediarios metabélicos

aportados por la via de las pentosas. Asi, en este modelo de lesion cronica
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inducida por etanol, el contenido de NADP tisular esta aumentado (Tabla Vi),

que podrla expllcar, al menos en parte la estumulacuon de la via de las pentosas

n. De }hecho la relacion NADP*/NADPH constituye el

en respuesta a

de la actividad de Ila glucosa 6—fosfato-

a través de la via de las pentosas en diversos tejldos (98)

Una estlmulac:én sumllar de la via de las pentosas se ha observado en la fase

Ia fbroms hepatica inducida por tetracloruro de carbono (35). Alli, lo

'Iautores sugmeron que el aumento en la actividad de la via de las pentosas podria

par en‘la restitucion del glutation reducido y, probablemente, en la sintesis

des x‘i‘trribonucléotidos, estimulando la proliferacion celular (35).

A’dicmnba yiélnte, en el presente modelo experimental, se ha reportado
‘la ngrm‘alizacién del nivel de glutation de la mucosa gastrica y un
a ‘sintesis de ADN, durante el periodo de recuperaciéon temprana

tirar el etanol! (37). En efecto, tanto la restitucidn del glutation como la

' éiptés‘is‘d AbN. aumentarian los requerimientos de NADPH, pudiendo favorecer
el_bf‘h.rjjo bxfdativo a través de la via de las pentosas.

‘Plor otra parte, la ausencia de cambios significativos en la actividad de Ila
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y de la fosfofructocinasa-1, habla a favor de
que ambas enzimas estan presentes y conservan su capacidad funcional en la
mucosa gastrica lesionada por el etanol y lleva a pensar que, el aumento en sus
actividades derivado del aumento general en la oxidacidon de la glucosa, estaria

dado in vivo por la regulacion mediante los cofactores especificos (Tabla ).
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En apoyo a la estimulacion del metabolismo oxidativo inducida por el

tratgmigntg crénﬁco con: ie?tar»i‘t‘al,"fen;grlm prgsente modelo pudo detectarse un
aumento significativo en el ’consumo de Oz (Tabla Iil), en la actividad de la enzima
succinato deshidrogenasa (Tabla 1l) y en el contenido de ATP, sin cambios en la
relacidn lactato/piruvato (Tabla Vi), todo lo cual habla a favor de la estimulacion
del metabolismo oxidativo aerdbico y, en especial, de la actividad metabodlica
mitocondrial.

Los hallazgos anteriormente descritos, pudieran lucir contradictorios al
compararlos con la disminucién de Ia cantidad neta de proteina mitocondrial por
gramo de mucosa gastrica, deducida a partir de la actividad de la citocromo ¢

oxidas!a_ en los animales tratados con etanol (Tabla V). Dado que los cambios

significa |_ybs‘e'n la actividad de la enzima fueron evidentes en el homogeneizado

. ‘obtenido’ artir.de. la. mucosa gastrica de animales tratados con etanol, pero no

e‘hvla fraccion mitocondrial, cabria pensar que el tratamiento crénico con etanol se
va"s’ cia.a un ‘menor numero de mitocondrias. De ser asi, es posible que las
;nirtécon‘driafs':"‘presentes. hayan aumentado su eficiencia funcional, lo que
b{ermi’tiria explicar los datos de estimulacion metabdlica observados como
consecuencia del tratamiento crénico con etanol.

Por otra parte, el incremento total en la oxidacion de la glucosa en respuesta al
tratamiento con etanol, podria estar asociado a una demanda aumentada de
energia metabdlica por parte de la actividad de la ATPasa gastrica, como la
observada a través de la medicion de la acumulacion de aminopirina (Fig. 9). En
efecto, la inhibicién tanto del metabolismo oxidativo de la glucosa (Tabla 1) como

del QO:> por el omeprazole, sugieren fuertemente la existencia de un estrecho
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acoplamiento entre Ios procesos secretorios y metabollcos en la mucosa gastrica

de ratas el cual persuste y se mcrementa Iuego del tratamiento créonico in vivo con

etanol. (Este, hallazgo"es comun a'lo referido por otros autores en la mucosa

géstrica“de varias* especies’ animales, en condiciones de estimulacién por

secretagogos (15, 26, 39, 81)

" La acumulacion’de ammbpirina resultdé ser un indicador indirecto apropiado
para el estudi la funclon secretoria acida en fragmentos de mucosa gastnca

def ;‘éfas (Fig

' unque los niveles de acumulacién fueron de menor magnxtud :

metabohcos mducldos por el inhibidor de la bomba de protones, omeprazole el :

‘tratamlento co}n etanol indujo un aumento significativo en la acumulacién de

“aminopirina y cambios morfolégicos ultraestructurales compatibles con un estado

: de‘eétimulacnén de la secrecion acida (Fig. 9 y 10). Por lo tanto, el tratamiento

»créniéo:m; wvb,con etanol, también se acomparna de un estado hipersecretorio,

coirli‘cA:!i‘di}erj'lydb,con lo reportado previamente en respuesta a la exposicion aguda a
este égénte (12, 21, 24, 52, 82). También la expresion funcional de la ATPasa de
H"-K* ha sido estimulada por la exposicidon in vitro al etanol, en otro tipo de
preparacion experimental (49).

Continuando con el analisis de los efectos secretorios, la cimetidina no inhibid

la acumulacion de aminopirina en la mucosa gastrica control (Fig. 1) sugiriendo
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que, en la preparaclon utlllzada la secrecion basal de acido no es dependiente de

lna endogena Sin embargo, llama la atencion que la

d»a por el etanol, tampoco fue inhibida por la cimetidina

una estlmulacmn post—receptor. Por otra parte la hlstamma.ng

adicionalmente la actividad secretoria inducida por el etanol.

presente trabajo no se investigd el significado de este hallazgo, e‘s; posxb,le,'q‘ue

esté relacionado con limitaciones en la capacidad secretoria de ‘la mucosa

gastrica (quizas ya maximamente estimulada por el etanol) o con alteraclones en

la capacidad de respuesta del receptor H> a consecuencia de ‘tratamxento ‘con

etanol. Por lo tanto, la presencia de elementos comunes en Ios mecamsmos de

estimulacion por el etanol y la histamina, no puede ser descanada.

En relacién con los efectos metabdlicos del etano! en la muéoSa gést}ic;a,
los antecedentes son controversiales. Se ha descrito que el tratamiento agudo
con etanol produce una disminucion significativa del contenido de ATP (89),
acompafiada por una elevacidn en la relacidon lactato/piruvato (12), efectos
probablemente derivados de la oxidacién del etanol. En otro trabajo, el etanol
disminuyd la oxidacién de la glucosa por la mucosa gastrica, principalmente a
través de la inhibicidn de la via de las pentosas (18). Asimismo, se ha propuesto
que la exposicidon al etanol topico altera la fosforilacidn oxidativa mitocondrial,

efecto que parece estar asociado a alteraciones en el flujo sanguineo de la
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mucosa gastrica (97). Otras perturbaciones mitocondriales se han atribuido

,también,,‘é‘:Ips,,efectos deletéreos del etanol (40, 65). Debido a que los efectos

descritos no-se-detectaron en el presente modelo, pudiera pensarse que los

'mismo's‘estarlari'. relacionados con la administracion aguda del etanol. Porvlo

durante de una lesiéon crénica inducida por el etanol.

