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1.1. ESTRUCTURA DEL ESTOMAGO

El estbtmago es la parte mas ensanchada del tracto digestivo y
comunica el esé6fago con el intestino delgado. Tiene forma de J y sus paredes
son distensibles, por lo que constituye un amplio reservorio dinamico, de unos
2 litros de capacidad, gracias al cual se pueden espaciar las comidas e ingerir
una cantidad abundante de alimentos.

Durante su estancia en el estomago, el bolo alimenticio es sometido a
la accion mecanica de las contracciones de la pared muscular géstrica y a la
accion quimica del acido y los enzimas secretados por la mucosa del estomago.
Como consecuencia, se transforma en una masa pastosa semiliquida llamada
quimo, que, intermitentemente, es vaciado hacia el duodeno. El estomago,
ademas, secreta el factor intrinseco, necesario para la absorcion de la vitamina
Bi,, produce varias hormonas, absorbe determinadas substancias tales como
sales, agua, glucosa, alcohol y farmacos, y ayuda en la proteccion del
organismo al destruir las bacterias patdégenas ingeridas con la comida o con el
moco del tracto respiratorio.

En el estbmago humano, aunque no existen camaras separadas, se
pueden diferenciar varias zonas anatomicas (Figura 1). La estrecha regién de 2
a 3 cm que rodea el orificio esofagico se denomina cardias o esfinter cardial.
La regién en forma de cupula que sobresale en la parte izquierda del estomago
por encima del nivel de la union eséfago-gastrica es el fundus. La espaciosa
region central es el cuerpo. La porcién mas distal es la zona pil6rica, la cual
puede subdividirse en tres secciones: una primera seccion mas ensanchada, el
antro pilérico, una segunda mas angosta, el conducto o canal pil6rico, y una
tercera seccion, el esfinter pilérico, que rodea el orificio gastroduodenal. Los
bordes del estdbmago, derecho cdncavo e izquierdo convexo, se denominan
curvatura menor y curvatura mayor, respectivamente. La curvatura menor
forma una hendidura, la incisura angular, que separa el cuerpo de la porcion
pildrica.
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Curvatura menor

Incisura angular

Esfinter pilorico

Conducto pilorico
Curvatura mayor

Antro pilorico

Figura 1. Esquema de la morfologia externa del estomago.

Al igual que en el resto del tubo digestivo, en la estructura histolégica
de la pared del estomago (Figura 2) distinguimos cuatro tlnicas o capas
bésicas, cualquiera que sea la regién considerada. La primera tUnica es la mas
proxima a la luz, la mucosa gastrica, formada a su vez por tres subcapas: el
epitelio superficial cilindrico simple constituye la subcapa interna y se invagina
para formar las glandulas géstricas; la lamina propia, de tejido conjuntivo,
forma la subcapa media; en la subcapa externa se halla la muscularis
mucosae, constituida por células musculares lisas. La segunda tanica es la
submucosa, formada por tejido conectivo denso y rica en vasos sanguineos y
nervios. Mas externamente se ubica la tunica muscular, integrada por células
musculares lisas dispuestas en tres subcapas: la interna oblicua, la media
circular y la externa longitudinal. La dltima de las tunicas, la mas externa, es
la serosa peritoneal, formada por una fina capa de tejido conectivo cubierta
por una capa de células escamosas, el mesotelio.
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Figura 2. Esquema de la constitucion histoldgica de la pared del estémago.
Tomado de Geneser (52)

1.1.1. La mucosa gastrica.

La mucosa gastrica (Figura 3), capa mas interna de la pared del
estbmago, de aproximadamente 1 mm de espesor, posee una superficie
blanda aterciopelada cubierta por una capa lubricante de moco. Al estado
fresco presenta un color rosado, que se aclara cerca del cardias y del piloro. En
el estomago vacio y contraido la superficie forma numerosos pliegues
longitudinales, las arrugas gastricas, que desaparecen cuando el estbmago se
llena. Una red de cisuras divide la superficie mucosa en pequefios campos
convexos, las areas gastricas, cuyas dimensiones son de 1-6 mm. Con una
lupa pueden observarse en cada area pequefios orificios que conducen a
cavidades en forma de embudo, las foveolas, fositas o criptas gastricas.

En los cortes histoldgicos se observa que las criptas estan tapizadas por
un epitelio cilindrico simple, al igual que las glandulas que se abren en el fondo
de las mismas. Las glandulas gastricas son tubulares simples o ramificadas, se

profundizan hasta la muscularis mucosae y entre ellas estd la lamina propia,
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dificil de identificar como entidad independiente porque se divide para ocupar
los espacios entre las criptas y las glandulas.

criptas
gastricas
epitelio

lamina
propia

miuscularis
MILCASHE

En las glandulas corpoflndicas del estbmago (Figura 4), denominadas
también glandulas oxinticas, distinguimos tres regiones (61): la zona mas
superficial de confluencia con las foveolas se denomina istmo, el cuello es el
estrecho segmento intermedio y, a continuacion, mas profundamente, se
encuentra la base, que constituye la mayor parte de la longitud de la glandula.

Los principales tipos celulares que encontramos en el epitelio de estas
glandulas son células parietales u oxinticas que secretan HCI, células
principales, pépticas 0 zimdgenas que secretan pepsindégeno, y células
mucosas superficiales y células mucosas del cuello que secretan una
glucoproteina mucosa. El factor intrinseco es secretado por las células
parietales en el hombre, y por las células principales en el raton (35). El
epitelio glandular contiene ademas células endocrinas que regulan la secrecién
de acido a través de mecanismos paracrinos; las mas importantes son las


http://www.sunyniagara.cc.ny.us/val/stomach.html
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células ECL secretoras de histamina, las células D secretoras de somatostatina
y las células EC secretoras de serotonina (15, 71).

En las glandulas de la regién antral del estbmago las células parietales
y las células ECL estdn ausentes, pero existe un tipo adicional de célula
endocrina, la célula G secretora de gastrina (15).

fosita

gastrica

Células mucosas
superficiales

Células mucoesas
del cuello

Célnlas parietales

hase Célula endocrina

Figura 4. Dibujo esquemético de una glandula oxintica. Modificado de Ito
(68).

Una uUnica clase de célula madre multipotencial genera los diferentes
tipos celulares del epitelio glandular (35). Las células proliferativas se localizan
en la region istmica de la glandula. Algunas células migran hacia las criptas,
convirtiéndose en células superficiales secretoras de moco que sobreviven 2-3
dias; otras células de la zona proliferativa se diferencian en células parietales,
células principales o células ECL y migran hacia la base de la glandula donde
sobreviven 50-190 dias.

Separada del epitelio glandular por una delicada membrana basal se
encuentra la lamina propia, de tejido conectivo laxo. Contiene vasos
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sanguineos, nervios, células musculares lisas y diferentes células del tejido
conectivo (fibroblastos, células plasméticas, linfocitos, leucocitos
polimorfonucleares y mastocitos o células cebadas).

En contacto con la ldmina propia se halla la muscularis mucosae, una
fina capa de células musculares lisas dispuestas en dos o tres subcapas que
separa la mucosa gastrica de la submucosa.

1.1.2. La célula parietal u oxintica

El jugo gastrico es extraordinariamente &cido, son posibles incluso
valores de pH inferiores a 1. Este ambiente intragastrico se consigue mediante
la secrecion de un fluido primario de HClI 160 mM por parte de la célula
oxintica o célula parietal (64) localizada en las glandulas de la mucosa gastrica
de los mamiferos.

El término célula parietal es el mas comunmente utilizado. Se denomina
asi a estas células debido a que a menudo protruyen hacia el exterior de las
glandulas géstricas y ocupan una posicion parietal dentro de las mismas. Sin
embargo, el término célula oxintica, referido a su capacidad de secretar &cido,
aunque mas apropiado es menos utilizado (102).

En el hombre, las células oxinticas estan ampliamente distribuidas en
las glandulas del cuerpo del estdbmago, excepto en la regién proxima a la
curvatura menor, donde son algo menos numerosas (61). En el fundus y en la
zona cardial no son tan abundantes como en el cuerpo, y en la region pilérica
hay muy pocas células parietales.

Mediante estudios de microscopia Optica realizados en mucosa oxintica
de ratdn, se ha observado que el 13,4% de las células epiteliales presentes en
las glandulas son células parietales (63).

Las células parietales de los mamiferos son células grandes ovaladas o
piramidales que miden hasta 25 ym de didmetro, y sus bases protruyen en la
lamina propia de la mucosa géastrica (68). Estan recluidas en concavidades
hemisféricas de tejido conjuntivo en las regiones media y basal de las
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glandulas oxinticas (102).

Las células oxinticas se tifien caracteristicamente con colorantes acidos,
tales como la eosina; sin embargo, no son realmente células “aciddfilas”, y
esta coloracién no es indicadora directa de actividad secretora de &cido. La
gran cantidad de mitocondrias presentes en estas células parece ser la
responsable de esta coloracion (68).

La célula parietal es una célula epitelial polarizada (Figura 5), por lo
tanto distinguimos en su membrana plasmética dos zonas claramente
diferenciadas: la regiébn en contacto directo con la luz glandular es la
membrana apical, la superficie en contacto con el resto de los tejidos de la
mucosa es la membrana basolateral. En ambos casos se trata de una
membrana con la tipica estructura trilaminar y un grosor aproximado de 10 nm
en el caso de la membrana apical y de 7,5 nm en el de la membrana
basolateral (61).

mitocondrias

e NG i -
; 3 i secretores

Figura 5. Dibujo de una célula parietal u oxintica en estado secretor.
Modificado de Ito (68).
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La superficie basal y lateral de la membrana plasmética es a veces
denominada superficie nutriente y se ha estimado que en mucosa géastrica de
rata tiene una extension aproximada de 1000 y m? por célula. No obstante, tras
la estimulacion al maximo de la secrecién de acido en raton se produce un
incremento del 50% en el area de esta membrana (61).

Los bordes laterales de la membrana plasmatica estan ligeramente
interdigitados con las células adyacentes y estdn unidos a las mismas por
diversos mecanismos especializados. El borde basal puede ser liso, pero es
més frecuente que forme pliegues de un grosor cercano a 100 nm. Se
desconoce el significado funcional de esta especializacion basal pero puede que
represente una amplificacién del area de superficie asociada a la liberacién de
bicarbonato hacia el sistema circulatorio (68).

En un sentido estricto, la membrana apical de la célula oxintica es a
menudo poco extensa, pero por invaginaciones tubulares que se introducen
profundamente en el citoplasma el area de membrana total que rodea la luz
glandular, denominada también superficie secretora, consigue adquirir una
gran extensién. Las invaginaciones forman los Illamados canaliculos
intracelulares o canaliculos secretores (61). En ratas mantenidas en ayunas, el
area de la membrana secretora se ha estimado en 900 ym? (61).

Tanto la superficie apical como la canalicular de la membrana esti
tapizada por numerosas y delgadas microvellosidades (61), que a menudo
ocluyen la luz de los canaliculos (104). Cuando se observan desde el lado
citoplasmico mediante el microscopio electronico de barrido, en las células
parietales en reposo los canaliculos parecen un sistema arborizado de
estructuras semejantes a cactus con numerosos agujeros de 100 nm que
representan las bases bulbosas de las microvellosidades (102). Por medio de
técnicas de inmunolocalizacién, se ha demostrado la presencia del enzima
transportador de hidrogeniones H*,K"-ATPasa en las microvellosidades apicales
y canaliculares de las células parietales (120). La matriz de estas
microvellosidades contiene numerosos filamentos de actina (68).

Se ha observado que la superficie provista por las microvellosidades
aumenta por lo menos cuatro veces en las células parietales en estado

10
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secretor (102).

La superficie externa de la membrana secretora esté recubierta por una
delgada capa polisacarida, que representa el glucocéliz. La gran peculiaridad
de este glucocaliz es que estd compuesto de mucosubstancias neutras y no
acidas, hecho que no se ha visto en ningun otro tipo de célula (68). Se ha
propuesto que en realidad tal glicoconjugado seria la subunidad p de la H",K*-
ATPasa (63). Parece ser que el glucocéliz de la membrana plasmética protege
a las células parietales del medio &cido presente en la luz glandular (63).

En el citoplasma de la célula oxintica en reposo existe un caracteristico
sistema de membranas denominadas membranas tubulovesiculares o
tubulovesiculas (102). Estas membranas se localizan principalmente en el
citoplasma supranuclear y pericanalicular (61).

La membrana que rodea las tubulovesiculas es trilaminar y simétrica.
La mayoria de los investigadores estan de acuerdo en que tiene un grosor
similar a la de la membrana secretora, mientras que en la opinién de otros es
ligeramente mas fina (61).

La morfologia de este sistema membranoso ha sido descrita de forma
distinta por unos u otros autores y se ha visto que estas variaciones son
debidas a los distintos métodos empleados en la preparacion de los tejidos.
Algunos métodos de preparacion favorecen la presencia de vesiculas y otros
preservan predominantemente los perfiles tubulares, perfil este Ultimo que se
sospecha es el més probable en el estado en vivo. En este sentido se ha
constatado que cuando se van a procesar las células parietales de mamiferos
para su observacién al microscopio electronico un factor crucial a tener en
cuenta es la osmolalidad del tampon empleado en las soluciones de fijacion.
Sélo soluciones fijadoras que contienen tampones de osmolalidad igual o
superior a 290 miliosmoles/kg H,O consiguen que se retenga una configuracion
predominatemente tubular; cuando se utilizan tampones de menor osmolalidad
predominan las vesiculas y las vacuolas (104). Si se utilizan métodos de
congelacion rapida del tejido vivo y fijacibn del mismo por congelacién-
substitucion estas membranas citoplasmicas son normalmente de
configuraciéon tubular. De esta forma, Pettitt et al. (111) han descrito la

11
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presencia de numerosos tubulos helicoidalmente enrollados y densamente
empaquetados en el citoplasma de células parietales no estimuladas de rata
preparadas mediante el método de congelacion rapida. Los enrollamientos
helicoidales estan unidos entre si mediante tubulos conectivos relativamente
rectos. Estos autores piensan que los tubulos conectivos rectos también se
extienden desde enrollamientos adyacentes hasta la superficie apical y
canalicular y terminan en las membranas canaliculares apicales, aunque ellos
no consiguen demostrar la continuidad de los dos sistemas de membrana.
Ogata y Yamasaki (104) aunque no han encontrado enrollamientos helicoidales
si han observado la presencia de tubulos de 100-400 nm Yy cisternas de 100-
600 nm interconectados mediante tubulos de 30-60 nm; ademas, han
demostrado que, en determinadas localizaciones, es claramente Vvisible la
continuidad membranosa entre los tubulos y los canaliculos intracelulares.

Diferencias entre las especies animales estudiadas representan otra
fuente de variacion tanto en el tamafio como en la cantidad de tubulovesiculas.
En ratones no estimulados las tubulovesiculas ocupan entre el 19% vy el 40%
del volumen citopldsmico, en perros mantenidos en ayunas ocupan el 18% y
en humanos en ayunas el 6% (61).

Durante la estimulacion de la secrecidn de &cido, existe una marcada
disminucién de la superficie tubulovesicular que es cuantitativamente
equivalente al incremento en el area de superficie de la membrana apical (61,
65). Después de que la estimulacion de la secrecién de acido ha cesado, hay
una pérdida en membrana secretoria que es aproximadamente igual a la
ganancia en membrana tubulovesicular.

Se ha especulado con que el incremento en el area de superficie de la
membrana apical en la célula parietal estimulada ocurre por la expansiéon
osmoética de estructuras tubulovesiculares colapsadas (12) o enrolladas (112).
Segun esta hipotesis las membranas tubulovesiculares estarian siempre en
continuidad fisica tanto entre si como con la membrana plasmatica apical. En
el periodo no secretor, el compartimiento tubulovesicular permaneceria en un
estado supercolapsado o superenrollado, pero facilmente se expandiria por las
fuerzas osméticas que acompafian al transporte de HCl y agua en el periodo
secretor.
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Otra hipdtesis alternativa (46, 47) sugiere que durante la estimulacion
se produce un reclutamiento de membranas a partir de un depdésito
tubulovesicular hacia la membrana plasmatica apical y, posteriormente,
cuando cesa el estimulo secretor, son recuperadas o recicladas hacia el
compartimiento citoplasmico.

El principal obstaculo que encuentra la teoria de la expansién osmdética
para ser aceptada es que existen numerosas evidencias experimentales en su
contra. Se han disefiado experimentos en los que se promueve la acumulaciéon
de sal y agua en el interior de las tubulovesiculas; la respuesta morfologica a
esta fuerza osmoética consiste en la formacion de grandes vacuolas, pero no
ocurre ni aumento de la superficie apical ni disminucion del compartimiento
tubulovesicular. Por lo que se deduce que la expansion osmética, per se, no
conduce a la comunicacion entre las tubulovesiculas y los canaliculos
intracelulares (102) En este mismo sentido, Agnew et al. (3) observan que la
eliminacién o reduccion de las fuerzas osmoticas de expansion no impide la
traslocacion de membranas citoplasmicas ricas en H',K'-ATPasa
(tubulovesiculas) en la membrana apical.

Por el contrario, existen numerosos datos que apoyan la hipétesis del
reclutamiento/reciclaje de las membranas. Se ha publicado que los dos
compartimientos membranosos muestran similares propiedades. En este
sentido, estudios inmunocitoquimicos localizan el enzima H*,K"-ATPasa tanto
en membrana tubulovesicular como en membrana plasmética (104). Ademas,
imagenes de criofractura de estos dos grupos de membrana muestran una
distribucion similar de particulas intramembrana (104). Recientemente se ha
demostrado que el compartimiento tubulovesicular de la célula parietal
contiene los importantes componentes de la maquinaria esencial que regula el
trafico de la H*,K"-ATPasa entre los dos sistemas de membrana (105), tales
como las pequefias ATPasas rabll y rab25, y proteinas implicadas en la
separacion/fusion vesicular, tales como sintaxina 3 y proteina de membrana
asociada a vesiculas (VAMP).

Sin embargo, el mecanismo de la transformaciéon de la membrana
tubulovesicular en membrana plasmética sin una conexién demostrable entre
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ambos sistemas de membrana ha sido un enigma, hasta que Ogata y
Yamasaki (103, 104) han verificado la existencia de tal vinculo.

En el momento actual, por lo tanto, la opinibn méas generalizada es que
aunque la hipotesis de la expansion osmdética presenta rasgos interesantes,
faltan todavia evidencias experimentales convincentes que la demuestren
(102). Por el contrario, la teoria del reclutamiento/reciclaje de las membranas
es la méas universalmente aceptada (3, 65, 103, 104, 155).

Otra caracteristica fundamental de la morfologia de la célula parietal es
la presencia en su citoplasma de una gran cantidad de mitocondrias ovales,
adyacentes a la membrana plasmatica. Estos organulos tienen un tamafo
aproximado de 0,5 x 1 um y ocupan el 22-47% del volumen citopldsmico. El
extraordinario gran niumero de mitocondrias y el hecho de que presenten una
membrana interna fuertemente plegada  sugieren el alto metabolismo
oxidativo de las células parietales (61). Las mitocondrias generan las grandes
cantidades de ATP necesarias para el proceso de secrecion de acido (63). La
estimulacion de la secrecién de &cido parece que no induce cambios en la
morfologia de la mitocondria (68).

El aparato de Golgi esta escasamente desarrollado, tal como era de
esperar en células que no producen una cantidad significante de granulos
secretores. Sin embargo, no puede excluirse que desempefie una funcion en la
sintesis del glucocaliz (61).

Una pequefia cantidad de reticulo endopldsmico liso y rugoso se
observa frecuentemente en la porcion basal del citoplasma. Las membranas
del reticulo endopladsmico son mas finas que las de las tubulovesiculas y las de
la membrana plasmatica. En estudios llevados a cabo en biopsias géstricas
humanas se ha localizado el factor intrinseco en la membrana perinuclear,
membrana tubulovesicular y en el reticulo endoplasmico rugoso (61).

Los lisosomas (cuerpos densos) normalmente se encuentran en
pequefio nimero en las células parietales. Hay a menudo unos pocos cuerpos
multivesiculares (cuerpos que contienen vacuolas) en las células parietales a
los que se les ha atribuido un papel en la degradacion de las mitocondrias
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(61).

Los microtubulos son frecuentemente observados en el citoplasma entre
las tubulovesiculas, normalmente orientados perpendicularmente a la
superficie secretoria (61). Se ha sugerido que pueden desempefiar una
funcion, junto con los microfilamentos de actina, en la conformacion de los
cambios morfolégicos experimentados por la célula parietal durante el proceso
de la secrecion de acido (102). Se ha observado que en la formacion de las
microvellosidades que se proyectan hacia la luz del canaliculo secretor estan
implicadas proteinas del citosqueleto, principalmente actina y ezrina (85).

Gotas lipidicas, particulas catalasa positivas, particulas de glucogeno,
ribosomas libres y polisomas también se encuentran en el citoplasma, pero
normalmente en poca cantidad (61). La funcion de los ribosomas no es
conocida, pero es posible que algunos estén implicados en la produccion de
factor intrinseco (68).

El nucleo es redondo, a menudo con un destacado nucleolo. En algunas
especies, incluido el hombre, se observan muchas veces células parietales con
varios nucleos (61). Se ha visto que las células parietales que presentan dos
nacleos son el doble de grandes que las que tienen sélo uno (62). En mucosa
géastrica humana, la estimulacién de la secrecion de &cido produce una ligera
disminucién del tamafio medio de la célula parietal y un incremento relativo del
volumen nuclear (62).