Por otra parte; en la mucosa gastrica normal, el papel fisiolégico del Ca®* en la

regulaclon mo y de la secrecion de HCIl y pepsindégeno, ha sido blen

establecxdo 1 87) Sm embargo, tal como se sefald en la introduccién,

su partlclpac nen:e mecamsmo de lesiéon inducido por el etanol, asi como por

escntos en los niveles de Ca?* intracelular. La |nhnb|cnon>:

ncna de Iantano en el medio de incubacién (Tabla Ill), claramente sugieren
que el Ca extracelular participa en la regulacion del metabolismo oxidativo, tanto
en la mucosa gastrica normal, como en la lesionada por el etanol. Asimismo, la
inhibicién adicional inducida por el quelante intracelular BAPTA-AM anadido al
medio de incubacién con EGTA, pudiera indicar que la movilizacion de Ca®*
desde los depdsitos intracelulares también podria estar participando en la
induccién del metabolismo oxidativo por el etanol (Fig. 11). Por otra parte, el

BAPTA-AM también inhibié la acumulacion de aminopirina en la mucosa gastrica
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de ratas tratadas con etanol, efecto que no fue significativo en la mucosa controli,
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sugiriendo que la secrecién de HCI| estimulada por el etanol podria depender, al
menos en parte, de la disponibilidad de Ca2?". Asimismo, el carbacol (secretagogo
cuyos efectos estan mediados por Ca?"), no fue capaz de provocar una
estimulacion adicional ni de la oxidacion de la glucosa ni de la acumulaciéon de
aminopirina en la mucosa gastrica de animales tratados con etanol, pero este
agente si estimuld ambos parametros en los animales control (Figs. 8y 11) lo cual
indica que, probablemente, el etanol y el carbacol tienen un elemento.comun en
su mecanismo de estimulacion de la célula oxintica, el ‘cual podria estar
representado por el Ca®'. En apoyo a esta hipétesis, el lantano fue un mé‘s
potente inhibidor del metabolismo oxidativo en la mucosa gastrica con lesion por
etanol, que en la mucosa gastrica control (Tabla Il1), 1o cual avala la propuesta de
que una fraccién significativa de la oxidacidn de glucosa depende de Ila
movilizacién dé Ca?*, especialmente desde el medio extracelular, siendo mayor
esta dependencia en la mucosa gastrica de ratas con lesién inducida por etanol.
Resultados similares se han reportado en células oxinticas de cobayos tratados
con etanol in vitro, donde el carbacol tampoco fue capaz de estimular la secrecion
acida, hallazgo que fue atribuido, al menos en parte, a los altos niveles de Ca2?*
intracelular presentes, con la subsiguiente activacién de la proteina cinasa C (67).
Los resultados anteriores sugieren fuertemente que las alteraciones inducidas por
el tratamiento cronico de la mucosa gastrica con etanol, pudieran estar asociadas

a disturbios en la homeostasis del Ca?* caracterizados por niveles aumentados de

Ca?* intracelular.
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En apoyo a lo anterior, se pueden Senalar los siguientes hallazgos
observados en la mucosa gastrica de animales tratados con etanol: 1) tanto en
las fracciones citosélica como mitocondrial, el contenido de Ca®* total esta
aumentado significativamente (Tabla V), y 2) los fragmentos de mucosa gastrica
incorporaron mas activamente el Ca?* externo (Fig. 12-A). Teniendo en cuenta
que este catidén actua como regulador directo de la actividad de algunas enzimas
mitocondriales en la mucosa gastrica del conejo, ejerciendo asi su influencia
sobre el metabolismo mitocondrial de los carbohidratos y sus intermediarios (34),

tal posibilidad no debe ser descartada en el presente modelo de gastrms |nducnda

por etanol. En efecto, los nlveles de Ca mltocondrlal total aqu reportados a

consecuencia de la exposicién crénica al etanol, se encuentran en el rango_

propuesto en el cual es posible regular la actividad de las deshldrogenasas

mitocondriales en otros tejidos (61). De ser asi, la elevacion del Caz*‘tdtal
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 podria contribuir a explicar el aumento en el metabolismo
oxidativo de la glucosa dependiente de las vias glucolitica — ciclo de Krebs,
observado en las determinaciones metabdlicas utilizando los isétopos U-'*C y 6-
“C de la glucosa (Tabla ).

La disminucion en la actividad de la succinato deshidrogenasa en la
mucosa gastrica, ha sido utilizada como indicador de lesidn mitocondrial (63). No
obstante, en el presente modelo de gastritis cronica inducida por etanol, la
actividad de esta enzima resultd significativamente estimulada. La succinato

deshidrogenasa no es una tipica deshidrogenasa Ca®'-sensible, como lo son la
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piruvato deshidrogenasa y la a-cetoglutarato deshidrogenasa en numerosos
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tejidos. No obstante, en musculo estriado de anfibios y en hepatocitos de ratas,
algunos autores han reportado la estimulacion de esta enzima por Ca®* (88, 104,
75). En esta dltima preparacién, se ha descrito un fenémeno de retroalimentacién
negativa entre la estimulacion de la oxidacién del sucéin'a't'o, por el Ca?*"
mitocondrial y la subsiguiente inhibicion del transp_oi'tfeﬁ de .fCazf mitocondrial
inducida por el succinato, como un mecanismo de,.a‘d:aétacié'riten vcphdiciones
patoldgicas (75). Por tal razén. no se descarta la pbsibilidgd de QQe e"lvatumento en
la actividad de la enzirr.!a'en respuesta. a la expoéiéibﬁ 'érénica al étanol, ésté’
relacionada con la concentracién mitocondrial de Ca?*. Otra posibilidad es que, a
causa de las perturbaciones cronicas inducidas por el etanol, la expresiéon
genéticé de la succinato deshidrogenasa, haya resultado aumentada. En todo
caso, tales posibilidades requeririan investigacion adicional.

Tal como fue sefialado en los antecedentes de este trabajo, existe controversia
en torno a la participacién del Ca®" en la patogénesis de las lesiones gastricas
inducidas in vitro e in vivo por la exposicidon aguda al etancl. En apoyo a los
hallazgos presentados aqui, se pueden mencionar los siguientes resultados: el
tratamiento con etanol aumentd las concentraciones de Ca?* intracelular, en
cultivos de células epiteliales gastricas superficiales, conduciendo a la lesién de
las mismas, efecto que fue explicado por la extrusién inicial de Ca?* desde el
reticulo endoplasmatico y, secundariamente, por la apertura de canales de Ca?*
sensibles a lantano en la membrana plasmatica, mientras que los antagonistas de
los canales de Ca®" verapamil y diltiazem, no modificaron este efecto (60). En otro

modelo de tratamiento con etanol in vitro, el Ca2?* extracelular exacerbo el dafio
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inducido por este agente en muestras de mucosa gastrica (4) y los antagonistas

de los canales de Ca?' resultaron protectores contra los efectos deletéreos del
etanol (60, 27, 70). En contraste, se ha reportado que el Ca?®* podria disminuir la
extensién de las lesiones inducidas por etanol (90). A pesar de que la naturaleza
de la discrepancia es aun desconocida, esta pudiera estar relacionada, al meﬁos
en parte, con los diferentes modelos experimentales utilizados (in vitro vs' I;I‘I-iV;VO);

la concentracién de etanol y/o Ca®* empleadas, entre otros factores.

Por lo que respecta al presente trabajo, se ha evidenciado que Ibé nlveles ée
Ca?" intracelular podrian mediar los efectos metabdlicos y secretorio'sﬂlndyj.ncidbéé
en la mucosa gastrica por la administracion cronica de etanol in vivo (Fig. 13) El
tratamiento crénico con este agente parece inducir el ingreso de Ca?* d‘esde el
medio extracelular, como lo sugiere la captacién aumentada de SCca?t. El
mecanismo responsable de este fenomeno involucraria probablemente la
apertura de canales de Ca®" en la membrana plasmatica, hipotesis avalada por la
inhibicidn del consumo de O y de la oxidacién de glucosa mediante la incubacion
de la mucosa gastrica con LaCls. La naturaleza de estos canales no fue
investigada en el presente trabajo pero, en una investigacion realizada por
Kokoska et al. en cultivos de células superficiales de la mucosa gastrica tratadas
agudamente con etanol, se sugiere que la entrada de Ca?' desde el medio
extracelular depende de canales no dependientes de voltaje, activados por la
deplecién de los depédsitos intracelulares de Ca2* (entrada capacitativa de Ca?®")
(50). Por otra parte, las perturbaciones inducidas por el etanol en la entrada de
Ca’®" a las células, podrian ser consecuencia de cambios estructurales y

funcionales en los canales de Ca?', a consecuencia de alteraciones en la
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membrana plasmatica, inducidas por el tratamiento créonico con etanol, las cuales

han sndo descntas prevuamente en el presente modelo experimental (36) Tal

en. la'mucosa gastnca tratada cromcamente con etanol podna se

estim'uladé'en el presente modelo experimental, es posible’ q'ué»el'trat'a

crénico. con etanol pueda mediar, adicionalmente, los cambios metabdlicos

necesarios para sustentar mecanismos de adaptacidon o proteccidon (por ejemplo;
aquellos necesarios para la restitucion del glutation oxidado), o : ;cambids
preparativos que conduzcan a la respuesta proliferativa celular, que ocurre _‘Iuego

del retiro del etanol en este modelo experimental (37).
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Fig. 13 Esquema que integra algunos efectos de la expesicion cromica in vivo de la
mucosa gastrica al etanol. Los enunciados encerrados en rectangulos representan los
principales efectos metabdlicos, secretorios y en la homeostasis del calcio, inducidos por el
etanol. La informacion fuera de los rectangulos se refiere a los hallazgos experimentales
que sustentan la existencia de tales efectos.
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CONCLUSIONE

En el modelo descrito de gastritis subcronica inducida por la administracion de
etanol in vivo, se detectaron alteraciones caracterizadas por:
a) Estimulacion del metabolismo oxidativo de la glucosa, con participaciéon de

todas Ias rutas catabodlicas disponibles para este sustrato. }ac}:ompaﬁada por

md:cadores de metabolismo aerdbico activo, que involucra. la fi n rmtocondnal

con caracterlstlcas como las descntas en,,las celulas oxinticas

estlmu das por Ios secretagogos gastricos.

c) Alteraciones en la homeostasis del Ca®* caracterlzadas por un aumento del :

conténido de Caz’ total en las fracciones citosdélica y mltocond ;al

generado

prlncxpalmente por el ingreso de Ca?* desde el medio extracelular P obablemente

a traves de canales de Ca?" no dependientes de voltaje.:

d) Los camblos metabollcos y secretorios inducidos por el etanol; mantienen

un patron de estrecho acoplamlento entre si, que ha sido observado también eih la

mucosa éstrica normal en varias especies animales y en el hombr

e) ?_'EI Caz" lntracelular parece desempefar un significativo papel como

mediador de las alteramones secretorias y metabdlicas observadas.

Todo lo anterior permite concluir que el tratamiento cronico de la mucosa

gastrica de ratas in vivo con etanol, da lugar a la estimulacion del metabolismo

oxidativo de la glucosa y de la secrecion de HCI, efectos que parecen estar

mediados, al menos en parte, por un aumento en la concentracién de Ca®*
intracelular a expensas del ingreso de Ca®* desde el medio extracelular. El papel

del Ca?* como mediador de los efectos metabdlicos observados, podria ser
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explicado mediante dos mecanismos no excluyentes: a) la estimulacion indirecta
del metabolismo oxidativo, a través de la disminucion en la relacion ATF?/AWDVF],,
derivada de la estimulaciéon de la secrecién de HCL por el Ca?* |ntracelu|ar y. -b) .

la estimulacion directa del metabolismo oxidativo a traves de la regulacnon posmva‘

de algunas deshidrogenasas Ca sensnbles por el Ca?* mltocondnal
Finalmente, los cambios e interacclones descritos en el pres e 'tr'ab'a'o,' son

reportados por prlmera ve en. un modelo de Ies:on cromc'

admmnstracnon inwvi de etanol en Ia mucosa gastrlca de ratas Juna vez retlrado

el etanol..” -
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El presente trabajo ofrece una visién integrada de los cambios metabdlicos,

secretonqs y en Iar homeostasns del Ca?", que acompanan a la lesion de Ia'

mucosa géys,t' a induc da por la administracion cronica de etanol in vivo.

'Numerosos:aspectos’ ain no estudiados en este modelo experimental, han

salido :é'relu renel présente trabajo y podrian ser objeto de investigacion futura.

|al interés seria el estudio de los mecanismos de adaptacidon que
'permxten a Ia mucosa gastrica disponer de una funcion metabdlica mitocondrial @
a pesar de las perturbaciones inducidas por el etanol. EI estado

funcﬁional':de' las deshidrogenasas Ca?* - sensibles, el esclarecimiento deila’’

re|acnon concreta que existe entre el tratamiento créonico con etanol, la activacion

,de la ‘succxnato deshldrogenasa y la- dlnamlca del Ca mltocondnal 'éonstituyén

aspectos que merecen mvestlgaclon futura

acthldad de esta ruta metabollca han sido controversiales en la mucosa gastrica,

Y. dada a lmportancna de sus intermediarios y productos metabdlicos, para el

sustento de mecanlsmos de defensa, adaptacidén y recuperacién ante la lesion.

Asnmlsnio, el presente trabajo ofrece perspectivas a investigar en el futuro, en

- torno. a’los: cambios inducidos por el etanol en la homeostasis del Ca?". La
existencia de un mecanismo de entrada de Ca?' a las células, sensible al
tratamiento crénico con etanol, ha sido sugerida a partir de los resultados

obtenidos. La caracterizacion de tal mecanismo, asi como de sus elementos
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'de . exposicion, entre otros), podria contribuir al’

Iuego estos resultados no pue en ser cnento por ciento extrapolados al hombre
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Enhanced Intracellular Calcium Promotes
Metabolic and Secretory Disturbances in Rat
Gastric Mucosa during Ethanol-Induced Gastritis

ILEANA HERNANDEZ-RINCON,

D’L\RISI:LA OL GUIN MARTINEZ,

AND RoLANDO HERNANDEZ-MuRoz!