1.2. SECRECION GASTRICA DE ACIDO

Tras la estimulacion en la célula oxintica se produce la activacion de
diversos mecanismos intracelulares, procesos de transformacion morfologica y
de transporte iénico como consecuencia de los cuales se produce la secrecidon
de una gran cantidad de &cido clorhidrico (HCI).

Este &cido asegura funciones tanto digestivas como de otro orden.
Ataca a las fibras del tejido conjuntivo y fibras musculares de los alimentos
ricos en proteinas, asi como a las cubiertas celulésicas que recubren a
polisacaridos como el almidén. Inicia la transformacion de pepsindégeno en
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pepsina y presta, ademas, el pH adecuado para la actividad de este enzima.
Coadyuva a la regulacion de la apertura y cierre del esfinter pildrico. Favorece
la absorcién de sustancias como el &cido ascorbico y el hierro alimentario.
Interviene en la regulacion del equilibrio acido-basico del organismo, pues la
produccién de &cido clorhidrico entrafia la sustraccion de valencias &acidas a la
sangre. Ademas, posee un poder bactericida notable.

1.2.1. Transporte de iones en la membrana apical de la célula
parietal

La bomba acida gastrica o H',K'-ATPasa gastrica, y canales
ibnicos asociados

La H*,K*-ATPasa presente en las células parietales (oxinticas) gastricas
intercambia K* luminal por H™ citoplasmico y es el principal enzima
responsable de la acidificaciéon de la luz géstrica (96, 123).

Este enzima es miembro de la familia de las ATPasas tipo P, donde se
incluyen, ademas, otras ATPasas transportadoras de iones tales como Na*,K*-
ATPasa y Ca’"-ATPasa. La denominacion “P” significa que para el transporte
i6nico es necesaria la formacion de un intermediario fosforilado.

La H',K'-ATPasa gastrica (Figura 6) estd compuesta por dos
subunidades unidas de forma no covalente, una o y otra , de 95 y 60-90
kilodaltons, respectivamente (96, 123).

La subunidad o es la responsable de la actividad catalitica (85, 96).
Consiste en una secuencia de 1034 aminodcidos anclados en la membrana
luminal mediante 8 6 10 segmentos transmembrana, con el extremo N-
terminal dentro del citoplasma. El bucle intracelular contiene el sitio de union
para el ATP. El primer bucle extracitosélico contiene varios &cidos carboxilicos
probablemente implicados en la unién al K™.

La subunidad p posee 291 aminoé&cidos y atraviesa la membrana solo

una vez (85, 96). Su extremo extracelular es largo y esta plegado cubriendo
la subunidad o parcialmente. Scarff et al. (123) han demostrado que, ademas

16



INTRODUCCION

de para la normal secrecion de acido de las células parietales en vivo, es
fundamental para el buen desarrollo y homeostasis celular de la mucosa
géstrica y para la correcta estructuracion de las membranas secretorias de las
células parietales.

Estudios bioquimicos y estructurales sugieren que la H*,K*-ATPasa es
un heterodimero dimérico (af). (74).

Exterior

Interior Famd
ot

Figura 6. Diagrama de la topografia y de la estructura de la H",K"-ATPasa
gastrica. Tomado de Munson (96).

La H*",K*-ATPasa regula el transporte de H™ a través de la membrana
del canaliculo secretor utilizando como fuente de energia la hidrdlisis del ATP.
Esquematicamente, el proceso del ciclo catalitico (Figura 7) es como sigue (85,
96): 1) en su forma defosforilada, E;, el enzima reacciona con el espacio
citosélico para unir H* y ATP (junto con Mg*"); 2) el enzima adquiere la forma
fosforilada, E,, que reacciona con el espacio luminal para liberar H" y unir K*;
3) la union del K™ inicia la defosforilacion del enzima, el cual retorna a la forma
E; y libera K™ en el citosol. Como se ha apuntado anteriormente, la célula
parietal es especialmente rica en mitocondrias y por lo tanto produce gran
cantidad de ATP mediante la fosforilacion oxidativa. El iébn H™ que va a ser
transportado se origina tras la escision de una molécula de agua en H* y OH"
como consecuencia de la hidrélisis del ATP (aunque en realidad es el i6n
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hidronio HsO" el que es preferiblemente transportado en vez del H"). El OH
restante es carbonatado por el CO, que proviene de la respiracion mitocondrial
y transformado en H,COj;", subsiguientemente liberado en el polo basal en
intercambio con CI. El i6n K* luminal requerido como i6n para contrarrestar el
H* es transportado desde el citosol de la célula parietal hacia la luz canalicular
a través de un canal funcionalmente acoplado al canal del CI". Por lo tanto, ya
que el K" es reciclado dentro de la célula por la reaccion de transporte de H*,
el proceso en conjunto es electroneutro y conduce a la secrecién neta de H" y
CI', es decir HCI, en el estomago (Figura 8).

Espacio citosdlico

. 0"
Pi K - A T)P? -
E, K| i ?"f’l!;-E;F'I"-l”+
i‘_[ il I\rlg.i?.l—l‘i ol

Mo E-Plic) <> MSEPES

-
K Espacio luminal s

Figura 7. Esquema del ciclo catalitico de la H*,K*-ATPasa gastrica. Tomado de
Munson (96).

La bomba acida gastrica es como se ha dicho electroneutra, es decir, se
intercambian igual ndmero de iones hidrogeno e iones potasio y no hay
movimiento neto de carga. Se ha debatido, sin embargo, sobre el nimero de
iones hidrégeno e iones potasio transportados por cada ATP hidrolizado. En
condiciones fisiolégicas, la bomba acida gastrica puede mover iones hidrégeno
en contra de un gradiente superior a un millon de veces desde el citosol de la
célula parietal (pH 7) a la luz glandular gastrica (pH 0,8). Un menor gradiente
de potasio, aproximadamente multiplicado por 30, se opone a la captacion de
potasio hacia el interior de la célula. Sélo la energia libre disponible en una
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molécula de ATP es suficiente para mover un i6n hidrégeno y un ién potasio en
contra de estos gradientes. Sorprendentemente, se han publicado evidencias
experimentales de 2H/ATP y 2K*/ATP (115, 133). En estos experimentos in
vitro, sin embargo, el gradiente de i6n hidrégeno en contra era mucho menor
que el presente in vivo. Por consiguiente, parece que la bomba &acida gastrica
puede alterar su estequiometria de transporte dependiendo de los gradientes
de i6n opuestos. No obstante, otros estudios in vitro han informado una
estequiometria de 1H*/1K*/ATP (99, 117). Por lo tanto, hasta que las
diferencias entre estos hallazgos experimentales puedan explicarse, parece
que la cuestion de la estequiometria variable permanece abierta.

La secrecion de acido es un proceso discontinuo cuya velocidad es
determinada por su necesidad tras una comida (64).

A diferencia de la regulacion de la mayoria de otros enzimas, aparte de
la disponibilidad de los substratos necesarios (Mg®*-ATP, H* y K*) no hay
evidencia de que otros factores quimicos influyan directamente en la actividad
de la H",K'-ATPasa. Debido a que en el interior de la célula parietal la
disponibilidad de protones y Mg®*-ATP probablemente no esta limitada, se
deduce que el mayor, si no el Unico, factor que controla el transporte de
protones es la disponibilidad de K en la superficie extracitosolica de la H",K*-
ATPasa. Existen evidencias sustanciales indicadoras de que la activacién de la
bomba de protones resulta de la asociacion de la H*,K*-ATPasa con una
permeabilidad K* en la membrana del canaliculo secretorio (64).

La anhidrasa carbénica

Para proveer de una fuente de iones hidrégeno a la bomba acida, la
célula parietal contiene cantidades significativas del enzima anhidrasa
carbbnica. Este enzima cataliza la interconversion de agua y dioxido de
carbono en iones hidrogeno (H") y bicarbonato (HCO3;). Por cada i6n
hidrogeno formado y secretado a través de la membrana apical, un ién
bicarbonato es formado en el citoplasma. Estudios citoquimicos han mostrado
que la anhidrasa carbdnica esté localizada tanto en la membrana basolateral
como en la membrana secretora de &cido de la célula parietal, particularmente
en el centro de las microvellosidades que se proyectan hacia los canaliculos
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secretores (63).

1.2.2. Transporte de iones en la membrana basolateral de la
célula parietal y homeostasis

En ausencia de otros mecanismos, la actividad combinada de los
transportadores del polo apical de la célula parietal conduciria a la rapida
alcalinizacion de la célula y a la pérdida de CI" y K* celular. Estos potenciales
trastornos en el balance electrolitico se previenen mediante la actividad de los
transportadores presentes en la membrana basolateral. Entre estos se incluyen
un intercambiador de aniones (AE), un intercambiador Na*-H* (NHE), y la
Na*,K"™-ATPasa (64, 132, 134). Un modelo general que representa los
componentes implicados en el mantenimiento de la homeostasis de la célula
parietal se representa en la Figura 8.

Apical H s CI
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3Na’ HCO,
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Figura 8. Transportadores apicales y basolaterales requeridos para la
secrecion de HCl y mantenimiento de la homeostasis en la célula parietal. Tomado de
Shull (134).
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1.2.3. Secreci6n funcional de acido

Cuando la secrecién de &cido se estimula, la bomba &cida gastrica se
inserta en la membrana secretoria y se activan los canales del potasio y del
cloro. Esto le permite al KCI fluir al canaliculo secretorio a favor de un
gradiente de concentracién. Después los iones potasio se intercambian con
iones hidrégeno por la bomba, conduciendo a la secrecion neta de HCI (63). No
se ha encontrado una activacion directa de la bomba &cida gastrica asociada a
la estimulacién de la secrecion de acido. La actividad de la bomba parece estar
regulada simplemente por la disponibilidad de potasio en su superficie
extracelular.

Una vez que la concentracion global de iones en el canaliculo secretorio
excede a la del citoplasma, el agua es osméticamente arrastrada hacia el
canaliculo. De esta manera, se inhibe la secrecion de la célula parietal para
que ésta sea isotdnica con el citoplasma. Asumiendo un intercambio completo
de iones hidrégeno e iones potasio, se produciria una secrecion de HCI 160
mM.

El transporte de potasio por la bomba hacia el interior de la célula
mantiene el gradiente de concentracion a través de la membrana secretoria
por lo que el cloruro potésico puede fluir. El flujo incesante de agua hacia el
canaliculo aumenta la presion hidrostatica, lo que a su vez conduce al flujo de
secreciones hacia la luz de la glandula gastrica y hacia la luz del estémago.

1.3. REGULACION DE LA SECRECION GASTRICA DE ACIDO

La regulacion de la secrecién gastrica de &cido es un proceso muy
complejo en el que estan implicados factores de regulacion internos y externos
que producen estimulacion o inhibicion directa o indirecta de la secrecion de
acido. El método més tradicional de andlisis consiste en dividir este proceso en
tres fases: una “fase cefalica”, que representa la iniciacién de la secrecion a
través de mecanismos centrales, una “fase gastrica”, cuando el alimento llega
al estémago, y una “fase intestinal”, que describe los sucesos que acontecen
cuando el alimento predigerido y acido entra en el duodeno. Estas fases no
ocurren de una forma estrictamente secuencial puesto que los elementos de
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control nervioso central y los de control periférico estan integrados a todos los
niveles durante el proceso entero de la ingesta del alimento. Por lo tanto,
actualmente la descripcion de tres fases separadas no se considera
enteramente apropiada para describir los complejos mecanismos que regulan
la secrecion de acido (128).

En lo que si se esta de acuerdo es en que la etapa crucial en el proceso
de la secrecion gastrica es la activacion de las células parietales productoras
del &cido géstrico. Por ello seran descritos, a continuacion, los mecanismos de
regulacion mas relevantes que actlian sobre esta célula (Figura 9) (128, 152).

Normal Gastric Physiology
ANTRUM CORPUS

Semaoatatin
call

H,

\Ir:::: & m'ﬂ- &
=

Mormal Gastric Physiology H,

1. ETE inhibits gastrin, ECL, parietal Farietal cell
cell; wgastrin, histamine, acid, -
2 Gastrin stimulates parietal and
ECL cells.
3. Acetyicholine stimulates parietal cell,

Wolfe MM, Sachs G, Gastroemerology. 2000;118:59-831.

Figura 9. Esquema de los principales mecanismos que intervienen en la
regulacién de la secrecién gastrica de acido. Tomado de Wolfe y Sachs (152).
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1.3.1. Mecanismos de control que actuan sobre la célula parietal

Las células oxinticas expresan en la membrana basolateral diferentes
receptores acoplados a la proteina G que modulan su actividad (128), los més
importantes de los cuales son el receptor H, de histamina, el receptor CCK, (6
CCK-B) de gastrina/colecistoquinina, el receptor M; de acetilcolina y el
receptor sst, de somatostatina.

Gastrina. La estimulacién de la secrecion de &cido por la gastrina esta
mediada por la liberacion de histamina en las células ECL. La gastrina cumple
todos los criterios de una hormona gastrointestinal clasica. Es liberada por las
células G, pasa a la circulaciéon, y es transportada hasta su principal célula
diana, la célula ECL, donde activa el receptor CCK,. Esta activacion
desencadena la liberacion de histamina, la cual activa el receptor H, de la
célula parietal (130). Por una via alternativa, la gastrina activa directamente el
receptor CCK, de la célula parietal, estimulando asi directamente la secrecién
de &cido (130). Aunque esta activacion directa de la célula parietal ocurre en
diversas especies, incluida la humana, su papel fisiolégico es probablemente
poco importante (128).

Histamina. La histamina es el principal mediador de la estimulacién de
la secrecion de &acido en humanos. Distintos secretagogos fisiologicos y
farmacol6gicos convergen en la activacion de las células ECL, produciendo asi
la liberacion de histamina (128). Aunque las células ECL solamente suponen el
0,5-1% de todas las células de la mucosa oxintica, representan el tipo de
célula endocrina/paracrina principal del cuerpo y fundus géastrico (128, 131).
La activacién de estas células se considera el paso mas importante de la
transduccion de la sefial desde la célula G hasta su célula blanco final, la célula
parietal (128).

Fuentes de histamina. Los dos tipos de células que sintetizan,
almacenan, y secretan histamina en la mucosa oxintica son los mastocitos o
células cebadas y las células ECL. Aunque los mastocitos contienen gran
cantidad de histamina en la mucosa fandica en humanos y perros (mas del
50% de la cantidad extraible total) y median una via secretoria en algunas
especies, no parece que desempefien un papel importante en la estimulacion
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de la secrecion de &cido en condiciones fisioldgicas normales en humanos. No
obstante, es posible que participen en la modulacién de la secrecién de &cido
en caso de inflamacion de la mucosa, como ocurre en la gastritis por
Helicobacter pylori, u otros estados inflamatorios o alérgicos (128).

Las células ECL son, por lo tanto, la fuente principal de histamina en
respuesta a estimulos fisioldgicos (128).

Receptores en la célula ECL. Las células ECL aisladas de rata expresan
el receptor CCK, de gastrina/CCK que representa la via secretagoga mas
importante en la célula ECL (128). La gastrina, actuando a través de estos
receptores CCK;, libera histamina, activa la enzima histidina decarboxilasa
implicada en la sintesis de histamina a partir de histidina, e induce la
proliferacién de las células ECL (131). En la célula ECL existen ademas otros
receptores que participan en la regulacion de la liberacion de histamina (128,
131). Entre los receptores que estimulan la liberacion de histamina estan el
receptor muscarinico tipo M; que es activado por acetilcolina y agonistas My,
un subtipo de receptor p-adrenérgico que responde a la adrenalina, y el
receptor PCAL1l del polipéptido hipofisario activador de la adenilato ciclasa
(PACAP). Entre los receptores acoplados a vias inhibitorias estan el receptor
de somatostatina subtipo sst, y el receptor de histamina Hs.

El principal inhibidor fisiologico de la célula ECL parece ser la
somatostatina (SST). El lugar de origen mas probable de la somatostatina que
actla en la mucosa oxintica es la célula D fundica, que segrega somatostatina
de forma paracrina. Una segunda fuente de somatostatina la constituyen las
fibras nerviosas submucosas flundicas que pueden secretar este péptido como
regulador local neurocrino. Una tercera fuente de la somatostatina que actla
en la mucosa oxintica es la célula D antral, que secreta el péptido a la
circulacion sanguinea local o sistémica, alcanzando la mucosa fundica, por lo
tanto, a través de la circulacion como una hormona (via endocrina). La
microanatomia de las células D, tanto en el antro como en el cuerpo del
estdmago, sugiere que predomina el modo de accién paracrino, ya que estas
células han desarrollado pequefias prolongaciones parecidas a axones que
proyectan a las células vecinas, entre ellas células ECL y células parietales en
el fundus y células G en el antro (128).
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Ademas, parece que la célula ECL ha desarrollado un mecanismo de
retroinhibicion autocrino que limita la liberacién de histamina por medio de la
histamina misma. La histamina activa el receptor de histamina Hs localizado
en la célula ECL, lo que inhibe la liberacion de histamina inducida por la
gastrina, mientras que los antagonistas del receptor H; la aumentan (128,
129).

Aunque las prostaglandinas no modifican la liberacién basal de
histamina en células ECL aisladas de rata, la prostaglandina E; (PGE;) y la
prostaglandina E, (PGE,) inhiben la liberacion de histamina estimulada por
gastrina y por PACAP. El orden de potencia de distintos analogos de
prostaglandina sugiere que el receptor de prostaglandina presente en la célula
ECL es del subtipo EP; (130).

La histamina es el mediador final comin de la secrecion de &cido
mediante la activacion del receptor H, presente en la célula parietal. De los
cuatro receptores de histamina conocidos (Hi, H,, Hz y Hy), el receptor H, es
crucial en la regulacion de la secrecion géstrica de acido (128, 130). Se han
desarrollado potentes antagonistas H, para inhibir la secrecién de acido basal
y estimulada por comida en humanos. Entre 1970 y 1990 estas drogas
revolucionaron rapidamente la terapia de las enfermedades pépticas
relacionadas con el &cido debido a que proporcionaban una potente inhibicién
temporal de la secrecion de &cido. El hallazgo de que los antagonistas del
receptor H, casi abolian la secrecion de &cido estimulada por gastrina o
comida mediante el bloqueo del receptor presente en la célula parietal,
proporcionaba un gran apoyo a la teoria de que la histamina es el mediador
final comun de la estimulacién de la secrecion de acido (128).

Acetilcolina (ACh). La accion de la ACh sobre la secrecién géastrica de
acido en la mucosa oxintica del estbmago humano es compleja y no esta
completamente dilucidada. Se ha debatido sobre si la acetilcolina, liberada por
las neuronas intramurales en el fundus géstrico, actia predominantemente a
través de receptores muscarinicos M; presentes en la célula parietal o a través
de la liberacion de histamina por las células ECL. El incremento en la secreciéon
de &cido inducida por el agente muscarinico carbacol no se acompafiaba de
liberacion de histamina o incremento del enzima histidina decarboxilasa en
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ratas y en perros. Ademas, se ha visto que s6lo una minoria de células ECL
responden al carbacol, Estos datos en conjunto sugieren que la secrecion de
acido inducida por acetilcolina es debida a un efecto directo sobre la célula
parietal y no depende de la liberacion de histamina por las células ECL (130).

Somatostatina fundica. La somatostatina es un potente inhibidor de
la secrecion géastrica de é&cido en la mucosa oxintica. La somatostatina
secretada por las células D antrales y fundicas ejerce una inhibicion dual: en la
liberacién de gastrina antral (interaccion célula D-célula G) y en la secrecién
de la célula parietal fundica (interaccién célula D-célula P). Al contrario que en
el antro, las células D fundicas son del tipo cerrado, no estableciendo contacto
con la luz géstrica. Puesto que estas células son incapaces de detectar la
acidez real del jugo géstrico, su principal accién es ejercer una inhibicién
tonica de la liberacion de histamina en las células ECL y de la secrecion de
acido en las células parietales, mediante la activacion de los receptores sst,
presentes en dichas células (128, 131). Las células D fundicas expresan
distintos receptores en su superficie, la mayoria de los cuales son receptores
colinérgicos de los subtipos M, y M4, que inhiben la liberacién de
somatostatina, y el receptor CCK; (CCK-A), al que se une especificamente con
una alta afinidad la colecistoquinina (CCK) pero no la gastrina, que estimula la
liberacién de somatostatina (128).

Las enterogastronas inhiben la secrecion de acido mediante la
estimulacién de la liberacion de somatostatina. El término “enterogastronas”
fue introducido para describir el factor(es) intestinal indefinido responsable de

la inhibicion de la secrecion géstrica de acido tras la ingesta de grasa .

Entre los candidatos a enterogastronas se incluyen colecistoquinina
(CCK), secretina, neurotensina (NT), péptido YY (PYY), péptido intestinal
vasoactivo (VIP), polipéptido hipofisario activador de la adenilato ciclasa
(PACAP), polipéptido inhibidor gastrico (GIP), péptidos simil-glucagon 1 y 2
(GLP-1, GLP-2) y enteroglucagon (128, 131).

La mayoria de las enterogastronas ejercen su accion inhibidora sobre la

secrecion de &acido indirectamente, mediante la estimulacion de la liberacion
de somatostatina por las células D (128).