Departamento de Biologia Celular, Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Auténoma
de México, 04510, D.F., Mexico

Changes in the Ca?* homeostasis have been implicated in cell
injury and death. However, Ca?> participation Iin ethanol-
induced chronilc gastric mucosal injury has not been eluci-
dated. We have developed a model of ethanol-induced chronic
gastric injury in rats, characterized by marked alterations in
plasma membranes from gastric mucosa and a compensatory
cell proliferation, which follows ethanol withdrawal. Therefore,
the present study explored the possible role of intracellular
Ca?* in the oxidative me(abollsm and in acid secretion in this
experimental del " was greatly enhanced
in the injured mucosa. as evaluated by CO; production by iso-
lated mucosal preparations incubated with '“C-radiolabeled
glucose In ditferent carbons. Oxygen consumption and acid
secretion (aminopyrine accumulation) were also stimulated. A
predominating secretory status was morphologically identitied
by electron microscopy In oxyntic cells of gastric mucosa from
ethanol-treated rats. A coupling between secretory and meta-
bolic etfects induced by ethanol (demonstrated by an inhibitory
etfect of omeprazole in both parameters) was found. These
ethanol-induced effects were also inhibited by addition of Ca?*
chetators to Isolated gastric mucosa samples. Lanthanum, a
Ca?* channe! blocker, Inhibited ethanol-promoted increase of
oxidative metabolism. In addition, a stimulated Ca?* uptake by
mucosal minces and increased in vivo Ca?" levels In cytosolic
and mitochondrial fractions, were also noticed. Enhanced glu-
cose and oxygen consumptions were associated with higher
ATP and NADP+ availability, whereas cytosolic NAD/NADH ratio
[¢ d by my 1 leveils of and pyruvate) was not
significantly modified by the chronic ethano! administration. in
conclusion, changes in Ca®** homeostasis, probably mainly due
to Increased extracellular Ca?* uptake, could mediate secretory
and metabolic alterations found in the gastric mucosa from rats
chronically treated with ethanol. Exp Biol Med 228:315-324, 2003
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e have developed a model in which prolonged
s’\) ethanol administration elicits a histological pro-
file of chronic gastric injury that is characterized
by evident biochemical disturbances on plasma membrane
functions. Such alterations include lower membrane fluid-
ity. diminished activities of some membrane-associated en-
zymes, and decreased density of Hay-histaminergic receptors
in isolated plasma membranes from gastric mucosa of rats
chronically treated with ethanol (1, 2). In addition, lipid
peroxidation has been implicated in both the already-
mentioned alterations in plasma membranes, as well as in
the in the compensatory mucosal proliferation triggered af-
ter ethanol withdrawal (2). Nonetheless, we have not fully
clarified the underlying mechanisms involved in the etha-
nol-induced chronic damage in the rat gastric mucosa.

Ethanol has been considered to induce a number of
changes in the gastric mucosa that seem to explain, at least
in part, the mechanism of action of this agent. They include
reduced gastric blood flow (3), disruption of the so-called
gastric mucosal barrier (4. 5), accompanied by bicarbonate
leakage (6). as well as metabolic alierations deeply linked 10
the acid secretory activity in the damaged gastric mucosa
(7-10).

Gastric acid hypersecretion is an aggressive factor in-
volved in the pathogenesis of some gastric and duodenal
disorders (11), and acid secretion has been proven to be
dependent on mucosal oxidative metabolism, which pro-
vides ATP for driving H"-K*-ATPase activity (12—14). In
addition, Ca** 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 some 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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ergic activation of carbohydrate oxidation by rabbit guslnc
glands (20). Then, because intracellular levels of Ca®* seem
to be implicated in the preservation of gastric mucosal’in-
tegrity (21), disturbances of Ca?* homecostasis have been
claimed to be a mechanism underlying gastric injury in-
duced by several agents (22, 23).

Increased Ca®* levels have been also involved in etha-
nol-induced acute gastric mucosal injury (24-26); however.
the relationship between Ca?* and ethanol-induced gastric
damage has not been well established. Hence, the connec-
tion among ethanol-induced changes on gastric acid secre-
tion, oxidative metabolism and intracellular Ca®** mobiliza-
tion is unknown.

Therefore, the present study was aimed to evaluate
whether alterations on acid secretion and oxidative metabo-
lism are involved in the pathogenesis of ethanol-induced
chronic injury in rat gastric mucosa. Moreover, the possible
role of intracellular changes on Ca?* homeostasis was also
assessed as a major factor inducing gastric mucosal damage.

Materials and Methods

Chemicals. D—[U-NC] Glucose (sp. act. 260 mCi/
mmol), D-[1-'*C] Glucose (sp. act. 260 mCi/mmol), glu-
cose (sp. act. 55 mCi/mmol), and D-{6-*C] glucose (sp. act.
56 mCi/mmol) were purchased from Amersham Co. (Ar-
lington Heights. IL). Aminopyrine [dimethylamine-'*C}
(sp. act. 100 mCi/mmol). [U-'*C] sucrose (sp. act. 600 mCi/
mmol), and **Ca®* were obtained from New England
Nuclear Life Science Products, Inc. (Boston, MA). BAPTA -
AM was obtained from Molecuiar Probes (Eugene, OR) andt
omeprazole (Losec®) from Astra Chemicals, S.A
(Mexico). Enzymes, coenzymes. EGTA and other reagents
were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO».

Animal Model. The model of ethanol-induced sub-
chronic gastric mucosal damage in male Wistar rats (230—
270 g of body weight). has been reported in detail (1:.
Briefly, overnight fasted animals with free access 1o water
received 1 ml of saline solution (control group). or 1 ml of
50% ethanol (gastritis group) by intragastric gavage. foi-
lowed by free access to water (controls) or 5% ethanol in
water (gastritis group). The weatment was continued for 3
days, and at the fifth day ethanol was withdrawn. After an
overnight fast. animals were killed 2 to 3 hr after ethanol
withdrawal under general anesthesia with sodium pentobar-
bital (40 mg/kg body weight). All procedures were con-
ducted in accordance to our Institutional Guide for Animal
Experimenration (National University of Mexico).

Isolation 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/1): 10 TES, 133
NaCl, 5 KCl, I MgS0O,. 1 CaCl,, 1 Na,HPO,, and 10 glu-
cose, unless any change was indicated.

Glucose Oxidation. The rate of glucose oxidation
through pentose phosphate and glycolytic acid citric cycle
pathways, were estimated comparatively by measuring the
production of 'CQ,; from [1-'*C], [6-'%C], or [U-"*C] glu-
coses as previously described, with minor changes (27):
TES buffer-suspended minces of gastric mucosa were incu-
bated in the presence of 0.4 to 0.8 iCi of '*C-radiolabeled
glucose in a final volume of 2 ml at 37°C, during 90 min.
Thereafter, the '*CO, was trapped in 0.2 ml of 100 mmol1
hyamine, placed in a central wall of the flask. Then, hy-
amine was transferred to a vial containing scintillation lig-
uid and counted. Appropriate controls were run simulta-
neously. All the experiments were performed in duplicaté
and the rate of glucose oxidation is expressed as nmol pg’r
hour per milligram of protein.