26



INTRODUCCION

Otros factores. Las prostaglandinas, principalmente PGE;, inhiben
directa y especificamente la secrecion gastrica de acido estimulada por
histamina, actuando posiblemente sobre un receptor EP; presente en la
membrana plasmética de la célula parietal (143). La adenosina estimula y el
ATP inhibe la secrecién géstrica de &cido en preparaciones de glandulas y en
preparaciones de células parietales de mucosa gastrica de conejo (4, 5, 53-
56).

1.3.2. Mediadores intracelulares en la célula parietal

Como se ha descrito previamente, la célula parietal gastrica es una
compleja estructura bioldgica controlada por una gran variedad de hormonas y
neurotransmisores. Estos agentes interactlan con receptores especificos
presentes en la superficie celular y, como consecuencia, se produce un flujo de
informacién hacia el ndcleo de la célula mediante muy complejas y
organizadas vias de transduccion. En el nucleo se activan procesos especificos
de trascripcion que conducen a la expresion de funciones celulares
especializadas. Se han estudiado y caracterizado numerosas vias de
transduccién en las células parietales géstricas.

Una de ellas es la via de los receptores asociados al enzima adenilato
ciclasa (33). Tales receptores estdn acoplados a proteinas G que, en cada
caso, inhiben (G;) o estimulan (G;) la actividad adenilato ciclasa. El incremento
de la actividad de este enzima aumenta los niveles de AMPc citoplasmaticos
(Figura 10). Como consecuencia, se produce la activacion de proteina
quinasas dependientes del AMPc, tales como proteina quinasa A (PKA), que
fomentaran la fosforilacion de diversas proteinas intracelulares: ezrina,
canales de CI" y canales de K*.

Una segunda cascada importante de transduccion de mensajeros
intracelulares es aquella en la que intervienen los fosfolipidos de membrana,
especialmente los fosfolipidos inositol (33). Los receptores estan unidos a esta
via a través de una proteina G (G4, probablemente) cuya activacion conduce a
la hidrdlisis del fosfatidilinositol bifosfato (PIP,) (Figura 11); la reaccion es
catalizada por la fosfolipasa C y los productos de la misma son el diacilglicerol
(DAG) vy el inositol trifosfato (IP3). El IP; origina el incremento de los niveles
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de calcio citosolicos, y el DAG promueve la traslocacion de una proteina
quinasa Ca”*-fosfolipido-dependiente (como la proteina quinasa C) desde el
citoplasma hasta su sitio activo en la membrana celular. El incremento de la
concentracion intracelular de calcio ([Ca®*]) activa diversos enzimas calcio-
dependientes, tales como calmodulina quinasas, y promueve la traslocacion y
activacion de proteina quinasa C (PKC).

Aunque clasicamente se ha descrito que la activacion del receptor esta
unida a una Unica cascada de transduccion, es evidente que puede ocurrir una
interaccion entre las diversas vias mediadoras (33).

La estimulacion de la secrecién de &cido provocada por la histamina
seria mediada principalmente por la activacién de la adenilato ciclasa en las
células parietales (143). No obstante, la estimulacion del receptor de
histamina H, en células parietales de perro puede conducir, ademas, a un
aumento de los niveles de IP; y [Ca®']; a través de una via independiente
(33).

La activacion de los receptores M; de acetilcolina y de los receptores
CCK, de gastrina incrementa la formacién de IP; y DAG en las células
parietales (143). Como se ha comentado anteriormente, el aumento de IP;
elevaria la concentracion de Ca?* intracelular, lo gue conduciria a la activacién
de diversas cascadas enzimaticas, entre ellas la de la calmodulina quinasa; y
el DAG, por su parte, activa la PKC.

Se ha demostrado que el carbacol puede conducir a la activaciéon de la
proteina quinasa 1l dependiente de Ca**/calmodulina (CaMKII) en las células
parietales (33). Debido a que CaMKII regula la funcion del citosqueleto, esta
proteina quinasa podria jugar un papel en las dramaticas transformaciones
morfoldgicas que sufren las células parietales durante su estimulacion.

La accion de PKC en las células parietales es compleja (33). La
activacion directa del PKC por ésteres de forbol produce un aumento en la
actividad secretora acida. La inhibicion del PKC por el inhibidor especifico Ro
31-8220 bloquea la captacién de aminopirina estimulada por el carbacol en
células parietales aisladas de rata. Sin embargo, el pretratamiento de las
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células parietales caninas con ésteres de forbol disminuye los efectos
estimulatorios del carbacol y la gastrina, mientras que Ro 31-8220 potencia la
captacion de '#C-aminopirina en glandulas gastricas de conejo estimuladas
tanto por carbacol como por histamina. Numerosos factores pueden ser
responsables de estas observaciones contradictorias. Uno de ellos es que la
proteina quinasa C puede inducir la regulacion de los receptores muscarinicos
y de los receptores de gastrina en las células parietales; el mecanismo de este
efecto no estd claro pero puede deberse a la fosforilacién del receptor.
Ademas, debido a que PKC comprende una gran familia de proteinas con
diferentes propiedades bioquimicas y funcionales, pueden existir diferencias
especificas de especie tanto en la funcion como en la localizacion celular de las
isoformas de la proteina quinasa C. Se han analizado los diferentes subtipos
de proteina quinasas C presentes en las células parietales de conejo y se ha
observado que abundan las isoformas PKC-g, PKC-u, PKC-1, PKC-A y PKC-C y
que las células parietales de conejo también expresan bajos niveles de las
isoformas PKC-a y -B. El PKC-¢ se localiza en un compartimiento de la célula
parietal que contiene filamentos de actina, por lo que se ha sugerido que la
proteina quinasa C podria inhibir la secrecién géstrica de acido mediante la
fosforilacién y modificacion de proteinas del citosqueleto.

Ademas de estas vias de transduccidn bien establecidas, estudios
recientes han indicado que las células parietales de los mamiferos contienen
multiples miembros de una familia de proteinas recientemente descubierta y
conocida como proteina quinasas activadas por mitégenos o proteina quinasas
reguladas por mediadores extracelulares (MAPKs/ERKs) (129-131).

La activacion de MAPKsS/ERKs fue inicialmente descrita en la
estimulacion celular originada por el factor de crecimiento epidérmico (EGF).
La activacion del receptor EGF por el ligando especifico induce la dimerizacién
del receptor y la autofosforilacién de sus residuos de tirosina, lo cual conduce
al ensamblaje de un complejo multiproteico capaz de activar distintas
moléculas mediadoras, entre ellas las proteina quinasas de la familia Raf.
Estas proteinas Raf activan las quinasas MAPK, las cuales fosforilan y activan
las MAPKs. Las MAPKS/ERKs son proteina quinasas que fosforilan numerosas
proteinas celulares, entre las que se incluyen quinasas finales (quinasa S6 de
90-kd) y factores de transcripcion (Elk-1, Sap-1) que regulan la transcripciéon
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del gen c-fos (Figura 12). La activacion de la funcion genética y de las
proteina quinasas finales conduce al crecimiento, a la proliferacion y a la
diferenciacion celular.
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Los secretagogos del &cido gastrico pueden regular la actividad ERK
(33). El carbacol es el mas potente inductor de la actividad ERK2 en células
parietales gastricas de perro, la gastrina y EGF tienen efectos estimuladores
mas débiles, y la histamina no produce ningun efecto. Tanto el carbacol como
EGF inducen las ERKs en células parietales aisladas de conejo.

Se ha explorado el mecanismo por el cual la somatostatina inhibe la
secrecién de acido en las células parietales. Por un lado, parece ser que la
somatostatina inhibe la generacion de AMPc a través de una proteina G
inhibidora que regula la actividad de la adenilato ciclasa. Por otra parte, la
somatostatina actuaria en un sitio distal de la activacion de las cascadas de
transduccién intracelulares. En este sentido, se ha observado que la
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somatostatina inhibe la induccién de la transcripcion del gen c-fos en células
parietales de perro estimuladas tanto por carbacol como por histamina (33).

1.4. ATP EXTRACELULAR Y SECRECION GASTRICA DE ACIDO

1.4.1. ATP extracelular y receptores P2Y

Las purinas (adenosina, ADP, y ATP) y pirimidinas (UDP y UTP)
extracelulares son importantes moléculas transductoras que median diversos
efectos bioldgicos a través de receptores de superficie celular denominados en
un principio “purinoceptores” (116).

Los receptores “purinérgicos” fueron reconocidos oficialmente en primer
lugar por Burnstock en 1978 (21), cuando propuso que éstos podian ser
divididos en los denominados “purinoceptores P,”, en los cuales la adenosina
es el principal ligando natural, y los “purinoceptores P,”, que reconocen ATP y
ADP. Para esta division se basaba en diversos criterios, principalmente en las
potencias relativas de ATP, ADP, AMP, y adenosina, el antagonismo selectivo
de los efectos de la adenosina por las metilxantinas, la activacion de la
adenilato ciclasa por la adenosina, y la estimulacion de la sintesis de
prostaglandinas por ATP y ADP. Esta division sigue constituyendo una parte
fundamental de la clasificacion de los receptores de purinas; no obstante,
actualmente los receptores de adenosina/P1 y los receptores P2 se
caracterizan principalmente teniendo en cuenta sus distintas estructuras
moleculares, ademéas de sus distintos sistemas efectores, perfiles
farmacoldgicos, y distribuciones tisulares. Los receptores de pirimidinas se
incluyen hoy dentro de la familia de los receptores P2 (48, 49). Se ha
recomendado que “receptor P1” y “receptor P2” reemplace a la terminologia
“purinoceptor-P;/P,"” (49). Los términos “receptor de adenosina” y “receptor
P1” son sin6bnimos.

Los receptores de adenosina/P1 se han subdividido posteriormente en
cuatro subtipos, A;, Ao, Az, Y Az, basandose en sus distintas estructuras
moleculares, distribucion tisular y perfiles farmacolégicos. Todos estan
acoplados a proteinas G.
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En 1985, Burnstock y Kennedy (22) propusieron la clasificacion de los
receptores P2 en “purinoceptores P,x"” y “purinoceptores P,,”, basandose en los
distintos perfiles farmacologicos y las diferentes distribuciones tisulares
encontrados. Se observd que el “purinoceptor P," era activado mas
eficazmente por a,3-meATP y B,y-meATP, ambos anélogos estables del ATP. En
el “purinoceptor P,” 2-MeSATP era el agonista mas potente, y a,3-meATP y
B,y-meATP eran agonistas débiles o inactivos. Posteriormente, se observé que

U

el “purinoceptor P,¢" era desensibilizado selectivamente por o,3-meATP y
antagonizado por ANAPP;. Las distintas funciones y distribuciones tisulares
encontradas reforzaron esta division: se observd que los “purinoceptores Puy”
estaban presentes en vasos deferentes, vejiga urinaria y musculatura lisa
vascular, donde producian contraccion; y que los “purinoceptores P,,” estaban
presentes en taenia coli de cobaya y en células endoteliales vasculares, donde

originaban relajacion.

Otros receptores P2 identificados en tejidos bioldgicos, principalmente
por sus perfiles farmacolégicos, eran el receptor P, (activado igualmente por
ATP y por UTP; ampliamente distribuido), el receptor P, (receptor de ADP
presente en plaquetas; que media agregacion), y el receptor P,; (encontrado
en mastocitos y linfocitos; y media citotoxicidad y degranulacion) (57, 101).
Se propusieron también receptores P,s (151), Por (145), Py (113), receptores
especificos de nucleétidos de uridina (“pirimidinoceptores”) (145), receptor P3
(114) y P4 (45).

A raiz de la evidencia de que el ATP extracelular actuaba a través de
dos mecanismos de transducciéon diferentes, a saber, canales ibénicos
intrinsecos y receptores acoplados a proteinas G, y debido a la clonacién de los
primeros receptores de este grupo se suscito la revision de la nomenclatura de
los receptores P2. Ademas, estaba cada vez méas claro que existia una
significativa heterogeneidad en los receptores P2 nativos, tal y como se
reflejaba en la diversidad creciente de sus perfiles farmacologicos, de modo
que no podian acomodarse facilmente dentro del sistema de clasificacion de
receptores existente. Por ello, en 1994 se sugiri6 oficialmente que los
receptores P2 debian dividirse en dos grandes grupos, denominados P2X y
P2Y, basadndose en si se trataba de canales idnicos o de receptores acoplados a
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proteinas G, respectivamente; y que los subtipos se definirian segun las
diferentes estructuras de los receptores P2 de mamiferos (1, 9, 48).

Hasta la fecha, en mamiferos se han clonado, -caracterizado
farmacoldgicamente y aceptado como miembros validos de la familia de
receptores P2 siete receptores P2X (P2X;-7) (116) y ocho receptores P2Y (P2Y4,
P2Y,, P2Y,, P2Ys, P2Y11, P2Y15, P2Y13 y P2Y14) (39). El salto en la secuencia de
la numeracion de la familia de receptores P2Y es debido al reconocimiento de
que ciertos receptores han sido err6bneamente identificados como
pertenecientes a esta familia y posteriormente han sido retirados (116); es el
caso de los receptores P2Ys y P2Y;. Los receptores P2Yy y P2Y,, clonados
tampoco son receptores de nucle6tidos.

Actualmente se tiende a utilizar el nombre de los receptores clonados
en preferencia a la nomenclatura clasica, siempre que sea posible la
conversion desde el sistema antiguo a la nueva terminologia (116). Sin
embargo, debido a que en la mayoria de los casos esta caracterizacion es
todavia ambigua, se emplea el término “-like”. Por lo tanto, “receptor P2X;-
like” reemplaza al clasico “purinoceptor P,x"” del musculo liso, “receptor P2X;-
like” es utilizado en vez de “purinoceptor P,;”, “receptor P2Y;-like” es utilizado
en preferencia al clasico “purinoceptor P,y", y “receptor P2Y,-like” reemplaza a
“purinoceptor P,,”. No obstante estas recomendaciones, a lo largo de la
presente memoria cuando asi lo hemos creido conveniente hemos respetado la
nomenclatura utilizada en cada caso por los autores que se han citado tal y

como la publicaron originalmente en sus articulos.

Receptores P2Y clonados

Hasta el momento, han sido clonados y demostrado que actian como
receptores de los nucledtidos extracelulares en distintos sistemas fisiolégicos
once receptores P2Y. Se trata de proteinas receptoras con las caracteristicas
tipicas de los receptores acoplados a proteinas G, entre las que se incluye el
poseer siete dominios transmembrana hidrofébicos (Figura 13). Constan de
328 a 538 aminoacidos y poseen una masa molecular de aproximadamente
40-70 kDa tras su glicosilacion. De todos los receptores P2Y clonados, solo
ocho se expresan en tejidos humanos; son los receptores P2Y;, P2Y,, P2Y,,
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P2Ys, P2Y11, P2Y1,, P2Y.3 y P2Y,, (Tabla 1). El resto de los receptores se han
encontrado exclusivamente en especies no mamiferas, y podrian ser
homologos de los receptores P2Y de mamiferos (Tabla 1). En este sentido, el
receptor P2Y; (6 p2ys3) de ave se asemeja en la secuencia de los aminoécidos y
en las propiedades farmacoldgicas al receptor P2Ys de mamifero y el receptor
tp2y de pavo y el receptor p2ys expresado en la placa neural de Xenopus
laevis parecen ser similares al receptor P2Y, de rata (146).

Extracellular

Intracellular

Activacién por agonistas de los receptores P2Y

Las potencias agonistas determinadas en experimentos funcionales para
los receptores P2 nativos y recombinantes son a menudo dificiles de
interpretar. Los errores pueden ocurrir debido principalmente a: 1) la
existencia de nucledtidos contaminantes en las muestras comerciales
suministradas, 2) la liberacion de nucleédtidos enddgenos, o 3) la hidrélisis o
conversion de los nucledtidos exdgenos y endbégenos por la accion de
ectoenzimas. Estos efectos pueden ser minimizados mediante la purificacién de
las muestras, la realizacion de mediciones rapidas, o la adicion de enzimas
como la hexoquinasa y apirasa (para remover nucleétidos trifosfato
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contaminantes o nucle6tidos enddgenos liberados por las células).

Respecto a los perfiles de los agonistas que activan los receptores P2Y,
se distinguen dos caracteristicas importantes (Tabla 1). La primera de ellas se
refiere a la selectividad respecto a la base del nucleotido: los receptores P2Yy,
P2Y:1, P2Y1, y P2Y;13 son selectivos para los nucleétidos de adenina, mientras
que el resto de los receptores P2Y pueden ser activados por nucleotidos
uracilo. La segunda caracteristica esta relacionada con la preferencia por los
nucleétidos difosfato (P2Y;, P2Ys, P2Ys, P2Yi,, P2Yi13 y P2Yy,) o nucleétidos
trifosfato (Tabla 1).

Receptores P2Y selectivos de nucleétidos de adenina

P2Y,: El receptor P2Y, (Tabla 1) fue primeramente clonado a partir de
cerebro de embrién de pollo (149). Més tarde fue detectado en varias especies
de mamiferos, incluido el hombre. En todas las especies estudiadas, el
receptor es selectivo para los nucledtidos de adenina. Es activado por
nucleétidos difosfato y trifosfato de adenina tales como ADP, ATP, 2-MeSADP,
2-MeSATP y ATPaS, y no es activado por nucleétidos de uracilo. El 2-MeSADP
parece ser un agonista extremadamente potente. Los receptores P2Y; de
humanos y de rata prefieren los nucleétidos difosfato a los nucleétidos
trifosfato. Se ha encontrado que, dependiendo de las condiciones de ensayo vy,
posiblemente, de la densidad de receptores, los nucleétidos trifosfato pueden
comportarse como agonistas plenos, como agonistas parciales o como
antagonistas del receptor P2Y; humano (60, 81, 109). El receptor P2Y; clonado

I A\

se trata muy probablemente del “purinoceptor P,y"” definido funcionalmente
(116) ), el cual se ha demostrado que actia en una gran variedad de tejidos,
entre ellos en el musculo liso, endotelio y tejido neuronal. Media respuestas
tales como relajaciéon muscular y liberacién de diversas sustancias tales como
factores de relajacion derivados del endotelio (6xido nitrico) y prostaglandinas.
De acuerdo con ello, el ARNm del receptor P2Y; es expresado en el corazon,
musculo esquelético, endotelio adrtico, pancreas, bazo, cerebro y médula
espinal. El receptor P2Y; es expresado también en las plaquetas, donde juega

un papel crucial en la agregacion plaquetaria inducida por el ADP (42, 82).

P2Y.:: El receptor P2Y;; (Tabla 1) humano es el Unico receptor P2Y
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clonado selectivo para el ATP. Es también activado por analogos del ATP tales
como ATPyS. Se ha observado que este receptor puede actuar sobre la
diferenciacién de los inmunocitos (28).

P2Yy,: El receptor P2Y,, (Tabla 1), anteriormente denominado P,r, es
activado por el ADP, y promueve la degranulacion y agregacion plaquetaria
(98).

P2Yi13: El receptor P2Y;3 (Tabal 1), anteriormente descrito como el
receptor huérfano GPR86, tiene una alta afinidad por el ADP y se expresa
predominantemente en bazo y cerebro humano (30).

Receptores P2Y activados por nucleétidos de uracilo

P2Y,: Los receptores P2Y, (Tabla 1) han sido clonados a partir de
tejidos y células de humanos, de rata y de ratdén . Los nucleétidos trifosfato
tales como UTP, ATP, Ap4A, UTPyS y ATPyS son agonistas plenos de este
receptor. Cuando los ensayos se han llevado a cabo en condiciones en las que
se impide la conversion enzimética de los nucleotidos, se ha observado que
UDP y ADP no activan el receptor (97), lo que indica que este receptor es
selectivo para los nucledtidos trifosfato. EI ARNm del receptor P2Y, tiene una
amplia distribucién tisular y esta presente en grandes cantidades en pulmén,
corazén, mausculo esquelético, bazo, rifidn, higado y epitelio (89, 110). No
todos, pero si algunos de los receptores P,y definidos funcionalmente
probablemente correspondan a receptores P2Y,. Recientemente se ha
comprobado en ratones deficientes en receptores P2Y, el importante papel
desempefiado por este receptor en la regulacion del transporte idnico en el
epitelio respiratorio (31).

P2Y,: Originalmente se describié que el receptor P2Y, (Tabla 1) era
altamente selectivo para los nucleotidos de uracilo. M&s tarde se comprobd que
esto era verdad en el caso de los receptores P2Y, de humanos, pero no en el
caso del receptor P2Y, de rata. Cuando se testaron en los receptores P2Y,
expresados en humanos bajo condiciones que aseguraban la estabilidad de los
nucledétidos, el UTP y el ATP se comportaron como agonistas plenos, siendo el
UTP 50 veces méas potente que el ATP; los nucleétidos difosfato UDP y ADP
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eran inactivos (97). A diferencia del homologo humano, el receptor P2Y, de
rata es activado aproximadamente por igual por UTP, ATP y otros nucleétidos
trifosfato tales como Ap4A. Por lo tanto, el receptor P2Y, de rata explicaria otra
porcion de los receptores P,y definidos funcionalmente. EI ARNm del receptor
P2Y, tiene una distribucién restringida; se expresa en la placenta y, ya en
menor proporcion, en pulmon y masculo liso vascular (40).

tp2y: el receptor tp2y (Tabla 1) de pavo tiene un perfil agonista similar
a la del receptor P2Y, de rata. Tanto el UTP como el ATP son agonistas plenos
de este receptor.

P2Ys: Los receptores P2Ygs de humano y de rata pertenecen claramente
a los receptores que prefieren los nucleétidos difosfato (Tabla 1). En el
receptor P2Y¢ el UDP es aproximadamente 100 veces mas potente que el UTP
(97). ElI ADP, ATP y sus derivados 2-metiltio son casi inactivos. El ARNm del
receptor P2Ys es detectado en abundancia en varios tejidos, entre los que se
incluyen pulmén, corazén, aorta, tracto digestivo, bazo, placenta, timo y
cerebro.

P2Y; 0 p2y;: El receptor P2Y; (Tabla 1) de ave responde tanto al UDP
como al ADP cuando se expresa en oocitos de Xenopus o0 en células de
mamiferos (86). Estudiando su secuencia de aminoacidos, se observa que este
receptor esta muy estrechamente relacionado con el receptor P2Ye de
mamifero. Ademas, ambos receptores, el P2Y; de ave y el P2Ys de mamifero,
tienen en comun que pueden ser activados por UDP y muestran preferencia
por los nucleétidos difosfato. EI ARNm del receptor P2Y; se detecta en bazo,
médula espinal, rifion y pulmén.

p2ys: EI UTP, CTP, ATP, ITP y GTP son agonistas con la misma potencia
del receptor p2ys (Tabla 1) expresado en los oocitos de Xenopus. El 2-MeSATP
y el a,p-meATP son inactivos. Se ha sugerido que este receptor desempefa
una funcion en el desarrollo del sistema nervioso de Xenopus laevis (14).

P2Y14: El receptor P2Y;4, o0 receptor de UDP-glucosa (Tabla 1),

anteriormente denominado GPR105 & KIAA0001, ha sido recientemente
clonado a partir de tejido humano. Responde especificamente a UDP-glucosa y
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similares nucleétidos difosfato azucarados y no es activado por ATP, ADP, UTP
0 UDP (2).

Bloqueo por antagonistas de los receptores P2Y

El empleo de antagonistas es muy importante a la hora de dilucidar el
papel fisiolégico de los receptores. Desafortunadamente, no se dispone de
antagonistas selectivos de los subtipos de receptores P2. No obstante, el uso
combinado de los agonistas preferentes de subtipo y de algunos de los
antagonistas que se analizaran mas tarde puede permitir la caracterizacion del
subtipo de receptor P2Y nativo (146).

P2Y,: En algunos casos el ATP actia como antagonista del receptor
P2Y, (60, 81, 109). Los analogos bifosfato de la adenosina tales como 3" -
fosfato-5"-fosfato de adenosina y 3 -fosfato-5"-fosfosulfato de adenosina
(A3P5PS) bloquean las respuestas mediadas por el receptor P2Y; con valores
pA; de 5,7 y 6,5, respectivamente (16). Hasta la fecha, el derivado 2" -deoxi-
N®-metiladenosina-3~,5” -bifosfato (MRS 2179) es el antagonista mas potente
y selectivo del receptor P2Y; (25) (Tabla 1). Se ha demostrado que este
derivado bifosfato actia como antagonista competitivo del receptor P2Y; de
pavo con un valor pA; de 6,99. En el receptor P2Y; humano se ha calculado
para el MRS 2179 una valor de pKg aparente de 6,75. El reactivo blue 2, la
suramina y el PPADS (75, 77) también actian como antagonistas de los
receptores P2Y;, con aproximadamente similares potencias antagonistas (Tabla
1).

P2Y,: La suramina bloquea las respuestas mediadas por el receptor
P2Y, (Tabla 1); sin embargo, su afinidad por este receptor parece ser 10 veces
menor que la encontrada para el receptor P2Y; (146). El PPADS y el MRS 2179
no actian como antagonistas del receptor P2Y, (Tabla 1).

P2Y,: Un hecho que sirve para discriminar entre los receptores P2Y, y el
P2Y, es que la suramina bloquea el primero de ellos pero no el segundo (Tabla
1). Se ha descrito que el “purinoceptor P,,"” definido funcionalmente puede ser,
segun los casos, sensible o insensible a la suramina. Por lo tanto, el

n

“purinoceptor P,,” sensible a la suramina podria ser el receptor P2Y, y el
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insensible a la suramina el receptor P2Y, (146). El PPADS redujo la respuesta
méaxima en los receptores P2Y, humanos, por el contrario, no produjo ningun
efecto en los receptores P2Y, de rata (Tabla 1). El reactivo blue 2 causa una
modesta reduccion de las respuestas inducidas por agonistas en los receptores
P2Y, humanos, y suprime por completo las respuestas en el receptor P2Y, de
rata (Tabla 1).

P2Ys: El receptor P2Y¢ es bloqueado por el reactivo blue 2, PPADS y
suramina con potencias antagonistas aparentes decrecientes respectivamente
(Tabla 1) (146).

P2Y,;: La suramina es un antagonista del receptor P2Y,; humano con un
valor pA, de 6,09 (Tabla 1), por lo tanto, es ligeramente mas potente que en el
receptor P2Y; humano (146). Las respuestas mediadas por el receptor P2Y;
son también inhibidas por el reactivo blue 2, pero no por PPADS (146) (Tabla
1). No se conoce si el MRS 2179 actia como antagonista de los receptores
P2Y11, sin embargo, se ha observado que otro derivado bifosfato, el A3P5PS se
comporta como agonista parcial del receptor P2Y; (29).

P2Y1,: El compuesto AR-C69931MX y el 2-MeSAMP son antagonistas del
receptor P2Y,, (147; Tabla 1).

P2Y,3: Se ha observado que el MRS 2179 3uM no es capaz de bloquear
el receptor P2Y,3 (147; Tabla 1).

P2Y14: No existen datos sobre compuestos que antagonicen las
respuestas en el receptor P2Y,4 (147; Tabla 1).

p2ys; 0 P2Y;: El receptor P2Y; es blogqueado por suramina y reactivo blue
2 (146; Tabla 1).

tp2y: La suramina, PPADS y A3P5PS, utilizados todos a la dosis de 100
uM, no actiian como antagonistas del receptor tp2y (18; Tabla 1).

p2ys: Se ha demostrado que la suramina suprime las respuestas
mediadas por el receptor p2ys (Tabla 1).
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Tabla 1.

Subtipos de

receptor

expresados. Adaptada de von Kiigelgen and Wetter (147).

P2Y clonados y funcionalmente

Receptor Species Tissue Cloned from Principle Agonists Principle
Subtype Distribution Antagonists
P2Y; Human Wide including | Blood Platelets | 2-MeSADP> ADP> MRS2179
platelets, heart, 2-MeSATP> ATP Reactive blue 2
skeletal muscle, | Whole Blood Suramin
neuronal tissue, PPADS
digestive tract | Erythro
leukaemia cells
Genomic DNA
Placenta
Mouse See above | Insulinoma cells | 2-MeSATP> 2-Chloro-ATP | No data
> ATP
Embryonic stem
cells
Rat See above Insulinoma cells | 2-MeSADP = 2-MeSATP > || PPADS
ADP > ATP
Bovine See above Corpus 2-MeSATP > ATP No data
Callosum, glial
cells
Aortic
endothelial cells
Chicken See above Brain 2-MeSATP > ATP > ADP Suramin
Reactive blue 2
Turkey See above Brain 2-MeSATP > ATP > ADP MRS2179
PPADS
Suramin
P2Y, Human Wide including | Airway UTP = ATP > Ap4A > ATP | Suramin
lung, heart, epithelium,
skeletal muscle, || epithelial cell,
spleen, kidney || CF/T43 cells
Mouse See above Neuro-blastoma | UTP = ATP > Ap4A No data
cells, NG108-15
cells
Rat See above Pituitary UTP = ATP No data
Alveolar type Il
cell
Smooth muscle
cell cDNA
library
P2Y; Chicken Spleen, kidney, || Brain ADP > UTP > UDP Reactive blue 2
CNS Suramin
Turkey See above Genomic DNA UDP > 5-Bromo-UDP > No data

2-MeSADP > ADP
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P2Y, Human Placenta, lung, ‘ Genomic DNA || UTP > UTPyS >> ATP, PPADS
vascular | UDP Reactive blue 2
smooth muscle || Chromosome X
‘Pancreas |
Rat See above ‘ Brain UTP = ATP = ITP = Ap4A Reactive blue 2
Liver
Mouse See above ‘ N.I. ‘ No data No data
P2Ys Human Wide including ‘ Placenta UDP = 5-Bromo-UDP >>
lung, heart, - UTP > 2-MeSADP Reactive blue 2
aorta, spleen, Stimulated T- PPADS
placenta, lymphocyte
thymus,
intestine, brain
Rat See above Aortic smooth UDP > UTP > ADP > Reactive blue 2
muscle cells 2-MeSATP
p2ys Xenopus Neural plate Neural plate UTP =CTP =ATP =ITP = | Suramin
laevis GTP
P2Y1; Human Spleen, Placenta ATPyS = Benzoyl-Benzoyl- | Suramin
intestine, ATP > ATP > 2-MeSATP Reactive blue 2
immunocytes
P2Y, Human Platelets, brain | Platelets 2-MeSADP > ADP AR-C69931MX
>> 2-MeSAMP
| Rat | See above Platelets See above 2-MeSAMP
P2Y; Human Spleen, Spleen, 2-MeSADP = ADP > No blockade by
leucocytes, neutrophil ADPBS > IDP MRS2179 3 uM
bone marrow, granulocytes
placenta, liver,
brain
Mouse Spleen, Spleen 2-MeSADP = ADP = No data
leucocytes, ADP@S = IDP
liver, brain
tp2y Turkey No data Blood UTP = ATP > Ap4A > No data
ATPyS
P2Y 14 | Human | No data ‘ Myeloblast ‘ UDP-Glucose ‘ No data
| Rat | No data ‘ N.I. ‘ UDP-Glucose ‘ No data
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Vias de transduccién de los receptores P2Y

La mayoria de los receptores P2Y clonados y definidos funcionalmente
se pueden acoplar a la via del inositol trifosfato (IP3), que consiste en la
activacion de la fosfolipasa C, incremento de los inositol fosfatos y movilizacion
del Ca*" procedente de almacenes intracelulares (59, 124, 125) (Tabla 2). El
Ca’" intracelular controlara directamente la funciéon celular. Ademas, se ha
observado que secundariamente a la activacion de la fosfolipasa C otras vias
de transduccion, tales como proteina quinasa C, fosfolipasa A,, canales idnicos
sensibles al Ca*" y formacion de factores de relajacion derivados del endotelio
estan implicados en la mediacion de las respuestas derivadas de la activacion
de los receptores P2Y nativos (116). La via de transduccién final especifica
parece depender no solo del subtipo de receptor P2Y sino también del tipo
celular que expresa el receptor (116).

Las secuencias de las regiones implicadas en el acoplamiento a
proteinas G varian muchisimo en los distintos receptores P2Y. Esto sugiere que
los diferentes subtipos de receptores P2Y se acoplan a diversas subclases de
proteinas G. En este sentido, el acoplamiento entre la fosfolipasa C y los
receptores P2Y;, P2Yg y P2Y;; parece ser resistente a la toxina pertusica (26,
28, 43, 94, 118). Por el contrario, se ha observado que las respuestas
mediadas por los receptores P2Y, y P2Y, son parcialmente sensibles a la toxina
pertusica, lo que indica un acoplamiento de estos receptores tanto a proteinas
G sensibles a la toxina pertusica (Gj,) como a proteinas G insensibles a la
toxina pertasica (Gg11) (27, 69, 94, 110). La toxina pertusica suprime
totalmente la respuesta agonista en el receptor P2Y,4, lo que confirma que este
receptor esté acoplado a proteinas G de la clase G, (2).

Se ha descrito que varios receptores P2Y clonados se acoplan a la
adenilato ciclasa (146) (Tabla 2). El receptor P2Y;; humano media una
estimulaciéon de la actividad adenilato ciclasa (28). La activaciéon de los
receptores tp2y (17) y P2Y;, (142) conduce a una inhibicion de la adenilato
ciclasa. La activacién del receptor P2Y;3 por bajas concentraciones de ADP
conduce a una inhibicion de la adenilato ciclasa, mientras que la activacién por
altas concentraciones de este agonista estimula el enzima; esto sugiere que el
receptor se acopla a dos proteinas G de efectos opuestos; no se conoce, sin
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embargo el significado fisioldgico de este acoplamiento simultaneo (30).

Tabla 2. Vias de transduccion de los receptores P2Y. Adaptado de
Dubyak (39)

Subtipo de receptor Proteina G /via de transduccion
P2Y, Gy ™ PI-PLC
P2Y, Gy ™ PI-PLC
P2Y, Gy —* PI-PLC
P2Yq Gy —* PI-PLC
P2Y1, Gy *PI-PLCy Gs — AC
P2Y1, G; — AC/otras
P2Yi3 G; — AC/otras
P2Y 14 G; — AC/otras

Otras vias de transduccion a las que probablemente se acoplan los
receptores P2Y a través de las proteinas G son la via de la quinasa
dependiente de Rho, la via de las proteina quinasas activadas por mitégenos y

la via de los canales i6nicos (146).

1.4.2. Influencia del ATP extracelular en la secrecion gastrica de

acido

A pesar de la gran cantidad de estudios que se han publicado sobre los
efectos bioldgicos del ATP extracelular, existe poca informacion respecto a la
influencia de este nucle6tido sobre la secrecién géstrica de acido.

La primera publicacion en este sentido fue realizada por Kidder en 1971
(73), quien observ6 que el ATP inhibia la secrecién de acido en preparaciones

de mucosa gastrica de rana.
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Posteriormente se confirmd este mismo efecto antisecretor para el ATP
en preparaciones de glandulas gastricas de conejo (4, 53-55).

En células parietales de mucosa gastrica de conejo estimuladas con
histamina el ATP y el 2-MeSATP promueven un efecto inhibidor neto y
significativo sobre la secrecién de acido, siendo méas potente el efecto de 2-
MeSATP que el de ATP. En contrapartida, el B,y-meATP, agonista selectivo de
“purinoceptores P,x”, carece de efecto inhibidor sobre la produccion de acido
en células parietales estimuladas con histamina. Por su parte, el nucleotido
pirimidinico UTP tampoco induce inhibicion significativa sobre la acumulacién
de aminopirina (AP) estimulada por histamina. El orden de potencia agonista
de estos nucleétidos como inhibidores de la secrecion de é&cido en células
parietales estimuladas con histamina es 2-MeSATP > ATP >> B,y-meATP, UTP
(56). Este patron de actividad est4d de acuerdo con el convencionalmente
descrito para “purinoceptores P,y" (48).

La ausencia de un efecto inhibidor detectable por parte del §,y-meATP y
del UTP, tanto en células parietales no estimuladas como en estimuladas con

A\

histamina u otros secretagogos, sugiere que no hay ni “purinoceptores Pyy" ni

“receptores P,y”, respectivamente, en las células parietales de conejo.

Puesto que los experimentos se han realizado utilizando preparaciones
enriquecidas en células parietales, se puede deducir, ademas, que el ATP
inhibe la accion estimuladora de la histamina actuando directamente sobre la
célula parietal (56).

En este sentido, en un estudio autorradiografico de secciones de fundus
de conejo con [**S]dATPaS, considerado como radioligando para receptores
P2Y, se observa que el radioligando se distribuye selectivamente en la mucosa
géastrica (144). Paralelamente a esta distribucion selectiva se aprecia una alta
densidad de unién del radioligando en los ensayos de union llevados a cabo
con preparaciones de homogenados “crudos” de membrana plasmatica
obtenidos a partir de glandulas gastricas de conejo (144).

Al examinar y comparar la accion del ATP y andalogos sobre las
respuestas secretoras inducidas por distintos secretagogos de la célula parietal
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géstrica, se puede apreciar que, mientras en las células parietales estimuladas
con histamina el perfil inhibidor 2-MeSATP > ATP >> f,y-meATP se mantiene,
ninguno de los tres nucleétidos purinicos modifica de modo significativo las
respuestas secretoras inducidas por carbacol, dibutiril-AMPc o el derivado de
adenosina 57 -N-etil-carboxamido-adenosina (NECA). De estos resultados,
compatibles con los observados previamente en glandulas géstricas, se deduce
que el efecto antisecretor del ATP es “selectivo” para el secretagogo histamina
(56).

Ademas, parece evidente que el mecanismo de accion del ATP no
implica el bloqueo de algun proceso “alejado” dentro de la secuencia de
acontecimientos que conducen al acoplamiento “estimulo-secreciéon”; puesto
que de ser asi, el ATP y su analogo 2-MeSATP inhibirian la secrecion de acido
en la célula parietal con independencia del tipo de secretagogo utilizado.

Los resultados sobre la respuesta secretora de NECA, que estimula la
secrecion de acido en las células parietales de conejo mediante la activacion de
receptores P1 subtipo A,z acoplados a adenilato ciclasa y, subsecuentemente,
a la produccion de AMPc (5, 108), asi como los obtenidos sobre la respuesta
secretora a dibutiril-AMPc, que presumiblemente imita a la histamina (138),
sugieren que el ATP inhibe la secrecion de &cido estimulada por histamina en
un nivel préoximo a las etapas que conducen a la formacion de AMPc.

Se ha observado que la indometacina, un conocido inhibidor de la
biosintesis de prostaglandinas, reduce de manera intensa y significativa la
accion inhibidora del ATP sobre la acumulacion de AP en células parietales
estimuladas con histamina (56). No obstante, la preincubacion de las células
con indometacina 10uM durante 10 minutos, concentracion y tiempo
suficientes para bloquear la ruta de sintesis de prostaglandinas, no se
acompafa de un bloqueo completo del efecto del ATP. Estos hallazgos sugieren
la existencia de, por lo menos, dos vias de transduccion diferentes a través de
las cuales el ATP inhibe la secrecion gastrica de acido en células parietales
estimuladas por histamina. Por un lado el ATP activaria en estas células la via
de la produccion de prostaglandinas y, por otro, estaria conectado a una
proteina G; de membrana que inhibe la adenilato ciclasa acoplada a receptores
H, de histamina en la célula parietal (56).
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OBJETIVOS

2.1. ANTECEDENTES

Tanto la adenosina como los nucleodtidos derivados de adenina acttan
como efectores extracelulares capaces de producir importantes acciones en un
gran numero de sistemas biologicos. La mayor parte de estas acciones son
mediadas por receptores especificos denominados receptores de adenosina o
receptores P1 y receptores de nucledtidos o receptores P2. (Para detalles y
bibliografia ver revision).

Un aspecto que ha suscitado interés es el referido a la posible participacion de
estas purinas en la regulacion de las secreciones digestivas, en particular de la
secrecion géastrica de éacido. Asi, a las primeras evidencias experimentales en este
sentido que se conacieron en 1971 se han venido afiadiendo en afios posteriores
publicaciones que apoyan fehacientemente que las purinas adenosina y ATP
intervienen en la regulacion del proceso de la secrecion de &cido en el estbmago (4, 5,
53-55, 73, 108).

Segun las aportaciones derivadas de estas investigaciones es posible
considerar que, en preparaciones obtenidas a partir de estbmago de conejo, los
compuestos de adenosina promueven la estimulacién de la secrecion gastrica de &cido
y que los compuestos de ATP promueven su inhibicién (4, 5, 53-55, 108).

Al estudiar las caracteristicas del efecto inhibidor producido por el ATP se
observa que en las preparaciones de glandulas gastricas de conejo y en las
preparaciones enriquecidas en células parietales aisladas de mucosa géastrica de
conejo el ATP inhibe de manera intensa y selectiva la secrecion de é&cido estimulada
por histamina y que al menos una parte de dicho efecto tiene que ver con la
estimulaciéon de la produccién enddgena de prostaglandinas (56). Ademas, se sugiere
que esta accién antisecretora del ATP es mediada por receptores P2Y que
posiblemente estarian presentes en la membrana plasméatica de las células parietales
de conejo (56).

Un apoyo experimental de particular importancia en favor de la conclusion
precedente se produce cuando se publica la caracterizacion de “purinoceptores P,"
(P2Y-like) mediante estudios de union con radioligandos en preparaciones de
membrana plasmatica obtenidas a partir de glandulas géstricas de conejo (144).
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Siendo este el estado de los conocimientos existentes a propésito del
tema, y con el fin, por un lado, de confirmar la presencia de receptores P2Y en
la membrana plasméatica de las células parietales géastricas y, por otro, de
estudiar el perfil cinético y la densidad de estos receptores, en el presente
trabajo se encuadra la identificacion y caracterizacion de receptores P2Y en
preparaciones de membrana plasmatica de células parietales de mucosa
géstrica de conejo mediante estudios de union con radioligandos especificos.

2.2. OBJETIVOS

Los objetivos prioritarios del presente trabajo doctoral fueron basicamente los
siguientes:

1.- Aislar y separar las fracciones apical y basolateral de la membrana
plasmética de las células parietales, y caracterizar el grado de purificacion de cada tipo
de membrana en cada fraccién correspondiente, basandonos en el contenido
enzimatico caracteristico para cada una de ellas: 5 -nucleotidasa, H' ,K'-ATPasa,
Na',K"-ATPasa y glucosa-6-fosfatasa.

La membrana plasmética de la célula parietal de la mucosa gastrica presenta
dos dominios perfectamente diferenciados, uno apical (luminal) y otro basolateral
(contraluminal). Ambas fracciones difieren en su ultraestructura (61, 102), actividades
enzimaticas (64), mecanismos de transporte (64), propiedades electrofisioldgicas (34),
composicion de proteinas (24, 58) y composicion lipidica (87). Teniendo en cuenta
esta polaridad, consideramos interesante para estudios posteriores separar las dos
fracciones de la membrana plasmatica de la célula parietal.