Aminopyrine Accumulation. Accumulated ammo-
pyrine in minces of gastric mucosa was measured as pre
ously described by Chacin ez al. (12), with minor modi
cations. Minces of gastric mucosa (6—8 mg dry weight) we
gassed (95% O,-5% CO.) during 2 min and incubated ffcY =2

37°C durmg 1 hr in TES solution comammg 0.1 nCi/ F

weighed, and dried overnight at 80°C. The dried pellets
were weighed, solubilized in 1 m! of IN NaOH during 24
hr, neutralized and added to scintillation liquid, and counted
for radioactivity. Intraglandular water content was deter-
mined in minces of gastric mucosa from both controls and
ethanol-treated animals using ['*Cl-sucrose as a marker for
the extraglandular space. as previously described (12). Wet
and dry weights were determined to calculate total water,
and the extraglandular space was calculated from ['*C]-
sucrose content of the tissue. The ratio of aminopyrine in
intraglandular/extraglandular water was calculated and
taken as an indicator of an intraglandular region relatively
low pH (12). When BAPTA-AM was used, all the flasks
were pre-incubated during 15 min in the absence of amino-
pyrine before allowing the incorporation of this reagent to
the cell.

Ca?* Uptake and Effilux by Isolated Gastric Mu-
cosa. *3Ca®* uptake was performed as described previ-
ously (18), with some changes. Minces of gastric mucosa
were incubated in the TES solution containing 0.2 pwCi/ml
45CaCl, for different periods at 37°C. After incubation, the
flasks content was immediately transferred to tubes contain-
ing 1 mmol/1 LaCl, (in the absence of Ca®*) and centrifuged
again. The pellet was resuspended in TES solution contain-
ing 1 mmol/l1 EGTA 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 “*Ca®* per milligram protein on the basis
of specific activity determinations. *3Ca®* efflux was also
measured (18). Weighed slices of rat gastric mucosa were
rinsed in TES solution (without Ca®*) and incubated in thé
presence of. 1.8 mM CaCl, containing 0.2.Ci/ml “3CaCl,.
After incubating at 37°C for 2 hr, the tissue was gently
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blotied on filter paper and transferred to the flasks
ing 2 mi of Ca®"-frce TES solution. Mucosal sli
subsequently transferred to other flasks in series at different
intervals to complete 90 min. Incubation was carried out at
37°C with shaking and oxygenation (95% O,-5% CO,).
After washing. mucosa was digested, neutralized. and
counted as described above. Each individual wash solution
was dried at 80°C for 2 hr and the dried powder (dissolved
in water) was counted for radioactivity. The total tissue
radioactivity at the end of experiment was the sum of the
total counts in each wash plus the digested tissue. Results
are expressed as a percentage of total 35Ca** incorporated.

Morphological Analysis by Electron Micros-
copy. Samples of gastric mucosa, isolated as described
before, were fixed in a buffered solution contajning 2.5%
glutaraldehyde (pH 7.4). The tissues were then processed
and analyzed according to Berglindh er al. (28). In a sample
of 50 parietal cells, the nonsecreting and secreting cells
were identified in accordance to their morphological char-
acteristics as previously defined (28). The percentage of
cellular area occupied by the intracellular canaliculus or
lacunar structures was also determined and compared in
both nonsecreting and stimulated parietal cells.

Quantification ot Ca®* in Subcellular Frac-
tions. Gastric mucosa from controls and ethanol-treated
animals were totally excised and homogenized in a buffer
containing 0.25 moV/l sucrose and 10 mmol/l HEPES/KOH
(pH 7.4). Subcellular fractions were obtained according to
protocols described elsewhere (1. 2. 29). For total Ca®*
measurement, both mitochondrial and cytosolic fractions
were deproteinized by adding HCIO, (6-7% w/v final con-
centration) and centrituged in the presence of 1% LaCl, and
kept frozen until use. Ca®* content from the deproteinized
fractions was measured by atomic absorption flame pho-
tometry according to Diaz-Muiioz er al. (30).

Oxygen Consumption by Gastric Mucosa
Minces. Minces of gastric mucosa (6-8 mg dry weight)
contained in a 3 ml volume of TES solution were incubated
at 25°C in the presence of 10 mmol/l glucose as substrate.
The mixture was placed in a chamber equipped with a
Clark-type oxygen electrode (Yellow Spring Instruments).
and respiration was recorded polarographically for 10-15
min. Experiments with lanthanum were performed incubat-

TESIS CU3
J{ ‘[\ i@gifuﬁrﬁlﬁ@%&;aiminces in the presence of 1 mmol/l

F T,

r-Boforethepdlarographic register. Oxygen uptake is
expressed a nAtO,/min/mg of tissue protein.

Analytical Procedures. Cytosolic activity of glu-
cose 6-phosphate dehydrogenase (EC 1.1.1.49) was deter-
mined according to the method of L&rh and Waller (31).
Succinate dehydrogenase (EC 1.2.1.16) was measured in
the mitochondrial fraction, by the technique reported by
King (32). In both, whole homogenate of gastric mucosa
and isolated mitochondria, the activity of cytochrome oxi-
dase (EC 1.9.3.1) was quantified according the method of
Rafael (33). In neutralized acid extracts obtained from gas-
tric mucosa, levels of ATP, ADP, lactate, and pyruvate were
determined by the methods described elsewhere (34). The
free pool of NADP* was also spectrophotometrically deter-
mined in these extracts, coupled to the reaction of the malic
enzyme, as a modification of the technique described by
Wise and Ball (35).

Calculations and Statistics. Mitochondrial recov-
ery and the amount of protein per gram of gastric mucosa
were calculated using the activity of cytochrome oxidase, as
a marker enzyme, as previously described (36). All results
are expressed as mean = SE. The significance of the differ-
ences among groups was assessed by two-way ANOVA
and, in the case of significance by ad ftoc Newman-Keul's
test.

Results

Changes in Mucosal Glucose Oxidation In-
duced by Chronic Treatment with Ethanol. Fulfill-
ment of the metabolic requirements of the acid-secreting
parietal cell under physiological circumstances requires a
combination of substrates, but glucose seems to be the most
effective in rats (13). Total glucose oxidation by isolated
gastric mucosal minces, as assessed by '"CO, production
from U-'*C-glucose. showed an apparent K, of 1.3 = 0.3
mM for glucose, as well as an apparent V. of 11.1 = 0.5
nmol of oxidized glucose-h™''mg~! of protein. in control
gastric mucosa. From these data, we used 10 mmol/l glu-
cose as fixed substrate concentration for further incubations
of gastric mucosal samples in the presence of radiolabeled
glucose in different carbons (Table I). In animals subjected
to chronic mucosal injury, glucose oxidation was doubled as

Table ). Oxidation of [1-'%C]-, [6-“C]-, and [U-'*C]-Glucose by the Gastric Mucosa from Ethanol-Treated Rats

Glucose isotope oxidation

Treatment (nmols-h~'-mg tissue protein~?)