Para analizar el enriguecimiento de las referidas fracciones de membrana
plasmética se ensayaron varios enzimas marcadores: 5™ -nucleotidasa como indicador
de recuperacion de membrana plasmatica (41), H',K'-ATPasa como marcador
especifico de membrana plasmatica apical de célula parietal de mucosa géstrica (64,
120), Na*,K*-ATPasa como marcador de membrana plasmatica basolateral de célula
parietal de mucosa gastrica (32, 64, 139) y glucosa-6-fosfatasa como marcador de
contaminacion por reticulo endoplasmico (41).
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2.- Determinar la presencia de receptores P2Y en las fracciones de membrana
plasmética mediante el estudio de la existencia de union especifica del radioligando
[*S]dATPGS a las fracciones de membrana plasmatica. Y, a continuacion, realizar los
experimentos cinéticos, de saturacion y de competicion de la unién de [*S]dATPoS a
las fracciones de membrana plasmatica para la caracterizacion de dichos receptores.

El ligando [*°S]2 -desoxiATPoS ([**S]dATPaS) ha sido considerado un
instrumento Util para caracterizar los receptores P2Y-like (o purinoceptores P,
metabotrdpicos, o receptores P,y nativos) en diferentes tejidos (126, 135, 136, 144).

Esta establecido que en la caracterizacion de un receptor mediante estudios de
union con radioligandos se deben llevar a cabo cuatro tipos de experimentos
prototipos (92): a) experimentos iniciales de determinacién de la unién especifica, b)
experimentos cinéticos, c) experimentos de saturacion y d) experimentos de
competicion.

Por lo tanto y de acuerdo con ello, se estudio inicialmente la existencia de
union especifica del radioligando [*S]dATPuS a las fracciones de membrana
plasmética.

A continuacién, se realizaron los experimentos cinéticos y de saturacion de la
union de [*>S]dATPaS a las fracciones de membrana plasmatica. Estos experimentos
nos permitieron calcular las constantes cinéticas de asociacion y disociacion, la
constante de disociacion en el equilibrio y la densidad de los sitios de unién.

En los ensayos de competicién se determiné el desplazamiento de la union de
[*°*S]dATPaS a la fraccion de membrana plasmatica ocasionado por la presencia en el
medio de incubaciébn de concentraciones crecientes de diferentes agonistas y
antagonistas de los receptores P2Y. El orden de potencia de los agonistas y
antagonistas obtenido nos orientaria sobre el subtipo/s de receptor P2Y presente en
las fracciones de membrana plasmatica de la célula parietal de la mucosa géstrica.
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3.- Estudiar el efecto que ejerce el GDP en la unién de [*S]dATPeS a las
fracciones de membrana plasmatica.

Los receptores P2Y son receptores de nucleétidos de purina y pirimidina
acoplados a proteinas G. Es caracteristico de los receptores acoplados a proteinas G el
que su afinidad por los agonistas puede ser modulada por los nucleétidos de guanina
tales como GDP y GTP (13, 91, 126). Para examinar si la union de [*>S]dATPaS a las
fracciones de membrana plasmética estd mediada por receptores acoplados a
proteinas G se estudi6 el efecto que ejercia sobre esa union el GDP, conocido inhibidor
del mecanismo de accion de las proteinas G (13, 91).

4 .- Medir la actividad adenilato ciclasa

En estudios realizados para poder dilucidar el mecanismo de accion del ATP en
la inhibicibn de la secrecién géstrica de acido estimulada por histamina en
preparaciones de células parietales aisladas de conejo se ha sugerido la posibilidad de
que, ademés de activar la produccién endégena de prostaglandinas, el ATP actuaria

n

directamente sobre la célula parietal via “purinoceptores P,y conectados a una
proteina G; de membrana que, probablemente, promoveria la inhibicion de la adenilato

ciclasa acoplada a receptores H, de histamina.

Se ha descrito que varios receptores P2Y clonados se acoplan a la adenilato
ciclasa (39, 146). El receptor P2Y;; humano media una estimulacién de la actividad
adenilato ciclasa (28, 39). La activacion de los receptores tp2y y P2Y;, conduce a una
inhibicién de la adenilato ciclasa (17, 39, 142). La activacion del receptor P2Y;; por
bajas concentraciones de ADP conduce a una inhibicion de la adenilato ciclasa,
mientras que la activacion por altas concentraciones de este agonista estimula el
enzima; esto sugiere que el receptor se acopla a dos proteinas G de efectos opuestos
(30).

Puesto que la determinacion de la actividad adenilato ciclasa era un dato mas a
tener en cuenta en la caracterizacion del posible subtipo de purinoceptor P2Y presente
en la membrana plasmatica de la célula parietal procedimos a la medicion de la
actividad de este enzima, en presencia de agonistas de dicho tipo de receptores.

52



3. MATERIAL Y METODOS






MATERIAL Y METODOS

3.1. MATERIAL
3.1.1. Productos quimicos

Los reactivos y materiales utilizados fueron suministrados por diferentes
compafiias quimicas y farmacéuticas:

SIGMA ALDRICH CO. suministr6é albumina de conejo, colagenasa tipo I,
benzamidina, inhibidor de tripsina, aprotinina, Na-AMP, glicina-NaOH, Na-
glucosa-6-fosfato, L-histidina, dATP, B,y-meATP, UTP, HEPES, Na-EDTA,
albumina bovina, fosfato de creatina, creatina quinasa, ADPBS, GDP, azul de
trypan, ATPyS, A2P5PS, EGTA, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF),
bacitracina, azul brillante de Coomasie G-250 y DTT.

BOEHRINGER MANNHEIM fue la proveedora de pronasa.

MERCK fue el suministrador de glucosa anhidra, sacarosa, Na,ATP, Tris-
ATP, heptamolibdato amonico, sulfito sodico, L-amino-2-naftol-sulfénico,
bisulfito sodico, TRIS, PIPES y NaN; (sodium azide)

[*3S]dATPuS (400 Ci/mmol) fue de AMERSHAM INTERNATIONAL.

2-MeSATP, suramina, RB-2, PPADS y 2-MeSADP los adquirimos de
RESEARCH BIOCHEMICALS INCORPORATED.

LKB SCINTILLATION PRODUCTS suministr6 el liquido de centelleo
OptiPhase “HiSafe” I1.

El nembutal fue donado por el Dpto. de Biologia Celular y Ciencias
Morfologicas de la Universidad del Pais Vasco.

La solucién de tincibn multiple (PMS) fue de POLYSCIENCES
INCORPORATED (Warrington, PA, USA).

Los disolventes (metanol, etanol, acido sulfurico, &cido perclorico,
propilenglicol) y demas productos fueron obtenidos de diferentes fuentes,
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tratandose de reactivos de grado analitico.

3.1.2. Animales de experimentacion

Se emplearon conejos de raza New Zealand, machos y hembras, de

pesos comprendidos entre 2,5 y 4 Kg. Los animales se mantenian en

condiciones ambientales adecuadas y con acceso libre a comida y bebida hasta

el momento de su sacrificio.
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3.1.3. Composicion de las disoluciones empleadas

Preparacion anestésica:

21,25 g hidrato de cloral + 49,4 ml etanol
81 ml nembutal (4,86 g)

198 ml propilenglicol

10,63 g Mg SO,4-7H,0 en agua destilada
Anadir H,O hasta 500 ml

Medio PBS (pH 7,4):

NaCl 149,6 mM
NaH,PO,4-2H,0 0,64 mM
K,HPO4-2H,0 3 mM

Disolucién de pronasa (pH 7,4):

NacCl 130 mM
NaHCO3 12 mM
NaH,PO,-2H,0 3 mM
Na,HPO, 3mM
K,HPO,4-3H,0 3 mM
Mg SO,4-7H,0 2 mM
Albamina de conejo 1 mg/ml
Glucosa 2 mg/ml
Pronasa 9 U/ml

Disolucién de colagenasa (pH 7,4):
NaCl 130 mM
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NaHCO; 12 mM
NaH,PO,:2H,0 3 mM
Na,HPO, 3mM
KoHPO,4:3H,0 3 mM
MgS0O,-7H,0 2 mM
CaCl, 1mM
Albumina de conejo 1 mg/ml
Glucosa 2 mg/mi
Colagenasa tipo | 90 U/ml

Medio de resuspension | (pH 7,4):

NacCl 132,4 mM
NaH,PO,:2H,0 1 mM
Na,HPO, 5 mM

KCI 5,4 mM
MgS0O,-7H,0 1,2 mM
CaCl, 1mM
Albumina de conejo 1 mg/ml
Glucosa 2 mg/ml
HEPES 2,38 mg/mi

Medio de elutriacion (pH 7,4):

NacCl 149,6 mM
NaH,PO,:2H,0 0,64 mM
K,HPO,4:2H,0 3 mM
Glucosa 2 mg/mi

Disolucion tampdn de homogenizaciéon (pH 7,4):

Sacarosa 300 mM
TRIS-HCI 10 mM
DTT 1mM
NaN3 0,02%
Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 0,1 mM

Disolucion de sacarosa 40% (pH 7,4):
Sacarosa 400 mg/mi
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TRIS-HCI 10 mM
DTT 1mM
NaNs 0,02%
Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 0,1 mM

Disolucion de sacarosa 47% (pH 7,4):

Sacarosa 470 mg/mi
TRIS-HCI 10 mM
DTT 1mM
NaNs 0,02%
Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 0,1 mM

Medio de resuspension Il (pH 7,4):
Sacarosa 250 mM
TRIS-HCI 20 mM

Medio de resuspension I (pH 7,4):

TRIS-HCI 50 mM
EDTA 1 mM
EGTA 1 mM
Benzamidina 1 mM
Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 0,1 mM
Bacitracina 0,001%
Inhibidor de tripsina 0,002%
Aprotinina 40 U/l

Mezcla de reaccion para la determinacién de la actividad 5" -
nucleotidasa:
Se preparaban las siguientes disoluciones:

a) Na-AMP 50 mM (pH 7,0)
b) Glicina-NaOH 500 mM (pH 9,1)
c) MgCl, 100 mM

Y se preparaba una mezcla de reaccién combinando las disoluciones a),
b), ¢) y H,O en las proporciones 1:2:1:5. Esta mezcla se podia conservar
congelada.

58



MATERIAL Y METODOS

Mezcla de reaccion para la determinacién de las actividades
H* K'-ATPasay Na' ,K'-ATPasa:

PIPES-TRIS 5 mM
MgCl, 2 mM
Tris-ATP 2 mM

Mezcla de reaccion para la determinacién de la actividad
glucosa-6-fosfatasa:
Se preparaban las siguientes disoluciones:

a) Na-glucosa-6-fosfato 100 mM (pH 6,5)
b) Histidina 35 mM (pH 6,5)
c) Na-EDTA 10 mM (pH 7,0)

Y se preparaba una mezcla de reaccién combinando las disoluciones a),
b), ¢) y H,O en las proporciones 2:5:1:1. Esta mezcla se podia conservar
congelada.

Reactivo reductor:

Sulfito sédico 5 mg/mi
L-amino-2-naftol-sulfénico 2,5 mg/mi
Bisulfito sédico 15%

Medio de resuspension IV (pH 7,4):

Tris-HCI 50 mM
MgCl, 5mM
DTT 1 mM

Sistema regenerador:

BSA 1 mg/ml
Fosfato de creatina 10 mM
Creatina quinasa 1mg/mi
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3.2. METODOS

3.2.1. Aislamiento de las células de la mucosa géastrica de
conejo.

Al conejo se le inyectaba la preparacion anestésica (0,2 ml/100 g de
peso) en la vena superficial de la oreja y posteriormente era desangrado
practicandole un corte en la vena yugular.

Seguidamente, se aislaba la mucosa gastrica segun el método de
Berglindh y Obrink (11). Se practicaba una incision toracoabdominal, y se
procedia a la perfusién del estbmago del conejo con el medio PBS previamente
oxigenado, atemperado a 37°C y a una presion de 600 mm Hg. Para ello, se
ligaba la arteria aorta por encima del nivel del tronco celiaco y se canulaba la
arteria géstrica, a través de la cual se introducia el liquido de perfusion;
ademas, para dar salida al mismo, se procedia a seccionar la vena porta. La
perfusion con PBS permitia la obtencion de un estomago totalmente libre de
restos sanguineos, al tiempo que la alta presibn a la que se practicaba
producia la ruptura de pequefios vasos de alrededor de las glandulas,
iniciandose de esta forma una separacién glandular mecénica.

Cuando el estbmago estaba suficientemente perfundido (600 ml de PBS
aproximadamente), se extraia rapidamente, se abria a lo largo de la curvatura
menor, se vaciaba y se lavaba con PBS. Una vez limpio, las regiones cardial y
antral se desechaban. El cuerpo se volvia a lavar varias veces con el medio
PBS oxigenado y se secaba con papel de filtro. Seguidamente, se eliminaba el
moco mediante aspiracion por vacio y, a continuacién, se separaba la mucosa
de las capas subyacentes mediante diseccion roma (Figura 14).

Los trozos de mucosa resultantes se colocaban en una placa que

contenia PBS a 37°C, se cortaban finamente con unas tijeras y se sometian a
dos nuevos lavados con el PBS.

60



MATERIAL Y METODOS

Figura 14. Fotografia que muestra la separacién de la mucosa géastrica mediante
diseccién roma.

La obtencion de la fraccion de células aisladas de la mucosa gastrica se
llevaba a cabo siguiendo el método de Fryklund et al. (50) modificado por
nosotros. Para ello, los fragmentos de mucosa se incubaban durante 15
minutos con la disoluciéon de pronasa, oxigenada previamente, a 37°C y
agitacion constante. Tras dicha incubacion, los fragmentos de mucosa se
dejaban sedimentar y la disolucion enzimatica se aspiraba y desechaba. El
material sedimentado se lavaba tres veces con el medio de resuspension |
previamente atemperado a 37°C y oxigenado, siendo utilizado este medio
siempre en estas condiciones. Inmediatamente después, se procedia a la
incubacion con la disolucién de colagenasa oxigenada previamente, durante 45
minutos, a 37°C. A fin de facilitar la digestiéon se mantenia el contenido del
recipiente cerrado y con agitacion continua. Concluidas las digestiones
enzimaticas, se filtraba el contenido a través de una malla de nylon de 70 um y
se vertia en unos tubos de centrifuga de polipropileno, con capacidad para 50
ml y fondo conico, para proceder a su centrifugacion, la cual se realizaba a 177
X g durante 5 minutos. El sobrenadante, que contenia células pequefias y
material digerido, se desechaba y las pastillas celulares eran resuspendidas
suavemente en el medio de resuspension |. Esta operacion se repetia tres
veces a temperatura ambiente.
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3.2.2. Separacion de la fraccion de células parietales de la
mucosa gastrica.

La separacion y enriquecimiento de las células parietales se realizaba
mediante elutriacion centrifuga de la suspensién celular obtenida en el
apartado anterior, siguiendo esencialmente el protocolo de separacién descrito
por Sanders y Soll (122).

Para ello, una vez realizado el montaje de todos los componentes del
sistema de elutriacién (Figura 15) se llenaba el circuito con el medio de
elutriacién, a 25°C, utilizando una bomba peristéltica ISMATEC a un flujo
moderado (160 ml/min). Se efectuaba la purga de aire de todo el circuito y se
cerraba la centrifuga (BECKMAN modelo J-6M/E). Se ponia en marcha el rotor
(BECKMAN JE-5.0) a 2.000 rpm y se reducia el flujo de la bomba peristéltica a
75 ml/min.

Ve
] I
= G - =
R B A
e
C

Figura 15. Esquema de los componentes esenciales del sistema de elutriacion:
R (reservorio del medio de elutriacion), | (inyeccion de la muestra a elutriar), B
(bomba peristéltica), Ro (rotor JE-5.0), C (camara de elutriacion), L (lampara
estroboscopica), Ve (ventana en la tapa de la centrifuga) y V (vaso recolector).
Modificado de Dorin (36).
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En estas condiciones, se bombeaba la totalidad de las células aisladas
de la mucosa géstrica de un conejo resuspendidas en un volumen de 250 ml
hacia el interior de la cAmara de elutriacion a través de la canula conectada a
la misma y que sobresalia fuera de la centrifuga. Mediante el sistema
estroboscopico de la centrifuga se visualizaba la llegada de las células a la
camara y su distribucion en bandas de equilibrio. A fin de separar las distintas
poblaciones celulares presentes en la muestra inicial (Figura 16), se variaban
la velocidad del rotor y el flujo de la bomba peristéltica tal como se refleja en
la Tabla 3. En esta tabla se muestran los valores de didmetro calculados
empiricamente para las particulas elutriadas en las distintas condiciones segun
la expresion matematica F = D? . X. (rpm/1.000)? (donde F = flujo de la
bomba., D = diametro de la particula, X = constante que varia segun las
caracteristicas geomeétricas de la camara de elutriacién, en nuestro caso se
utiliza la cdmara de gran capacidad, donde X = 0,173 y rpm = velocidad de
centrifugacion). Esta expresion permite correlacionar las condiciones de
elutriacién con el tamafio de las particulas, diAmetros celulares en este caso,
para que éstas queden en equilibrio en el limite de elucion de la camara.
Recogiamos separadamente las distintas fracciones que eluian fuera de la
camara de elutriacion.

Figura 16. Imagen obtenida al microscopio Optico de la muestra de células
totales aisladas de la mucosa géastrica de conejo. Azul de trypan.
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Tabla 3. Protocolo de separacion de las células aisladas de la mucosa
gastrica de conejo.

Fraccion rpm Flujo Muestra recogida Diametro aproximado
(ml/min) (ml) (m)
0 2.000 75 500 10,41
1 2.000 160 1000 15,21
2 1.780 178 100 18,02
3 1.500 178 800 21,38
4 1.390 178 200 23,08

El porcentaje de enriquecimiento en células parietales de las muestras
recogidas se examinaba mediante observacién directa en un microscopio
optico de contraste de fases (NIKON OPTIPHQOT), tras tincion de las células con
una disolucion de tincion multiple (PMS) que tifie de color rosa fuerte las
células parietales y de color azul oscuro las células principales, dejando otras
células incoloras o con un discreto color rosa péalido. Asimismo, se realizaba un
analisis de la distribucion de tamafios celulares en las fracciones de la
elutriacion con un monitor Coulter-Counter Multisizer I1.

Asi se comprobé que las fracciones 3 y 4 de la elutriacibn se
correspondian con las enriquecidas en células parietales (70% de células
parietales, con un diametro celular de 19-22 um) (Figura 17). La viabilidad de
las células en ambas fracciones, estimada mediante tincién con azul de trypan,
era superior al 90%.
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Figura 17. Imagen obtenida al microscopio Optico de la muestra enriquecida

en células parietales de la mucosa gastrica de conejo. Azul de trypan.

3.2.3. Aislamiento de las fracciones apical y basolateral de la
membrana plasmética de las células parietales.

La preparaciéon de células parietales de la mucosa gastrica, constituida
por el conjunto de las fracciones 3 y 4 de la elutriacion, se centrifugaba a 177
X g durante 5 min, a 24°C. El sobrenadante se desechaba y el sedimento
enriqguecido en células parietales era resuspendido en tampon de
homogenizacion hasta un volumen de unos 15 ml con una concentracion
aproximada de 60 x 10° cel/ml y se transferia a un vaso de homogenizacion
Potter-Elvehjem de fondo cénico para ser homogenizadas. La homogenizacion
se realizaba a 2.000 rpm, mediante 35 pases en un homogenizador HEIDOLPH,
a 4°C. Se monitorizaba la extensién de la lisis celular mediante la observacion
al microscopio 6ptico del numero de células intactas tras el homogenado, y se
observaba que este procedimiento de homogenizacién originaba una ruptura
celular superior al 80% con la liberaciébn de numerosos nucleos intactos. El
homogenado se centrifugaba a 700 x g, durante 10 minutos, a 4°C, con el fin
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de que sedimentaran los nucleos y se separaba el sobrenadante (S;). Con la
finalidad de incrementar al maximo la recuperacion de los fragmentos de
membrana que pudieran haber quedado en el sedimento nuclear, éste se
resuspendia de nuevo en tampdn de homogenizacion y se homogenizaba y
centrifugaba en las condiciones descritas anteriormente. El sedimento obtenido
se desechaba y se recogia el nuevo sobrenadante (S,). Todo el procedimiento
posterior se llevaba a cabo igualmente a 4°C.

Se preparaba un gradiente discontinuo de sacarosa colocando en el
fondo de un tubo de centrifuga 10 ml de sacarosa 47% vy sobre él 10 ml de
sacarosa 40%. Encima de este gradiente se vertia con cuidado el combinado
de los sobrenadantes S; y S, (S) y se centrifugaba en un rotor TST 28.38 a
100.000 x g, durante 45 minutos. Se obtenian dos fracciones de membrana
plasmética, una de color blanco enriquecida en membrana apical en la
interfase sobrenadante - banda de sacarosa 40% (MA), y la otra de un color
marron con membrana basolateral situada en la interfase de las bandas de
sacarosa 40% y 47% (MBL). Cada fraccion se recuperaba separadamente
mediante aspiracion y se resuspendia en medio de resuspension Il 6 en medio
de resuspensién 111, segun se destinara a los estudios de las actividades de los
enzimas marcadores 0 a los estudios de wunion con radioligandos,
respectivamente. A fin de quelar cationes divalentes enddgenos, destruir
ligandos enddgenos labiles e inactivar trazas de proteasas, las fracciones de
membrana se incubaban en reposo durante 30 minutos. A continuacién, cada
suspension de membrana se centrifugaba a 120.000 x g, durante 30 minutos
en un rotor TFT 55.38. Los sedimentos resultantes se resuspendian mediante
homogenizacion suave en el medio adecuado antes referido segin su destino.
Todas las muestras se resuspendian a una concentracion de 1 mg/ml y se
almacenaban a -80°C hasta su utilizacion.

La concentracion de proteina en las fracciones de membrana plasmatica

se determinaba mediante el método de Bradford (19), utilizando como
estandar la albumina de suero bovino.
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3.2.4. Anélisis del enriquecimiento de las fracciones de
membrana plasmatica.

Como criterios de enriquecimiento de las fracciones de membrana
plasmética se emplearon varios enzimas marcadores: 5 -nucleotidasa como
indicador de la recuperacion de membrana plasmatica (41), H*,K"-ATPasa
como marcador especifico de membrana plasméatica apical de célula parietal de
mucosa gastrica (64, 120), Na*,K'-ATPasa como marcador de membrana
plasmatica basolateral de célula parietal de mucosa gastrica (32, 64, 139), y
glucosa-6-fosfatasa como marcador de reticulo endoplasmico (41).

Las actividades enziméticas se expresaban en jpmoles de fosfato
inorgénico liberado por mg de proteina y por hora.

La cantidad de fosfato inorganico liberado en las reacciones se
determinaba por el método de Fiske y Subbarow (44). Para ello, tras parar la
reaccion enzimatica mediante la inmersién de los tubos con las muestras en
hielo y la adicion de acido perclérico, se agregaba a cada tubo de reaccion 1mi
de H,0O, se afiadia 0,5 ml de heptamolibdato amonico al 5% en &cido sulfurico
5 N y se agitaba. A continuacion se afadian 0,5 ml de reactivo reductor, se
agitaba la mezcla y se incubaba durante 15 minutos, a temperatura ambiente.
Por ultimo, se leian las absorbancias de cada muestra a 660 nm. La cantidad
de fosfato inorganico liberado se determinaba extrapolando los valores de
absorbancia obtenidos en una recta patron.

Los experimentos se llevaban a cabo por duplicado, y se repetian al
menos tres veces (n > 3). Todos los célculos de actividades enziméticas se
hicieron con la ayuda de un programa de ordenador (GraphPad, Prism, USA).
Los resultados se expresaban como la media + error estandar de la media.
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Medida de la actividad 5" -nucleotidasa.

La actividad 57 -nucleotidasa se determinaba midiendo la cantidad de
fosfato inorganico capaz de liberar el enzima a partir del sustrato 5" -AMP (8):

5’-nucleotidasa

>-AMP

Se afiadian 50 | de membrana plasmatica (0,4 mg/ml) a 450 ul de la
mezcla de reaccion y se incubaban en tubos de polipropileno en un bafio con
agitacion, a 37°C, durante 30 minutos. La reaccion se paraba colocando los
tubos de ensayo en hielo y afiadiendo a cada uno 2,5 ml de acido perclérico
0,3 N frio. Se preparaban también dos blancos a los que se afiadian los 50 yl
de membrana después de afiadir el acido percldrico.

Una vez parada la reaccion, se afiadia 1 ml de H,O al contenido de cada
tubo. Después se determinaba la cantidad de fosfato inorganico liberado por el
método de Fiske y Subbarow (44).

Medida de |la actividad de las ATPasas
Cuando una alicuota de membrana se incuba en un medio de reaccion
con el sustrato 5-AMP y Mg®* siempre tiene lugar una cierta liberacion de

fosfato inorganico (Pi) debido a una cierta actividad ATPasica inespecifica,
debida a cualquier tipo de ATP-asa presente en la membrana (51).
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Actividad ATPéasica

TrissATP

Por lo tanto, a la hora de calcular cuanto fosfato inorganico ha sido
liberado por una ATPasa concreta hay que tener en cuenta que el valor
obtenido siempre sera superior al real debido a la contribucion de la accién
inespecifica de las demas ATPasas presentes en la membrana.

Actividad H" K" -ATPasa

K+

H* H* K*-ATPasa

TrissATP

La actividad H*,K*-ATPasa requiere de la presencia de iones Mg*" y K*
en el medio de incubacion ademas de Tris-ATP como sustrato (64). Como la
actividad ATPasa medida en el medio de reaccién en presencia de iones Mg®* y
en ausencia de iones K* se corresponde con la actividad Mg?*-ATPasa 6
"ATPasa basal" (51), se definia la actividad H*,K"-ATPasa como la actividad
presentada en el medio de incubacion en presencia de KCI 10 mM menos la
actividad que tenia lugar en el medio de incubacion sin la presencia de KCI.
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La reaccion se iniciaba afadiendo 50 y| de membrana (0,2 mg/ml) a
1.950 pl del medio correspondiente. Se incubaba en un bafio con agitacion
durante 15 minutos, a 37°C. La reaccién se paraba colocando los tubos en
hielo y afiadiendo a cada uno 1 ml de acido perclorico 0,75 N frio. Se afiadia 1
ml de H,O al contenido de cada tubo, y, al igual que en el caso anterior, la
determinacién del fosfato inorganico liberado en la reaccion enzimética se
llevaba a cabo mediante el método de Fiske y Subbarow (44).

Actividad Na* ,K*-ATPasa.

K+

Na* 4/ Na*,K*-ATPasa

TrissATP

+

La actividad Na*,K*-ATPasa depende de la presencia de iones Mg**, K
y Na* en el medio de incubacién ademas del sustrato (Tris-ATP) (137). Por
otro lado la actividad ATPasa medida en el medio de reaccion en presencia de
iones Mg** e iones K* y en ausencia de iones Na* se corresponde con la suma
de las actividades Mg**-ATPasa e H*,K*-ATPasa, por lo tanto se definia la
actividad Na*,K™-ATPasa como la actividad en el medio de incubacion en
presencia de NaCl 100 mM y KClI 10 mM menos la actividad en el medio de
incubacion en presencia de KCl 10 mM.

Cada reaccion se iniciaba afiadiendo en los tubos de ensayo 50 ! de

membrana (0,2 mg/ml) a 1.950 pl del medio correspondiente. El
procedimiento posterior era el mismo que en el ensayo de la H" ,K*-ATPasa.
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Medida de la actividad glucosa-6-fosfatasa.

La actividad glucosa-6-fosfatasa se media determinando la liberacion de
fosfato inorgénico a partir de glucosa-6-fosfato (8):

Glucosa-6-fosfatasa

Glucosa-6-fosfato

Se iniciaba la reaccién afiadiendo en los tubos de ensayo 50 pl de
membrana (2 mg/ml) a 450 || de la mezcla de reaccion. Se incubaban en un
bafio con agitacion, a 37°C, durante 30 minutos. Trascurrido ese tiempo, la
reaccion se paraba colocando los tubos en hielo y afiadiendo a cada uno 2,5 ml
de &cido perclorico 0,3 N frio. Se preparaban dos blancos de la misma forma
que en el ensayo de la 5" -nucleotidasa y todo el procedimiento posterior era el

mismo.

3.2.5. Estudio de la unién de [3**S]dATPaS a las fracciones de
membrana plasmatica.

Caracterizacion de receptores mediante la unién de
radioligandos

La interaccion del radioligando con el receptor es una reaccion de tipo
bimolecular que conduce a la formacion de una cierta cantidad de complejo
radioligando-receptor, que con el tiempo puede representarse por el siguiente
equilibrio:
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donde L representa la concentracion del radioligando, R la concentracion del
receptor y RL la concentracion del complejo radioligando-receptor en el
equilibrio. El equilibrio se establece cuando las velocidades de asociacion y
disociacién se igualan. Este proceso es, por tanto, reversible, saturable y se
rige por la ley de accion de masas, segun la cual la concentracion de
radioligando unido [RL] es proporcional al producto de la concentracion del
radioligando libre [L] por la concentracién del receptor libre [R]) segun una
constante (K,) que representa la constante de afinidad del radioligando por el
receptor:

Ka=[RL] /L] - [R]

En la caracterizacion de un receptor mediante estudios de union a
radioligandos se llevan a cabo tres tipos de experimentos prototipos: a)
experimentos cinéticos, b) experimentos de saturacién y c) experimentos de
competicion.

Los experimentos de cinética consisten en el estudio tanto de la
formacion como de la disociacion del complejo radioligando-receptor en
funcion del tiempo. Estos dos procesos pueden ser descritos por dos
constantes de velocidad que son k.; para la asociacion y k,; para la
disociacion. El cociente de estas dos constantes (k.1/ k1) es igual a K.

En los experimentos de asociacion, las concentraciones del receptor y
del radioligando son constantes y se determina la concentracién del
radioligando unido al receptor en funciéon del tiempo. La curva que se obtiene
nos permite obtener informacion acerca de la saturacion del receptor, del
tiempo de equilibrio de la reaccion (lo que es imprescindible para disefiar
correctamente los experimentos de saturacion y de competicién) y también se
puede determinar la constante intrinseca de asociacion k..

En los experimentos de disociacion una concentracion fija del
radioligando se incuba con una concentracion también fija del receptor el
tiempo suficiente para que se alcance el equilibrio. La disociacion del complejo
formado es inducida por la adicion en el medio de incubacién de un exceso de
una molécula no radiactiva con afinidad por el receptor (competidor) que
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desplace al radioligando de su union reversible con el mismo. Este
experimento nos permite, primero, calcular la constante intrinseca de
disociacion k.; y, segundo, diferenciar la union especifica del ligando a su
receptor, que es reversible y saturable, de la unién inespecifica del
radioligando, que es una unibn no saturable y puede tratarse de una
interaccién con un sistema proteico de la membrana plasmatica, o bien una
solubilizacion del radioligando en una estructura lipidica, o también una fijacion
en los filtros de fibra de vidrio. La tasa de union inespecifica se define por la
radiactividad retenida, no desplazada por el competidor no marcado utilizado
en la disociacion, ya que esta union no es reversible.

En los estudios de saturacion se incuban concentraciones crecientes del
radioligando con una concentracion fija del receptor el tiempo necesario hasta
alcanzar el equilibrio. En estos experimentos el célculo de la union especifica
del radioligando al receptor se realiza de modo indirecto a partir de los calculos
de la unién total y de la unién inespecifica. Para ello se llevan a cabo
paralelamente dos tipos de experimentos, uno que lleva Unicamente
concentraciones crecientes de ligando radiactivo, que nos proporciona los
valores de la union total (especifica + inespecifica) y otro idéntico al anterior,
pero afadiendo ademas una concentracion fija de una molécula competidora
no marcada, del que se obtiene la union inespecifica. La unidén especifica se
calcula mediante la diferencia entre la unién total y la unién inespecifica. Los
parametros obtenidos de este tipo de experimentos son la afinidad del
radioligando por el receptor, generalmente expresada por la constante de
disociacion del equilibrio (Kg), y el nimero o la densidad de sitios de unién

(Bmax)-

En los experimentos de competicion son constantes la concentracién del
receptor, la concentracién del radioligando y el tiempo de incubacion, pero
varia la concentraciéon del competidor de la uni6on. En este tipo de
experimentos se pretende obtener informacion sobre la interaccion entre el
competidor y el receptor a partir de la competicion por la ocupacion del
receptor que se establece entre el radioligando y el competidor. Al incrementar
la concentracion del competidor, la competicion que ejerce éste con el
radioligando por el receptor es mayor, con lo cual disminuye el radioligando
unido. Asi se puede calcular la constante de inhibicion (K;) del competidor, el
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cual indica su afinidad por el receptor. Puede definirse también el pardmetro
ICso (concentracion inhibitoria 50%) como la concentracién del farmaco
competidor que inhibe el 50% de la union especifica del radioligando.

En todos los experimentos, la cuantificacibn de la uniéon exige la
separacion del radioligando unido del que queda libre en disolucion. En los
ensayos de union a membranas, un método comunmente utilizado es la
filtracion rapida a través de filtros de fibra de vidrio. El proceso de separacion
mediante este método puede completarse entre 15 y 20 segundos. Los
fragmentos de membrana que contienen los complejos radioligando-receptor
son retenidos por el filtro, mientras que el radioligando libre pasa a través del
mismo. Para reducir la unién inespecifica, las membranas y el filtro se lavan
con tampén. Ademas, pueden usarse los filtros previamente humedecidos con
ciertas disoluciones, lo que disminuye la unién inespecifica al filtro.

Estudio cinético de la unién de [**S]dATPaS a las fracciones de
membrana plasmética

En los experimentos de asociacion, se incubaba la fraccién de
membrana plasmética basolateral (25 pg de proteina), a temperatura
ambiente, con el radioligando [*S]dATPaS (60 nM), en un volumen final de
0,25 ml de medio de resuspension 111, y se determinaba la radiactividad unida
tras diferentes tiempos de incubacion (0-135 min). En los experimentos de
disociacién, las membranas se incubaban previamente durante 60 min
(equilibrio) con el radioligando (60 nM) y se iniciaba la disociacion de la unién
mediante la adicion de 2-MeSATP 100 puM considerando este momento t = 0
del desplazamiento de la unién especifica de [*>S]JdATPaS y se determinaba a
distintos tiempos (0-135 min).

Experimentos de saturacion de la uniéon de [**S]dATPaS a las
fracciones de membrana plasmética

Las fracciones de membrana plasmatica (5 pg de proteina) se
incubaban durante 1h, a temperatura ambiente, (135), en medio de
resuspension 111, con concentraciones crecientes de [*>S]dATPaS (1-100 nM)
en un volumen final de 0,25 ml. La union no especifica se determinaba en las
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mismas condiciones pero afiadiendo un exceso de ATP (100 uM).

Experimentos de competicion de la union de [*S]dATPasS a las
fracciones de membrana plasmatica

Se determinaba el desplazamiento de la unién de [**S]dATPaS 10 nM a
la fraccibon de membrana ocasionado por la presencia en el medio de
incubacion de concentraciones crecientes (1nM a 100 pM) de diferentes
agonistas (ATP, dATP, 2-MeSATP, B,y-meATP, UTP, ADPBS, ATPyS, 2-MeSADP)
y antagonistas (suramina, RB-2, PPADS, A2P5PS) de los receptores P2Y.

Inhibiciéon por GDP de la uniéon de [**S]dATPaS a las fracciones
de membrana plasmatica

Los receptores P2Y son receptores de nucleotidos de purina y pirimidina
acoplados a proteinas G. Para examinar la implicacion de estas proteinas en la
unién de [*S]dATPaS a la fraccion de membrana plasmatica basolateral se
estudié el efecto que ejercia sobre esa union el GDP, conocido inhibidor de las
proteinas G (13, 91). Para ello, se incubaban las membranas con
concentraciones crecientes del radioligando de forma similar a los
experimentos de saturacién, afiadiendo al medio de incubacion GDP 10 uM, y
se determinaban la Ky y la By EStos experimentos eran llevados a cabo en
presencia de MgSO, 5mM, ya que son necesarias concentraciones milimolares
de cationes divalentes como el Mg®* para que los nucleétidos de guanina
puedan desplegar su efecto inhibidor sobre las proteinas G acopladas a
distintos receptores (91, 126, 135), entre ellos los receptores P2Y.

Cuantificacion de la union de [**S]dATPaS a las fracciones de
membrana plasmaéatica

La cantidad de radioligando unido a la membrana se calcul6 en todos
los casos mediante la determinacion de la radiactividad del complejo
membrana plasmatica-radioligando, transferido a filtros de fibra de vidrio GF/B
(prehumedecidos en una disolucion de pirofosfato sédico 20 mM) mediante
filtracion rapida de las muestras de ensayo a través de un “cell harvester”
SKATRON INSTRUMENTS MICRO 96; durante la misma, los filtros se lavaban

75



MATERIAL Y METODOS

con 5 ml de TRIS-HCI 50 mM frio y se secaban por aspiracion. Seguidamente,
los filtros se transferian a viales que contenian 3 ml de liquido de centelleo
Optiphase HiSafe Il, y la radiactividad de las muestras se determinaba en un
espectrofotometro p de centelleo liquido PACKARD 2500 TR.

Andlisis de los datos

Todos los estudios de union a radioligandos se llevaban a cabo por
triplicado, y se repetian al menos tres veces con material proveniente de
animales diferentes (n > 3).

El ajuste de la dispersion de puntos obtenidos experimentalmente a la
funcion curva correspondiente (asociacion, disociacion, saturacién 'y
competicion) se realiz6 mediante técnicas de regresion no lineal utilizando un
programa de ordenador basado en procedimientos de calculo iterativo
(GraphPad, Prism, USA), que permite, ademas, la comparacion de modelos de
uno o mas sitios de unidn. Este programa fue utilizado para la obtencion de los
gréficos correspondientes, que aparecen en el capitulo de resultados, y para el
calculo de los pardmetros que definen la union: las constantes de velocidad de
asociacion (k+1) y de disociacion (k) de los experimentos cinéticos, la
capacidad maxima de union (Bmax) Y la constante de disociacion del complejo
radioligando-receptor en el equilibrio (Ky) de los experimentos de saturacion,
asi como los valores ICs, de los experimentos de competicion. Estos
parametros se calcularon directamente de la curva de regresién no lineal,
evitando la necesidad de transformadas lineales (Scatchard, etc.) que resultan
menos precisas y distorsionan el error experimental. No obstante, se realiz6 la
grafica de Scatchard para una mejor visualizacion del efecto inhibidor de GDP
sobre la union de [*S]dATPaS a la fraccion basolateral de la membrana
plasmética. La dificultad en la estimacion de la concentracion libre de ligando
se ha superado aplicando el procedimiento descrito por Swillens (140), que da
mejores resultados que el célculo tradicional a partir de la concentracién de
ligando afadida.

Se utilizaron criterios estadisticos objetivos (test F, principio de la suma

de minimos cuadrados, R?), para evaluar la curva éptima y para discriminar
entre los modelos de unién a uno 0 mas sitios.
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Los resultados se expresan como la media + error estandar de la media.

3.2.6. Medida de la actividad adenilato ciclasa.

La determinacion de la actividad adenilato ciclasa en membranas
plasmaticas de células parietales de mucosa géstrica se realizaba segun el
protocolo descrito por Malbon et al. (90) con algunas modificaciones. El ensayo
se realizaba en un volumen final de 250 pul. Las membranas (10-20 pg/tubo de
ensayo) se afiadian al medio de resuspensién 1V, el sistema regenerador y los
correspondientes agentes (histamina, forskolina, ADPBS, ATPyS, 2-MeSATP, 2-
MeSADP, A2P5PS), incubandose a 30°C, durante 5-6 min. La reaccion se
iniciaba con la adicién de ATP (200 uM concentracion final). Tras la incubacién
a 30°C durante 10 min, la reaccién se paraba sometiendo las muestras a
ebullicion durante 3 min y centrifugando a 12.000 x g, 2 min. Se preparaban
blancos para determinar la concentracion de AMPc enddégeno; éstos eran
hervidos antes de afadir el ATP. Del sobrenadante se separaban 50 pl para la
posterior determinacion del AMPc segun lo descrito por Nordstedt y Fredholm
(100) mediante la técnica del radioinmunoensayo, utilizando proteina quinasa
dependiente de AMPc (PK A) purificada de corteza adrenal bovina como
proteina de union al AMPc.

Los experimentos se llevaban a cabo por duplicado, y se repetian al
menos tres veces (n > 3). Todos los célculos de actividades enziméticas se
hicieron con la ayuda de un programa de ordenador (GraphPad, Prism, USA).
Los resultados se expresaban como la media + error estandar de la media.
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RESULTADOS

4.1. ANALISIS DEL ENRIQUECIMIENTO Y SEPARACION DE
LAS FRACCIONES APICAL Y BASOLATERAL DE LA MEMBRANA
PLASMATICA DE LAS CELULAS PARIETALES.

Con la finalidad de determinar el procedimiento 6ptimo a seguir para
enriquecer y separar las fracciones apical y basolateral de la membrana
plasméatica de las células parietales de la mucosa gastrica de conejo se
ensayaron diversas condiciones de procesamiento en las etapas de
homogenizacion, centrifugacion diferencial y centrifugacion en gradiente a las
que iba a ser sometida la preparacion enriquecida en células parietales
obtenida mediante elutriacion.

Se midi6é en primer lugar el grado més adecuado de homogenizacion de
la preparacion de células parietales aisladas. Se realizaron ensayos
aumentando escalonadamente las rpm del homogenizador y el nimero de
pases, y se monitorizo la extension de la lisis celular mediante la observacién
al microscopio Optico del numero de células intactas tras el homogenado. El
procedimiento finalmente elegido originaba una ruptura celular superior al
80% con la liberacion de numerosos nucleos intactos.

Una vez obtenido el sedimento nuclear tras centrifugar el homogenado
a 700 x g, durante 10 minutos, mediante el estudio de la distribucién de los
enzimas marcadores de membrana plasmatica apical y basolateral, se testo la
conveniencia o no de la adicion de un segundo paso de homogenizacién del
sedimento nuclear obtenido para asi incrementar al maximo la recuperacion de
los fragmentos de membrana que pudieran haber sedimentado junto con dicha
fraccion.

La siguiente condicion examinada fue la etapa de centrifugacién en
gradiente. Se probaron varios gradientes discontinuos de sacarosa y se
determinaron la recuperacion y separacion de los marcadores enziméticos de
membrana plasmatica apical y basolateral en las distintas bandas recogidas.