[1-'*C] n {6-'*C) n [U-"4C] n
Control 8.9<x1.2 16 6.2x0.7 8 8.9 = 0.6 11
Ethanol (gastritis) 20.6 £ 2.0" 13 12.9 = 1.77 8 18.8 = 2.1° 9.
Control + omeprazole — — 7.3 % 0.3°, .4
Ethanol + omeprazole — — 12.0 + 0.6° 4’

Minces of gastric mucosa isolated from controls and ethanol-treated rats were-incubated with 10 mmol/l glucose containing 0.4 to 0.8 uCi of
1“C-radiolabeled glucose in different carbons. The incubation was performed at 37°C for 90 min. Controls corresponded to rats treated with
saline. Results are expressed as mean = SE of n individual preparations. Statistics: P < 0.05 vs controls; ®P < 0.05 vs the ethanol group

(gastritis). .
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compared with controls. The increased oxidation of the dif-
ferent glucose radioisotopes was of a similar magnitude in
gastric samples from animals undergoing gastritis, suggest-
ing that the enhanced capacity of chronically injured gastric
mucosa for metabolizing glucose was not associated to
changes in the relative contribution of each metabolic path-
way (i.e., glycolysis, citric acid cycle or pentose phosphate
shunt; Table [) Based on data taken from Table . the pro-
duction of '*CO; as a function of the ratio 1-'2C/6-'C of
glucose was of 1.6, indicating that rut gastric mucosa truly
possesses an active pentose phosphate pathway activity for
glucose oxidation, which agrees with metabolic consider-
ations previously reported (27). The presence of an active
pentose phosphate shunt in the rat gasiric mucosa was ad-
ditionally corroborated by measuring of glucose-6-
phosphate dehydrogenase activity in cytosolic fractions of
gastric mucosa: 333.0 = 66.8 (cthanol group) vs 336.4 =
47.6 nmol NADPH/min/mg of protein (control group). To
evaluate the proportion of glucose oxidation directly linked
to the acid secretory activity of the gastric mucosa, the
H*-K*-ATPase inhibitor, omeprazole, was added in vitro to
the incubation medium. As shown in Table I, omeprazole
inhibited glucose consumption in both, mucosal samples
from contro! and animals subjected to gastritis. However,
the percentage of inhibition of glucose oxidation induced by
omeprazole was of higher magnitude in mucosal samples of
rats treated chronically with ethanol (36 = 4 vs 18 = 3% in
controls; P < 0.01). These data suggest that a significant
fraction of glucose oxidative metabolism is coupled to the
activity of the H*-K*-ATPase.

Effect of Chronic Ethanol Treatment on the Se-
cretory Acid Status in Gastric Mucosa. The accumu-
lation of '*C-aminopyrine was evaluated in mucosal
samples obtained from our experimental groups. as a pa-
rameter indicative of the acid secretory function of the pa-
rietal cells. Basal aminopyrine accumulation (nonstimulated
by secretagogues) was almost doubled in preparations ob-
tained from ethanol-treated rats when compared to controls
(Fig. 1). In control mucosal samples, either histamine or
carbachol (gastric secretagogue which acts via Ca®*) were
able to stimulate acid secretion: however, both secreta-
gogues failed to elicit an additional stimulation of acid se-
cretion in rats subjected to gastritis (Fig. 1). The histamin-
ergic H,y-receptor antagonist, cimetidine. had no effect in
the basal aminopyrine accumulation in either, control or
injured mucosal preparations. The BAPTA-AM, a chelator
of intracellular Ca®", did lower the stimulated acid secretion
recorded in mucosal samples from ethanol-treated rats
(Fig. 1).

The results obtained from in virro measurements of the
acid secretory activity in gastric mucosa samples might be
correlated with the morphologic changes of the parietal
cells, induced in vivo by chronic ethanol 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 ethanot treatment on the aminopy-
ring accumuiation (aminopyrine ratio). Minces of gastric mucosa
from both controls and ethanol-treated rats were incubated in pres-
ence or in absence of histamine (107" M), carbachol (10~ M), cimet-
idine (1072 M), or BAPTA-AM (50 uM). The BAPTA-AM vehicle
(DMSQ) was added to controt Htasks (20 pl). For calculations, a mean
value of 2.4 = 0.4 (controls) and 2.6 = 0.4 yl/mg dry wt (ethanol) was
found for the intraglandular water. Values are means = SE of 4-8
experiments. Control value: 0.92 = 0.11 (100%). Statistics: (a) P <
0.05 vs control group (saline). (b) P < 0.05 vs ethanol group.

intracytoplasmic membranes termed the vesicle tubular sys-
tem (Fig. 2A). This morphological pattern represented the
69 x 5% of the total population of oxyntic cells in control
samples. When parietal cells were examined in mucosal
samples from animals undergoing gastritis, it was observed
that the vesicle tubules decreased in number and increased
in volume, taking a vacuolar shape, whereas microvillus
appeared on their secretory surtace. Therefore. the apparent
loss in surface area of the vesicletubular system seems to be
compensated for by newly created microvillus (Fig. 2B).
The last findings has been described before as a result of
stimulating normal parietal cells with secretagogues (28):
therefore, the increased number of vacuoles can be consid-
ered as expanded acid secretory canaliculus, which were
present in the 50 = 5% of parietal cells from ethanol-treated
rats (Fig. 2B). Moreover, when comparing the percentage of
cell surface occupied by the secretory canaliculus in oxyntic
cells from both experimental groups, differences were quite
evident. Few vacuoles were recorded in nonsecreting cells
(i.e., controls animals) accounting for by 3.1 = 0.2% of the
total area. However, in stimulated oxyntic cells 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 Ca?* in Ethanol-induced Metabolic and
Secretory Changes. Both the inhibitory effect of
BAPTA-AM and the absence of carbachol stimulation on

CHANGES OF CALCIUM IN ALCOHOLIC GASTRITIS

e




oWy

A2

Figure 2. E 2ctron microgaraphs of panetal cells. The pictures are representative of at least three stomachs per group. (A) control animal. {B)
Ethrarci-rested animal. Pieces of gastric mucosa freshty 1solated were immmediately placed in a cooled solutton of 2.5°, glutaraldehyde in 100
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the aminopyrine accumulation were detected in the gastric
mucosa from ethanol-treated rats 1y, Such eftects led
us to examine the possible role ot C
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ble ot modityir
meostasis were used inoviero, Using EGY
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1stric miti-
cell Ca”™* ho-
A to sequester
. glucose oxidation was reduced as com-
pared with the basal glucose utilization by preparations
from control animals. Addition ot BAPTA-AM to the incu-
bation medium with EGTA, elicited an even stronger in-
hibitory effect on glucose oxidation (Fig. 3). In rats sub-
Tfected to gastritis, EGTA significantly reduced the ethanol-
induced ~timuliation of mucosal glucose oxidation, while the
incubation in presence of both Ca®* chelators,
ubolished the chronic eftect of ethanol (Fig.

carinic

nts Ccay

completely

The mus-
ronist carbachol, stimulated the glucose oxidation
in control animals, but this agent did not modity the glucose
catabolism in the ethanol-treated rats (Figo 3). NMucosal glu-
vase onidation in the preseace of 1T mmol/l LaCl, was in-
hibited in o similar extent, cither in \unplg\ Uh[.nngd trom
control or from animals subjected to (Table 1.
These data strengthen the dependence of gastric mucosa
oxidation of glucose and the extracellular calcium. indeed
supporting to that found in the experiments using EGTA
(Fig. 3.
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To get a better understanding of the putative
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effect of
chronic ethanol on Ca=" dynamics. uptake and eftlux of

oH 7.4, and processed for transrmission electron microscopy. vi, vesicletubular system; ic, Intracellular canaliculus

PTCa were determined in mucosal samples of our experi-
mental groups (Fig. <. NMucosal Ca®* uptake was progres-
sively inereased and saturated w30 min of incubation. De-
spite a quite stimilar protile of Ca”* uptake was tound in
gastric mucosa isolated from both control and rats under-
woing gastritis, it was clear that injured gastric mucosa in-
corporated more radioactive Ca™ than the normal one (Fig.

T release was similar in mucosal

4A). On the contrary, Ca~
samples obtained from both experimental conditions (Fig.
41). These results are in agreement with those obtained by
measuring total Ca~" in subcellular fractions (Table 111). In
both subceltular fractions, cyvtosol and mitochondria, there
was an enhanced Ca’* accumulation in mucosal samples
from cthanol-treated rats Clable D,

Oxygen Consumption and Production of ATP
and Lactate in Gastric Mucosa from Control and
Ethanol-Treated Animals. Despite that calculated
amount of mitochondrial protein per gram of gastric mucosa
(36) was lower in animals undergoing gastritis (32.4 vs 445
mg of mitochondrial protein/g of mucosa, in controls: P <
0.01), samples of damaged mucosa had high oxygen con-
sumption (Table I1). This could be explained by increased
activities of mitochondrial enzymes, such as that of succi-
nate dehydrogenase. which was enhanced in animals sub-
jected to gastritis (11.1 = 0.8, against 7.4 = 1.0 nmol-min~!
-mg~' of mitochondrial protein. in controls; £ < 0.02). In-
terestingly. oxygen uptake by gastric mucosal slices was
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Figure 3. Effects of carbachol and Ca®* quetators on the rate of
glucose oxidation. Minces of gastric mucosa from controls and etha-
nol-treated animails, were incubated with 10 mM glucose plus 0.4 pCi
[U-**C}-glucose, in absence or presence of carbachol 107 M, EGTA
1 mM, or EGTA + BAPTA-AM 50 pM. CaCl, was omitted trom TES
solution in experiments with EGTA or EGTA + BAPTA-AM. Controt
value: 10.4 x 1.8 nmol of glucose oxidized-h~'-mg~' of protein. Re.
sults are mean = SE of 4-10 experiments. Statistics: (a) P < 0.05 vs
controts (salina): (b) P < 0.05 vs EGTA; (c) P < 0.05 vs ethanol-
treated animals; (d) P < 0.05 vs EGTA in ethanol-treated animais.

largely modified by addition of lanthanum or omeprazole.
Pre-incubation with I mmol/l LaCl, inhibited oxygen con-
sumption by control mucosa samples (up to 55%): the in-
hibiting effect of lanthanum in the stimulated oxygen uptake
by slices of dumaged gastric mucosa was even bigger (72%:;
Table II). Coinciding with its effect on glucose oxidation by
mucosal preparations (Table 1), addition of omeprazole led
to an inhibition of 39.5% and of 51.3% in the rate of gastric
mucosal oxygen consumption by control and ethanol-
treated rats. respectively.

Although animals treated chronically with ethanol
showed lower mitochondrial content in the gastric mucosa,

these preparations produced more ATP than comrols alter
incubation with glucose (Table V). Because gustric muco-
sal ADP content was not significantly modified in either,
control and ethanol-treated animals, total adenine nucleo-
tides were augmented in gastric mucosa at the onset of
gastritis. Despite increased oxidation of glucose was noted
in mucosal samples of animals with gastritis, no significant
changes were found in the level of lactate and on the lactate/
pyruvate ratio (Table V). Because 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 dehydrogenase. the content of NADP* was
measured. As expected, mucosal samples from rats under-
going gastritis showed a significant higher NADP" level
than in controls (Table 1V); therefore. enhanced activity of
pentose phosphate shunt in the damaged mucosa could be
caused by, at least in part, to the increased mucosal 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 role of Ca?* homeostasis as a mediator of
those changes was also investigated. Our data strongly sug-
gest that chronic gastric mucosal injury én vive occurs with
changes in Ca" mobilization. disturbing its homeostasis.
These events exert a profound influence in the oxidative
catabolism of carbohydrates and the energy supply for the
stimulated acid secretion by parietal cells after mucosal in-
jury induced by chronic ethanol treatment.

Glucose has been considered as the main oxidative sub-
strate for rat gastric mucosa. in function of its efficiency in
supporting the acid secretory activity (13, 27). In the present
study. kinetics of glucose by gastric mucosa trom control
animals were very similar to those reported in other species
(14, 18). Total glucose oxidation corresponding to the dif-
ferent glucose oxidative pathways (glycolysis, pentose
phosphate shunt, citric acid cycle). was significantly stimu-
lated in gastric mucosa from animals subjected to gastritis
(Table 1). It should be noted that present experiments were
conducted in the absence of ethanol because ethanol and its

Table Il. Effects of 1 mM LaCl; on the Rate of Oxygen Uptake and Glucose Oxidation in the Ethanol-Treated
Rat Gastric Mucosa

. O, uptake Rate of 6-'*C-glucose oxidation
Treatment Addition NATO,-min~'-mg tissue™"' nmols-hr~'.mg tissue protein="
Control None 47.3 = 4.0 6.11 £ 0.6
Lanthanum 21.5 = 1.8 4.17 £ 0.4*
Ethanol None 75.2 = 8.4 1M16x1.1
Lanthanum 21.1 = 3.0* 7.5 = 0.9

Aliquots of gastric mucosa samples were incubated for 90 min at 37°C in the presence of 10 mmol/I glucose containing 0.5 uCi of 6-"*C-glucose
to assess the rate of glucose oxidation. Other aliquots from the same samples were assayed for oxygen consumption, as described in the

Materials and Methods section. P < 0.05 vs control.
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Figure 4. Effects of ethanol on “*Ca?*-influx (A) and -efflux (B) by
the gastric mucosa of rats. Experiments were performed as de-
scribed in Materials and Methods section. Results are means = SE
of four experiments. Valuas in ethanol-treated group are statistically
significant vs the corresponding point in the control group.

metabolites were practically undetectable at the moment of
animal’s death (1). Then, changes on glucose oxidative me-
tabolism, found in this model, were a consequence of the
chronic mucosal injury, instead due to ethanol oxidation
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/1 (37).

Qur data, using radiolabeled glucose in different car-
bons, clearly showed that an active pentose phosphate shunt
is present in the rat gastric mucosa (Table I). This agrees
qualitatively with the effect reported by Sernka and Harris
(27), despite the magnitude of glucose oxidation was lower
than the effect described by these authors. Because we de-

CHANGES OF CALCIUM IN ALCOHOLIC GASTRITIS

Table 1l Content of Total Ca®* Determined by
Atomic Absorption Spectrometry in the Cytosolic and
Mitochondrial Fractions from the Rat Gastric Mucosa

Total calcium content

Traatment (nmol Ca?*-mg tissue protein=?)