Asi mismo se examinaron las condiciones del ensayo de los enzimas

H*,K*-ATPasa y Na*,K*-ATPasa, y se comprobd si era necesario o no incluir
inhibidores de los enzimas (ouabaina, omeprazol) en el medio de reaccion.
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Después de numerosos experimentos se adoptd el procedimiento
descrito en Material y Métodos y que consiste, brevemente, en lo siguiente: la
suspension enriquecida en células parietales gastricas se homogenizé a 2000
rom, mediante 35 pases. El homogenado (H) se centrifugd a 700 x g durante
10 minutos, obteniéndose un primer sobrenadante (S;) y sedimento. Este
sedimento se homogenizé y centrifugd de igual manera, obteniéndose un
segundo sobrenadante (S;) y un nuevo sedimento. El combinado de los
sobrenadantes S; y S, (S) se colocd sobre un gradiente de sacarosa y se
procedié a su centrifugacion. Se recogieron dos fracciones, una en la interfase
sobrenadante-sacarosa 40% (MA) y otra en la interfase sacarosa 40%-
sacarosa 47% (MBL).

Para analizar el enriqguecimiento en fracciones apical y basolateral de la
membrana plasmatica de las células parietales, se procedié al estudio de las
actividades de conocidos enzimas marcadores en las distintas fracciones
obtenidas.

El enriquecimiento y la recuperaciéon de membrana plasméatica apical se
ensayé utilizando como marcador enzimatico la H',K'-ATPasa. El
enriquecimiento y la recuperacion de membrana plasmética basolateral fue
medido utilizando el enzima Na*,K'-ATPasa como marcador. Ademas se
ensayd la actividad 57 -nucleotidasa, enzima comunmente utilizado como
marcador de membrana plasmatica.

Para estudiar la contaminacion de las fracciones de membrana
plasmética por reticulo endoplasmico se ensay6 la actividad glucosa-6-
fosfatasa, conocido marcador de esta fraccién subcelular.

En las Figuras 18-21 se representan las distribuciones de las actividades
especificas de los enzimas marcadores ensayados expresadas en umoles de
fosfato inorgéanico liberado por miligramo de proteina y por hora (umol Pi x mg”
! x h™) en las distintas fracciones recogidas.
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Figura 18. Distribucion de las actividades especificas del enzima 57 -
nucleotidasa (umoles de fosfato inorganico liberado por miligramo de proteina y por
hora) en las diferentes fracciones obtenidas durante el proceso de separacién de las
fracciones apical y basolateral de la membrana plasmatica de las células parietales de
la mucosa géstrica de conejo: homogenado (H), tras la centrifugacién del homogenado
a 700 x g (S) y la centrifugacion de este sobrenadante en gradiente de sacarosa,
obteniendo una fracciobn de membranas en la interfase sobrenadante-sacarosa 40%
(MA) y otra en la interfase sacarosa 40%-sacarosa 47% (MBL). Los datos representan
la media + SEM de 3 experimentos independientes donde las valoraciones se hicieron
por duplicado.
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Figura 19. Distribucion de las actividades especificas del enzima H*,K*-ATPasa
(umoles de fosfato inorganico liberado por miligramo de proteina y por hora) en las
diferentes fracciones obtenidas durante el proceso de separacién de las fracciones
apical y basolateral de la membrana plasmatica de las células parietales de la mucosa
géastrica de conejo: homogenado (H), tras la centrifugacion del homogenado a 700 x g
(S) y la centrifugacién de este sobrenadante en gradiente de sacarosa, obteniendo una
fraccion de membranas en la interfase sobrenadante-sacarosa 40% (MA) y otra en la
interfase sacarosa 40%-sacarosa 47% (MBL). Los datos representan la media + SEM
de 3 experimentos independientes donde las valoraciones se hicieron por duplicado.
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Figura 20. Distribucién de las actividades especificas del enzima Na* ,K*-
ATPasa (umoles de fosfato inorganico liberado por miligramo de proteina y por hora)
en las diferentes fracciones obtenidas durante el proceso de separacién de las
fracciones apical y basolateral de la membrana plasméatica de las células parietales de
la mucosa géstrica de conejo: homogenado (H), tras la centrifugacién del homogenado
a 700 x g (S) y la centrifugacion de este sobrenadante en gradiente de sacarosa,
obteniendo una fraccién de membranas en la interfase sobrenadante-sacarosa 40%
(MA) y otra en la interfase sacarosa 40%-sacarosa 47% (MBL). Los datos representan
la media + SEM de 3 experimentos independientes donde las valoraciones se hicieron
por duplicado.
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Figura 21. Distribuciéon de las actividades especificas del enzima glucosa-6-
fosfatasa (umoles de fosfato inorganico liberado por miligramo de proteina y por hora)
en las diferentes fracciones obtenidas durante el proceso de separacion de las
fracciones apical y basolateral de la membrana plasmatica de las células parietales de
la mucosa gastrica de conejo: homogenado (H), tras la centrifugacién del homogenado
a 700 x g (S) y la centrifugacién de este sobrenadante en gradiente de sacarosa,
obteniendo una fraccion de membranas en la interfase sobrenadante-sacarosa 40%
(MA) y otra en la interfase sacarosa 40%-sacarosa 47% (MBL). Los datos representan
la media + SEM de 3 experimentos independientes donde las valoraciones se hicieron
por duplicado.
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En las Tablas 5-8 se muestra la escala de enriquecimiento enzimatico
obtenido tras el procesamiento del homogenado de células parietales de
mucosa gastrica de conejo. La actividad enzimética total, expresada en pmoles
de fosfato inorgénico por hora, se ha calculado en cada fracciéon y para cada
uno de los enzimas ensayados multiplicando el valor de la actividad enzimatica
especifica correspondiente (umol Pi x mg™ x h™) por la cantidad de proteina
(mg) obtenida en la fraccién correspondiente. Para cada enzima y fraccion, la
actividad especifica relativa se calcula dividiendo la actividad especifica del
enzima en la fraccion entre la actividad del enzima en el homogenado; lo que
da una aproximacion de la purificacion enzimatica conseguida en cada fraccion.

En las Figuras 22-25 se representan las actividades especificas relativas
de los distintos enzimas marcadores en las fracciones H, S, MA'y MBL.

Los datos mostrados en las Figuras 18-25 y en las Tablas 5-8
constataban que la fracciéon recogida en la interfase S-40% (MA), donde se
recuperaba el 6,99% de la cantidad de proteina total presente en el
homogenado, contenia aproximadamente el 23,90% de la actividad total inicial
del marcador de membrana plasmatica apical (H*,K"-ATPasa) purificado 3,42
veces respecto al homogenado. Se observéd que en esta fraccion se recuperaba
solamente el 6,81% de la actividad enzimatica total de Na',K'-ATPasa
presente en el homogenado y que no existia enriquecimiento de este marcador
de membrana plasmatica basolateral, puesto que mostraba respecto al
homogenado una actividad especifica relativa de 0,97. En esta fraccion (MA) se
obtuvo una actividad especifica de H*,K*-ATPasa (114,68 + 9,73 pmol Pi x h™ x
mg™) 5,15 veces mayor que la actividad especifica de Na*,K*-ATPasa (22,26 +
5,22 pmol Pi x htx mg'l) en la misma. No obstante, se obtuvo solamente 1,87
veces mas actividad especifica H",K"-ATPasa que en la fraccion recogida en la
interfase 40-47% (MBL). La actividad especifica del enzima marcador de
membrana plasmética 57 -nucleotidasa en la fraccion MA era 1,44 veces
superior respecto a la actividad encontrada en el homogenado. La actividad del
enzima glucosa-6-fosfatasa en esta fraccion no era significativamente diferente
respecto a la actividad en el homogenado.
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Tabla 5. Escala de enriquecimiento de la 5™ -nucleotidasa a partir de un
homogenado de células parietales de mucosa gastrica de conejo.

- Actividad Recuperacion -
Etapade ACt!\{' dad Proteina total especifica delaactividad AC“V',d.ad
LR enzimética total ) o especifica
purificacion (umol Pi / h) (mg) (umol Pi x enzimética total relativa
3 mg* x hr) (%)

H 621 252,25 +11,82 2,46 + 0,46 100,00 1,00

S 391 158,80 + 12,73 2,46 + 0,36 62,96 1,00

MA 63 17,64+ 1,46 3,54+ 0,29 10,00 1,44

MBL 67 25,01+ 0,93 2,67+0,20 10,79 1,09

Tabla 6. Escala de enriquecimiento de la H",K*-ATPasa a partir de un
homogenado de células parietales de mucosa gastrica de conejo.

Actividad

Recuperacion de

Etapa de Adlyldad Proteina total especifica laactividad ACt'V',d.ad
T enziméticatotal } L especifica
purificacion ) (mg) (umol Pi x  enziméaticatotal ot
(umol Pi / h) mg x ) (%) relativa
H 8466 252,25+ 11,82 33,56 + 4,82 100,00 1,00
S 5749 158,80 + 12,73 36,20+ 4,12 67,91 1,08
MA 2023 17,64+ 1,46 114,68 + 9,73 23,90 3,42
MBL 1535 25,01+0,93 61,37 + 9,96 18,13 1,83
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Tabla 7. Escala de enriquecimiento de la Na*,K*-ATPasa a partir de un

homogenado de células parietales de mucosa gastrica de conejo.

Actividad

Recuperacion de

Etapa de ACtEY'dad Proteina total especifica laactividad ACt'V',d.ad
L enziméticatotal . L especifica
purificacion (umol P / h) (mg) (umol Pi x  enziméticatotal relativa
g mg* x ™) %)
H 5769 252,25+ 11,82 2287+222 100,00 1,00
S 3819 158,80 + 12,73 24,05+ 3,92 66,20 1,05
MA 393 17,64 + 1,46 22,26 + 5,22 6,81 0,97
MBL 1748 25,01+0,93 69,90 + 3,91 30,30 3,06

Tabla 8. Escala de enriquecimiento de la glucosa-6-fosfatasa a partir
de un homogenado de células parietales de mucosa gastrica de conejo.

Actividad

Recuperacion de

Etapade ACtEY'dad Proteinatotal especifica laactividad Act|V|,d.ad
o enziméticatotal . S especifica
purificacién mol Pi /1 (mg) (umol Pi x  enzimatica total relativa
(H ) mg-l X h-l) (%)
H 2184 252,25+ 11,82 8,66+ 0,50 100,00 1,00
S 1266 158,80 + 12,73 7,97+0,53 57,97 0,92
MA 173 17,64+ 1,46 9,79+ 0,32 7,92 1,13
MBL 217 25,01+0,93 8,67+ 0,67 9,94 1,00
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Figura 22. Distribucion de las actividades especificas relativas del enzima 5™ -
nucleotidasa en las diferentes fracciones obtenidas durante el proceso de separacion
de las fracciones apical y basolateral de la membrana plasmatica de las células
parietales de la mucosa gastrica de conejo: homogenado (H), tras la centrifugacion del
homogenado a 700 x g (S) y la centrifugacién de este sobrenadante en gradiente de
sacarosa, obteniendo una fraccion de membranas en la interfase sobrenadante-
sacarosa 40% (MA) y otra en la interfase sacarosa 40%-sacarosa 47% (MBL). Los
datos representan el enriquecimiento enzimatico en las distintas fracciones respecto al

homogenado.
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Figura 23. Distribucion de las actividades especificas relativas del enzima
H* ,K*-ATPasa en las diferentes fracciones obtenidas durante el proceso de separacion
de las fracciones apical y basolateral de la membrana plasmatica de las células
parietales de la mucosa gastrica de conejo: homogenado (H), tras la centrifugacion del
homogenado a 700 x g (S) y la centrifugacién de este sobrenadante en gradiente de
sacarosa, obteniendo una fraccion de membranas en la interfase sobrenadante-
sacarosa 40% (MA) y otra en la interfase sacarosa 40%-sacarosa 47% (MBL). Los
datos representan el enriquecimiento enzimatico en las distintas fracciones respecto al

homogenado.
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Figura 24. Distribucion de las actividades especificas relativas del enzima
Na*,K"-ATPasa en las diferentes fracciones obtenidas durante el proceso de separacién
de las fracciones apical y basolateral de la membrana plasmatica de las células
parietales de la mucosa gastrica de conejo: homogenado (H), tras la centrifugacion del
homogenado a 700 x g (S) y la centrifugacién de este sobrenadante en gradiente de
sacarosa, obteniendo una fraccion de membranas en la interfase sobrenadante-
sacarosa 40% (MA) y otra en la interfase sacarosa 40%-sacarosa 47% (MBL). Los
datos representan el enriquecimiento enzimatico en las distintas fracciones respecto al
homogenado.
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Figura 25. Distribucion de las actividades especificas relativas del enzima
glucosa-6-fosfatasa en las diferentes fracciones obtenidas durante el proceso de
separacion de las fracciones apical y basolateral de la membrana plasmatica de las
células parietales de la mucosa gastrica de conejo: homogenado (H), tras la
centrifugacion del homogenado a 700 x g (S) y la centrifugacion de este sobrenadante
en gradiente de sacarosa, obteniendo una fraccibn de membranas en la interfase
sobrenadante-sacarosa 40% (MA) y otra en la interfase sacarosa 40%-sacarosa 47%
(MBL). Los datos representan el enriquecimiento enzimatico en las distintas fracciones
respecto al homogenado.
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La fraccion recogida en la interfase 40-47% (MBL) contenia
aproximadamente el 9,91% de la cantidad de proteina total en el homogenado
y el 30% de la actividad total inicial del marcador de membrana basolateral
purificado 3,06 veces respecto al homogenado. En esta fraccion se recuperaba
ademas el 18,13% de la actividad total inicial del marcador de membrana
plasmética apical purificado 1,83 veces respecto al homogenado. Se obtuvo
una actividad especifica Na*,K*™-ATPasa (69,90 + 3,91 pmol Pi x h™ x mg™)
solamente 1,14 veces mayor que la actividad especifica H*,K"-ATPasa (61,37 +
9,96 pmol Pi x h™ x mg™). Pero, por otra parte, se consiguié 3,14 veces mas
actividad especifica Na*,K*-ATPasa que en la fraccion MA. Las actividades
especificas de los enzimas 5™ -nucleotidasa y glucosa-6-fosfatasa en la fraccion
MBL fueron similares a las actividades respectivas detectadas en el
homogenado.

Podemos considerar por lo tanto que la fraccion de membrana
plasméatica apical de las células parietales es la recogida en la interfase S-40%
(MA) y que la fraccion enriguecida en membrana plasmatica basolateral se
halla en la interfase 40-47% (MBL).

4.2. UNION DE [*S]dATPaS A LAS FRACCIONES DE MEMBRANA
PLASMATICA DE LAS CELULAS PARIETALES

En el presente trabajo estudiamos la wunién del radioligando
[**S]dATPasS a fracciones de membrana plasmatica de las células parietales de
la mucosa géstrica de conejo, células en las que mediante estudios funcionales
se habia detectado la presencia de receptores P2Y-like (56).

4.2.1. Caracteristicas cinéticas de la union de [**S]dATPaS a las
fracciones enriquecidas en membrana plasmatica basolateral

Los experimentos de asociacién se llevaron a cabo mediante la
incubacion de 25 pg de proteina de las fracciones enriquecidas en membrana
plasmatica basolateral (MBL), a temperatura ambiente, con el [*>*S]dATPasS (60
nM), en un volumen final de 0,25 ml, y se determinoé la radiactividad unida tras
diferentes tiempos de incubacion (0-135 min). En los experimentos de
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disociacion, las membranas se incubaron durante 60 minutos con el
radioligando (60 nM) y se inici6 la disociacion de la uniébn mediante la adicién
de 2-MeSATP 100 uM a t = O; el desplazamiento de la unién especifica de
[**S]dATPaS se determiné a distintos tiempos (0-135 min). En los
experimentos de disociacion la unidon no especifica representaba la unién que
permanecia sin disociar tras 135 min de incubacion en presencia de 2-MeSATP
100 pM. Se hizo una determinacion por triplicado y los resultados se muestran
en la Tabla 9 y en las Figuras 26 y 27.

La asociacion de la unién de [**S]dATPaS a las fracciones enriquecidas
en membranas plasméticas basolaterales de células parietales gastricas de
conejo era rapida, alcanzadndose el equilibrio en 20 min, el cual permanecia
durante casi las siguientes 2 horas (Figura 26). Consecuentemente se eligié un
tiempo de incubacién de 60 min para experimentos posteriores. Tras la adicion
de 2-MeSATP 100 uM, la unién especifica de [**S]dATPaS fue rapidamente
disociada (Figura 26). El andlisis de los datos revel6 una constante de
asociacion aparente (kops) de 0,394 + 0,058 min™ y ty, = 1,76 min™t y una
constante de disociacion (k) de 0,099 + 0,016 mint y ti, = 6,97 min (Tabla
9). El valor de la constante de asociacion (ki) calculada segun la ecuacion ki
= (Kops — k.1)/[radioligando] fue de 4,92 x 10° min*nM™ (Tabla 9). El ratio de
las constantes cinéticas (k.1/k+1) nos da un valor estimado de la K4 de 20 nM.

Tabla 9. Constantes cinéticas de la union de [**S]dATPaS a fracciones
enriguecidas en membranas plasmaticas basolaterales de células parietales de
estdbmago de conejo.

ki1 = 4,92 x 10° min*nM™
Asociacion
tip=1,76 min

k,= 0,099 min*
Disociacién
tio= 6,97 min

91



RESULTADOS

N

o

o
|

=

a1

o
|

especificamente
(pmol/mg proteina)
[EEY
o
?

[>°S]dATPS unido
3

0 T T T T T 1
0 25 50 75 100 125 150

Tiempo (minutos)

Figura 26. Cinética de asociaciéon de la unién de [*S]dATPaS a fracciones
enriquecidas en membrana plasmatica basolateral de células parietales de conejo. El
[**S]dATPaS (60 nM) se incubd con las membranas (25 pg proteina) a temperatura
ambiente, y se determiné la radiactividad unida tras diferentes tiempos de incubacién
(0-135 min). Los resultados mostrados son la media + SEM de una determinacion
llevada a cabo por triplicado.
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Figura 27. Cinética de disociacion de la union de [*°*S]dATPaS a fracciones
enriquecidas en membrana plasmatica basolateral de células parietales de conejo. El
[**S]dATPaS (60 nM) se incubd con las membranas (25 pg proteina) a temperatura
ambiente, durante 60 min. La disociacion fue iniciada mediante la adicion de 2-MeSATP
100 uM; el desplazamiento de la unién se determiné a distintos tiempos (0-135 min).
Los resultados mostrados son la media + SEM de una determinacién llevada a cabo por
triplicado.
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4.2.2. Caracteristicas de la union de [**S]dATPaS a las fracciones
de membrana plasmaética en el equilibrio

Para los estudios de unidon de saturacién, alicuotas de las fracciones
enriguecidas en membrana plasmaéatica basolateral y de las fracciones
enriguecidas en membrana plasmatica apical que contenian 5 pg de proteina
fueron incubadas por separado, a temperatura ambiente, con 13
concentraciones de [*S]dATPaS (1-100 nM) hasta alcanzar el equilibrio (60
min). En ambas situaciones, la unién no especifica se definié en presencia de
ATP 100 pM. Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado, y se repitieron
al menos tres veces en cada caso.

En el rango de concentracion de 1 a 100 nM, la union especifica de
[**S]dATPaS a las fracciones de membrana plasmatica apical y basolateral de
las células parietales de conejo era saturable (Figuras 28 y 29). Los datos en
ambos casos se ajustaron mejor a un Unico sitio de unién de alta afinidad,
como se ilustra en las Figuras 28-31.

Los analisis de regresién no lineal (GraphPad, Prism) dieron un valor de
Kq similar para ambas fracciones de membrana plasmética (K4 = 20 + 2 nM
para las fracciones enriquecidas en membranas plasmaticas basolaterales, y K4
= 28 + 5 nM para las fracciones enriquecidas en membranas plasméticas
apicales) (Tabla 10). La densidad de los sitios de union fue, sin embargo,
significativamente diferente en las dos preparaciones (Bmax = 139 + 6 pmol
unidos/mg proteina para las fracciones enriquecidas en membranas
plasmaticas basolaterales, y Bmax = 16 + 1 pmol unidos/mg proteina para las
fracciones enriquecidas en membranas plasmaticas apicales) (Tabla 10).

Debido a la gran diferencia existente respecto a la densidad de los sitios
de unién de [**S]dATPaS entre las dos fracciones de membrana plasmatica,
investigamos solo la abundante union del radioligando a la fraccion de
membrana plasmatica basolateral de las células parietales de conejo.
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Figura 28. Gréfica de saturacién de la unién en el equilibrio de [**S]dATPaS a
las fracciones enriquecidas en membrana plasmatica basolateral de las células
parietales de la mucosa géastrica de conejo. Las membranas (5 ug) se incubaron a
temperatura ambiente con concentraciones crecientes de [**S]dATPaS (1-100 nM). La
unién especifica se determiné restando la unién no especifica (definida en presencia de
ATP 100 pM) de la unidn total. Los datos muestran la media + SEM de al menos tres
experimentos llevados a cabo por triplicado en cada caso.
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Fig. 4.12. Gréfica de saturacion de la unién en el equilibrio de [**S]dATPaS a
las fracciones enriquecidas en membrana plasmatica apical de las células parietales de
la mucosa géstrica de conejo. Las membranas (5 ug) se incubaron a temperatura
ambiente con concentraciones crecientes de [**S]dATPaS (1-100 nM). La unién
especifica se determind restando la union no especifica (definida en presencia de ATP
100 pM) de la union total. Los datos muestran la media + SEM de al menos tres
experimentos llevados a cabo por triplicado en cada caso.
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Fig. 4.13. Gréfica Scatchard de la unién en el equilibrio de [**S]dATPaS a las
fracciones enriquecidas en membrana plasmatica basolateral de las células parietales
de la mucosa gastrica de conejo.
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Figura 31. Gréfica Scatchard de la unién en el equilibrio de [**S]dATPaS a las
fracciones enriquecidas en membrana plasméatica apical de las células parietales de la
mucosa gastrica de conejo.