: Cytosol Mitochondria
Control ;s - 0.49 = 0.03 1.86 = 0.15
. Ethanol. (gastritis) 0.65 = 0.05" 2.85 + 0.31"

‘Both cytosolic and mitochondrial fractions were isolated from ho-
- mogenates of gastric mucasa, deproteinized by 6% HCLO,, and
< ‘cantrifuged in presence of 1% LaCl,. Ca®* total content was mea-
' sured by atomic absorption flame photometry. Results are mean =
‘! SE of three determinations from pooled gastric mucosa. *P < 0.05 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. In-
deed, chronic ethanol treatment substantially increased glu-
cose flux through this metabolic pathway in the injured
mucosa, effect seemed to be due an increased availability of
NADP* (Tables 1 and IV). A similar stimulation of the
pentose phosphate shunt has been observed during early
stages of liver fibrosis induced by carbon tetrachloride (38).
Here, we have suggested that increased pentose phosphate
shunt activity could participate in the replenishment of re-
duced glutathione and probably in the synthesis of deoxy-
ribonucleotides. stimulating cell replication (38). In this
context, we have observed a normalization of the mucosal
glutathione level and increased DNA synthesis, during the
early recovery period after ethanol withdrawal in the ecx-
perimental present model (2). Hence, both processes requir-
ing NADPH (DNA synthesis and glutathione replenish-
ment) would favor the oxidative flux of glucose through
pentose phosphate shunt.

Increased glucose oxidation can be associated to an
enhanced demand of metabolic energy for the by H*-K™*-
ATPase activity, leading to an acid hypersecretory state in
the injured gastric mucosa. The inhibitory effects 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 between metabolic and
secretory activities in this model of mucosal injury (Figs. 1
and 2). A similar dependence between secretory and meta-
bolic effects has been reported before in the normal gastric
mucosa (12-14, 39). Aminopyrine accumulation 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 aminopyrine 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
(S, 8-10, 40). In addition, ethanol seemed to directly stimu-
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Table IV. Etffect of Ethanol in Vivo Administration on the Tissue Level of Lactate, Pyr
NADP* in Incubated Slices of Rat Gastric Mucosa

Total tissue content (umols-g wet weight=')

Treatment
Lactate Pyruvate ATP ADP NADP*
None (control) 2.1 0.2 0.16 = 0.02 2.4 0.2 1.6 0.2 0.015 = 0.001
Ethanol (gastritis) 24 x0.2 0.17 = 0.01 3.4 + 0.3 1.9=x0.2 0.027 + 0.002~

Slices of gastric mucosa isolated from both control and ethanol treated rats were incubated tor 90 min (at 37°C), in the presence of 10 mmol/t
glucose (pH 7.4). Immediately after incubation, slices were immediately deproteinized with 6% HCIO,. Extracts were further neutralized, and
the content of lactate, pyruvate, ATP, ADP, and NADP* were determined as described in Materials and Methods. Results are mean = SE ot

five individual experiments. Statistics as indicated in the Table II,

late the functional expression of gastric H*-K*-ATPase
“@n.

The close relationship among glucose oxidation, ATP
generation, and acid secretory activity found in the normal
and ethanol-injured mucosa seems to be regulated by
changes in intracellular levels of Ca®* as a possible physi-
ological mediator. Although Ca?* has been claimed to be a
mediator triggering cell death (42). changes in Ca2* homeo-
stasis are also involved in the compensatory cell prolifera-
tion that follows partial hepatectomy in rats (30). In the
normal gastric mucosa, the physiological role of Ca®" in the
regulation of metabolic and secretory processes has been
established (15-17, 19, 20). However, the role of Ca®* dur-
ing generation of gastric mucosal injury has not been fully
clarified. since information is lacking on in vivo effects of
this cation on gastric mucosa.

The metabolic inhibition induced by absence of Ca®*
(+EGTA). or by the presence of lanthanum in the incubation
medium, clearly indicates that extracellular Ca®* partici-
pates in the regulation of oxidative metabolism in gastric
mucosa. Indeed, the stimulation of glucose oxidation in
ethanol-injured rat gastric mucosa was particularly sensitive
to the blockade of Ca®* entry to mucosal cells. However, the
addition of the intracellular Ca®* chelator, BAPTA-AM,
induced an extra inhibition of the glucose oxidation, sug-
gesting that Ca®* mobilization from internal stores also me-
diates the metabolic ethanol effect (Fig. 3). Despite carba-
chol did not induce additive stimulation of glucose oxida-
tion and aminopyrine accumulation in mucosa from
ethanol-treated rats. it did stimulate glucose oxidation in
control animals (Figs. 1 and 3). LaCl, was a stronger in-
hibitor of calcium-induced effects on energy metabolism in
the chronically ethanol-injured mucosa, as compared with
control rats (Table I1). These data indicate that a significant
fraction of glucose oxidation depends on Ca®* mobilization,
from both extracellular medium and internal stores, being
this dependence stronger in gastric mucosa from rats sub-
jected to gastritis. Similar results have been reported in
guinea pig parietal cells treated with ethanol in virro, where
carbachol also failed in stimulating the acid secretion. This
has been attributed, at least in part, to high levels of intra-
cellular Ca®* 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 Ca®* homeosta-
sis, characterized by increased levels of intracellular Ca®*in
the rat gastric mucosa.

Confirming the aforementioned, we have the following
findings in ethanol-injured gastric mucosa: 1) in both cyto-
solic and mitochondrial fractions, total calcium content is
increased (Table II), 2) mucosal minces incorporated more
actively the added external Ca®* (Fig. 4). This ion acts as a
regulator in of some mitochondrial enzyme activities in the
rabbit gastric mucosa, influencing the metabolism of carbo-
hydrates and its derivatives (20). Indeed, levels of total mi-
tochondrial Ca?* reported herein correspond to those pro-
posed as capable of affecting mitochondrial dehydrogenase
activities in other tissues (443). Linked to the above men-
tioned. Ca* also seems to mediate the mechanism of se-
cretory stimulation by of H,-receptor agonists in the parietal
cell (17, 45). Hence, high levels of intracellular Ca®* in-
duced by chronic treatment with ethanol could promote en-
hanced activity of mitochondrial enzymes, such as succinate
dehydrogenase. The latter might explain the enhanced oxi-
dative metabolism of the injured mucosa, even thought that
mitochondrial protein was found reduced in gastric mucosa
from animals with gastritis.

Controversy exists regarding the participation of Ca?*
in the pathogenesis of gastric mucosal lesions induced iz
virro and in vivo by acute ethanol exposure. Ethanol treat-
ment increases intracellular Ca?* concentration, leading to a
gastric mucosal lesion (26). /n vitro. external Ca®* exacer-
bates ethanol-induced damage in gastric mucosal samples
(46). and Ca®* channel blockers exert protection for gastric
mucosa against the deleterious effect of ethanol (26, 47, 48).
In contrast. it has also been reported that Ca®* could dimin-
ish the extent of ethanol-induced gastric injury (49), and that
verapamil, a Ca®* channel antagonist. indeed worsened the
ethanol-induced gastric mucosal 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 Ca** con-
centrations, time of exposure. and rate of ethanol metabo-
lism, among others. The present work shows that Ca?®* 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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