Tabla 10. Pardametros Ky y Bmax de la union de [*S]dATPaS a las
fracciones enriquecidas en membrana plasmética basolateral y membrana
plasméatica apical de las células parietales de la mucosa gastrica de conejo.

Kd Bmax
(nM) (pmol /mg proteina)
Membrana basolateral 20+ 2 139+ 6
Membrana apical 28 + 5 16 + 1
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4.2.3. Desplazamiento por diversos ligandos de los receptores
P2 de la unién de [°°S]dATPaS a las fracciones enriquecidas en
membrana plasmatica basolateral

En los experimentos de competicion alicuotas de las fracciones
enriquecidas en membrana plasmatica basolateral (5 pg de proteina) se
incubaron a temperatura ambiente, durante 1 h, con el [**S]dATPaS (10 nM)
en presencia de concentraciones desde 1 nM hasta 100 yuM de diferentes
agonistas (ATP, dATP, 2-MeSATP, B,y-meATP, UTP, ADPBS, ATPyS, 2-MeSADP)
y antagonistas (suramina, RB-2, PPADS, A2P5PS) de los receptores P2. La
unioén no especifica se definio en presencia de ATP 100 uM.

Las curvas de desplazamiento obtenidas se muestran en las Figuras 32-
44 y representan el modelo que se corresponde con el mejor ajuste de los
datos, que resulté ser el de uniéon a un centro y no a dos centros, segun el
modelo de unién a uno o dos sitios. En la Tabla 11 se representan los valores
ICso de estos experimentos, calculados mediante el método de regresion no
lineal (GraphPad, Prism). Todos los valores son expresados como la media +
SEM de al menos tres determinaciones independientes llevadas a cabo por
triplicado.

Los agonistas ATPyS, ATP, 2-MeSATP, dATP y 2-MeSADP competian
todos con alta afinidad y valores de 1Cso comprendidos en el rango 34-68 nM
por la unién especifica de [*S]dATPaS a las fracciones enriquecidas en
membrana plasméatica basolateral de las células parietales géstricas. EI ADPBS
y el UTP mostraron mucha menor afinidad, con valores ICs, de 1,45y 5,19 uM
respectivamente. Por otra parte, el B,y-meATP lograba desplazar solamente
alrededor del 50% de la union especifica del radioligando a la méaxima
concentracion utilizada (100 uM), por lo que su valor ICsp no podia ser
estimado. Entre los antagonistas de receptores P2 ensayados, la suramina y el
RB-2 mostraron valores ICso de 1,50 y 0,54 uM respectivamente; PPADS y
A2P5PS no conseguian competir con el [*®*S]dATPaS unido. El orden de
potencia establecido, segun los valores ICso, para los agonistas purinérgicos
testados en los estudios de competicion fue: ATPyS > ATP > 2-MeSATP > dATP >
2-MeSADP >>> ADPBS > UTP >>>> ,y-meATP.
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Figura 32. Desplazamiento por ATPyS (¢) de la unién especifica de
[*®*S]dATPaS a fracciones enriquecidas en membranas plasmaticas basolaterales de
células parietales de mucosa géastrica de conejo. Diferentes concentraciones de ATPyS
(1 nM a 100 pM) fueron afadidas con el [**S]dATPaS (10 nM) e incubadas con la
fraccion de membrana (5 pg de proteina) durante 1h a temperatura ambiente. Los
datos mostrados son la media + SEM de al menos tres experimentos por triplicado y
normalizado a la unién maxima de [**S]dATPaS en cada experimento. El valor ICs,
calculado se muestra en la Tabla 11.
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Figura 33. Desplazamiento por ATP (O) de la unién especifica de [**S]dATPaS
a fracciones enriquecidas en membranas plasmaticas basolaterales de células
parietales de mucosa géstrica de conejo. Diferentes concentraciones de ATP (1 nM a
100 puM) fueron afadidas con el [**S]dATPaS (10 nM) e incubadas con la fraccién de
membrana (5 ug de proteina) durante 1h a temperatura ambiente. Los datos
mostrados son la media + SEM de al menos tres experimentos por triplicado y
normalizado a la unién maxima de [**S]dATPaS en cada experimento. El valor ICs,
calculado se muestra en la Tabla 11.
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Figura 34. Desplazamiento por 2-MeSATP (0O) de la unién especifica de
[**S]dATPaS a fracciones enriquecidas en membranas plasmaticas basolaterales de
células parietales de mucosa gastrica de conejo. Diferentes concentraciones de 2-
MeSATP (1 nM a 100 pM) fueron afiadidas con el [**S]dATPaS (10 nM) e incubadas con
la fraccion de membrana (5 ug de proteina) durante 1h a temperatura ambiente. Los
datos mostrados son la media + SEM de al menos tres experimentos por triplicado y
normalizado a la unién méaxima de [**S]dATPaS en cada experimento. El valor ICs,
calculado se muestra en la Tabla 11.
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Figura 35. Desplazamiento por dATP (e) de la union especifica de [**S]dATPaS
a fracciones enriquecidas en membranas plasmaticas basolaterales de células
parietales de mucosa gastrica de conejo. Diferentes concentraciones de dATP (1 nM a
100 puM) fueron afiadidas con el [**S]dATPaS (10 nM) e incubadas con la fraccién de
membrana (5 pg de proteina) durante 1h a temperatura ambiente. Los datos
mostrados son la media £+ SEM de al menos tres experimentos por triplicado y
normalizado a la unién méaxima de [**S]dATPaS en cada experimento. El valor ICs,
calculado se muestra en la Tabla 11.
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Figura 36. Desplazamiento por 2-MeSADP (x ) de la unién especifica de
[**S]dATPaS a fracciones enriquecidas en membranas plasmaticas basolaterales de
células parietales de mucosa gastrica de conejo. Diferentes concentraciones de 2-
MeSADP (1 nM a 100 pM) fueron afiadidas con el [**S]dATPaS (10 nM) e incubadas con
la fracciébn de membrana (5 pg de proteina) durante 1h a temperatura ambiente. Los
datos mostrados son la media + SEM de al menos tres experimentos por triplicado y
normalizado a la unién méaxima de [**S]dATPuS en cada experimento. El valor ICs
calculado se muestra en la Tabla 11.
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Figura 37. Desplazamiento por RB-2 (¥) de la union especifica de
[**S]dATPaS a fracciones enriquecidas en membranas plasmaticas basolaterales de
células parietales de mucosa gastrica de conejo. Diferentes concentraciones de RB-2
(1 nM a 100 pM) fueron afadidas con el [*S]dATPaS (10 nM) e incubadas con la
fraccion de membrana (5 pg de proteina) durante 1h a temperatura ambiente. Los
datos mostrados son la media + SEM de al menos tres experimentos por triplicado y
normalizado a la unién maxima de [**S]dATPaS en cada experimento. El valor ICs,
calculado se muestra en la tabla 11.
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Figura 38. Desplazamiento por ADPBS (m) de la unién especifica de
[**S]dATPaS a fracciones enriquecidas en membranas plasmaticas basolaterales de
células parietales de mucosa gastrica de conejo. Diferentes concentraciones de ADPBS
(1 nM a 100 uM) fueron afadidas con el [*®*S]dATPaS (10 nM) e incubadas con la
fraccion de membrana (5 pg de proteina) durante 1h a temperatura ambiente. Los
datos mostrados son la media + SEM de al menos tres experimentos por triplicado y
normalizado a la unién méaxima de [**S]dATPaS en cada experimento. El valor ICs,
calculado se muestra en la Tabla 11.
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Figura 39. Desplazamiento por suramina (V) de la union especifica de
[**S]dATPaS a fracciones enriquecidas en membranas plasmaticas basolaterales de
células parietales de mucosa gastrica de conejo. Diferentes concentraciones de
suramina (1 nM a 100 pM) fueron afiadidas con el [**S]dATPaS (10 nM) e incubadas
con la fracciébn de membrana (5 ug de proteina) durante 1h a temperatura ambiente.
Los datos mostrados son la media + SEM de al menos tres experimentos por triplicado
y normalizado a la unién maxima de [*®*S]dATPaS en cada experimento. El valor 1Csq
calculado se muestra en la Tabla 11.
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Figura 40. Desplazamiento por UTP (a) de la union especifica de [**S]dATPaS
a fracciones enriquecidas en membranas plasmaticas basolaterales de células
parietales de mucosa gastrica de conejo. Diferentes concentraciones de UTP (1 nM a
100 puM) fueron afadidas con el [**S]dATPaS (10 nM) e incubadas con la fraccién de
membrana (5 pg de proteina) durante 1h a temperatura ambiente. Los datos
mostrados son la media + SEM de al menos tres experimentos por triplicado y
normalizado a la unién méaxima de [**S]dATPaS en cada experimento. El valor ICs,
calculado se muestra en la Tabla 11.
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Figura 41. Desplazamiento por B,y-meATP (¢) de la union especifica de
[**S]dATPaS a fracciones enriquecidas en membranas plasmaticas basolaterales de
células parietales de mucosa gastrica de conejo. Diferentes concentraciones de B,y-
meATP (1 nM a 100 puM) fueron afiadidas con el [**S]dATPaS (10 nM) e incubadas con
la fracciébn de membrana (5 ug de proteina) durante 1h a temperatura ambiente. Los
datos mostrados son la media + SEM de al menos tres experimentos por triplicado y
normalizado a la unién méaxima de [*®*S]dATPaS en cada experimento. El valor ICso o
pudo ser calculado como se muestra en la Tabla 11.
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Figura 42. Desplazamiento por PPADS (A) de la unién especifica de
[**S]dATPaS a fracciones enriquecidas en membranas plasmaticas basolaterales de
células parietales de mucosa gastrica de conejo. Diferentes concentraciones de PPADS
(1 nM a 100 pM) fueron afadidas con el [**S]dATPaS (10 nM) e incubadas con la
fraccion de membrana (5 pg de proteina) durante 1h a temperatura ambiente. Los
datos mostrados son la media + SEM de al menos tres experimentos por triplicado y
normalizado a la unién méaxima de [**S]dATPuS en cada experimento. El valor ICso no
pudo ser calculado como se muestra en la Tabla 11.
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Figura 43. Desplazamiento por A2P5PS (x) de la union especifica de
[**S]dATPaS a fracciones enriquecidas en membranas plasmaticas basolaterales de
células parietales de mucosa gastrica de conejo. Diferentes concentraciones de A2P5PS
(1 nM a 100 pM) fueron afiadidas con el [**S]dATPaS (10 nM) e incubadas con la
fraccion de membrana (5 pg de proteina) durante 1h a temperatura ambiente. Los
datos mostrados son la media + SEM de al menos tres experimentos por triplicado y
normalizado a la unién méaxima de [*>*S]dATPaS en cada experimento. El valor ICso no
pudo ser calculado comose muestra en la Tabla 11.
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Tabla 11. Potencia de los ligandos purinoceptores en la competicion
por la union de [*S]dATPaS 10 nM a las fracciones enriquecidas en
membranas plasméticas basolaterales de células parietales de conejo. El ICso
para cada ligando se calculé a partir de los datos de competicion Todos los
valores son expresados como la media + SEM de al menos tres
determinaciones independientes.

Ligando ICs0 (NM)
ATPyS 35+5

ATP 44 + 3
2-MeSATP 51 +4
dATP 56 + 4
2-MeSADP 64 +8
RB-2 537 = 36
ADPfS 1453 + 155
Suramina 1499 + 90
uTpP 5197 + 473
B,y-meATP *

PPADS *

A2P5PS *

* No pudo ser calculado
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Figura 44. Gréafica conjunta de la competicién de los ligandos purinérgicos por
la union especifica de [*S]dATPaS a fracciones enriquecidas en membranas
plasmaticas basolaterales de células parietales de mucosa gastrica de conejo. Los
simbolos utilizados en esta grafica conjunta se corresponden con los utilizados para
cada ligando en las gréficas individuales.

4.2.4. Sensibilidad a los nucle6tidos de guanina

Como la sefial de transduccion de los receptores P2 metabotrdpicos
(P2Y) es mediada por proteinas G analizamos si la unién de [**S]dATPaS a las
fracciones enriquecidas en membrana plasmatica basolateral era afectada por
la presencia de GDP en el medio de incubacién. El GDP inhibe el mecanismo de
accion de las proteinas G (13, 91). Para ello, se incubaron las membranas con
concentraciones crecientes del radioligando de forma similar a los
experimentos de saturacion, afiadiendo al medio de incubacion GDP 10 uM, y
se determinaron la Ky y la Bpax.

La presencia de GDP 10 puM en el medio de incubacion mostré también
una unién de [*S]dATPaS saturable, pero mientras la Kq (111 + 37 nM)
aumentd en gran medida, la Bmax (182 + 46 pmol/mg proteina) no fue
significativamente diferente (Tabla 12). Aunque los parametros de la unién se
calcularon mediante un analisis de regresién no lineal, en la Figura 45 pueden
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observarse los mismos resultados basados en la correspondiente transformada
de Scatchard.

Tabla 12. Parametros Ky y Bna de la union de [*°S]dATPaS a las
fracciones enriquecidas en membrana plasmatica basolateral en ausencia y
presencia de GDP 10 uM.

Kd Bmax
(nM) (pmol/mg proteina)
Sin GDP 20+ 2 139+ 6
Con GDP 111 + 37 182 + 46

0.15+

0.10+

B/F

0.05+

0.00 T T | T 1
0 25 50 75 100 125

B (pmol/mg proteina)

Figura 45. Inhibicién por GDP de la unién de [*S]dATPaS a las membranas
plasmaticas basolaterales. Representacion de Scatchard de los estudios de unién en

ausencia (m) y presencia (a) de GDP 10 pM. El GDP cambia la Kd mientras que la
Bmax no era afectada significativamente. Todos los experimentos fueron llevados a
cabo por triplicado y repetidos al menos tres veces.
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DISCUSION

Desde 1971 se ha venido suministrando datos a favor de la
participacion de las purinas en la regulacién de la secrecidén gastrica de &cido.
Los resultados derivados de la experimentacion que utilizaba preparaciones de
glandulas géstricas aisladas de conejo (4, 53-55), mostraron que era posible
considerar la division de los compuestos de adenina en dos grupos, uno
encabezado por la adenosina que promueve la estimulacién de la secrecion
géstrica de acido y otro encabezado por el ATP que promueve su inhibicion.

Al estudiar las caracteristicas del efecto inhibidor producido por el ATP y
sus derivados, fisioldgicos y sintéticos, sobre la secrecion de acido en glandulas
géstricas estimuladas con histamina los datos obtenidos sugerian que, en esta
preparacion, la accién antisecretora del citado nucleétido y/o sus derivados
podia tener lugar a través de receptores P2Y vinculados, en parte, con la
sintesis de prostaglandinas (4, 53-55). En este sentido, la caracterizacién de
receptores P2Y-like mediante estudios de union con radioligandos en
preparaciones de membrana plasmatica obtenidas a partir de glandulas
géstricas de conejo (144) supuso un apoyo experimental importante a favor de
esta conclusion.

No obstante, no cabia ignorar que las glandulas gastricas estan
constituidas por diversos tipos de células ademas de las células parietales que
secretan el acido. Asi, estaba abierta la posibilidad de que el efecto de
inhibicion de la secrecién observado con ATP sobre la secrecion glandular de
acido fuese mediada indirectamente a través de algin modulador paracrino
producto de la accion del nucledtido sobre células no parietales presentes en la
preparacion glandular. Por ello se llevaron a cabo estudios con preparaciones
de células parietales aisladas de mucosa gastrica de conejo y se pudo concluir
que el ATP inhibia de manera intensa y selectiva la secreciébn de &cido
estimulada por histamina y se sugeria que al menos una parte de dicho efecto
tenia que ver con la estimulacion de la produccion endogena de
prostaglandinas. Se corroboraba asi el comportamiento inhibidor observado
previamente para ATP en otras preparaciones gastricas estimuladas con
histamina. Asi mismo, se sugeria que esta accion antisecretora del ATP se
debia a receptores P2Y que podrian estar presentes en la membrana
plasmética de las células parietales de la mucosa géstrica de conejo (56).
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Con el fin, por un lado, de confirmar la presencia de receptores P2Y en
la membrana plasméatica de las células parietales géastricas y, por otro, de
estudiar el perfil cinético y la densidad de estos receptores, consideramos
proceder a la identificacion y caracterizacion de receptores P2Y en
preparaciones de membrana plasmatica de células parietales de mucosa
géstrica de conejo mediante estudios de union con radioligandos especificos.

Los experimentos de union con ligandos radiactivos se han convertido
en los ultimos afios en una herramienta relativamente simple pero
extremadamente poderosa para el estudio de los receptores. Tales estudios
proporcionan un analisis de la interaccion de las hormonas, neurotransmisores,
factores de crecimiento y drogas similares con los receptores, de éstos con los
sistemas de segundos mensajeros, e informacion sobre el namero de
receptores presentes en un tejido, su distribucién subcelular y funcién
fisiologica (23, 92).

Aunque los ensayos de union con radioligandos pueden ser realizados
utilizando preparaciones de células enteras, la preparacion de membranas
aisladas es por mucho la mas comunmente utilizada en este tipo de estudios.
En general, los ensayos con células intactas se prefieren para los estudios
relacionados con la funcion fisiologica de los receptores y los ensayos con las
membranas aisladas para los estudios relacionados con las caracteristicas
bioquimicas y farmacologicas de los receptores (23). En consonancia con ello,
elegimos realizar nuestros ensayos utilizando preparaciones de membranas
plasméticas aisladas, puesto que era el modelo mas conveniente para los
estudios que pretendiamos llevar a cabo en el presente trabajo.

Ahora bien, la célula parietal de la mucosa gastrica es una célula
polarizada y, como tal, su membrana plasmética presenta dos dominios
perfectamente diferenciados, uno apical (luminal) y otro basolateral
(contraluminal). Ambas fracciones de la membrana, tal y como se ha
mencionado en otros apartados de este trabajo, difieren en su ultraestructura
(61, 102), actividades enziméticas (64), mecanismos de transporte (64),
propiedades electrofisiologicas (34), composicion de proteinas (24, 58) y
composicion lipidica (87).

110



DISCUSION

Como cualquier proteina de membrana en un epitelio polarizado los
receptores P2 pueden estar localizados selectivamente o en la superficie apical
0 en la basolateral o estar expresado en ambos dominios de la membrana
celular (20, 37, 38, 80).

En este sentido Luo et al. (88) han publicado que las células epiteliales
ductales del pancreas expresan tres subtipos de receptor P2Y (P2Y,, P2Y, y
P2Y,). Los receptores P2Y, y P2Y, estarian selectivamente localizados en la
membrana apical, mientras que los receptores P2Y; pueden ser detectados
tanto en la superficie apical como en la basolateral. Estas células también
expresaron tres subtipos de receptor P2X (P2X;, P2X,;, P2X7), los cuales
mostraron también una localizacion asimétrica; los receptores P2X; y P2X,
estaban presentes exclusivamente en las membranas plasmaticas
basolaterales, mientras que el receptor P2X; se detectaba en ambas superficies
celulares.

De igual forma, en otros estudios se ha sugerido que las células del
epitelio respiratorio expresan receptores P2Y, en la membrana apical y
receptores P2Y; en la membrana basolateral (66). También se ha publicado
que las células epiteliales nasales expresan receptores P2Y, en la membrana
basolateral y receptores P2Ys en la membrana apical (78). Y otros autores han
encontrado receptores P2Y; y/o P2Y, en la membrana basolateral y P2z (P2X7)
en la membrana apical de las células ductales de las glandulas salivares
submandibulares (7, 79, 153).

Precisamente por ello, en el presente trabajo se procedié previamente
al desarrollo de un procedimiento para aislar y separar las fracciones apical y
basolateral de la membrana plasméatica de las células parietales de la mucosa
géstrica de conejo partiendo de una preparacion enriquecida en dichas células.

A este respecto, Muallem et al. habian publicado en 1985 (95) un
procedimiento bastante sencillo para el aislamiento y separacion simultanea
de los dominios apical y basolateral de la membrana plasméatica de las células
parietales, partiendo para ello de una preparacion de células parietales
aisladas de mucosa gastrica de conejo enriquecidas en un 75-90%. Utilizaron
un método de preparacion en el que la suspension de células parietales
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homogenizada en un homogenizador Polytron se centrifugaba primeramente a
baja velocidad y el sobrenadante resultante se sometia posteriormente a un
proceso de centrifugacion en un gradiente discontinuo de sacarosa (25-32-
42%). En la interfase de sacarosa 25-32% aislaban la fraccion apical de la
membrana plasmatica y en la interfase 32-42% la fraccion basolateral.

En el presente trabajo nos basamos esencialmente en este modelo
descrito por Muallem y col. Sin embargo, lo fuimos adaptando progresivamente
segun los resultados que se derivaban de nuestra experimentacion hasta
adoptar finalmente el modelo que se ha descrito detalladamente en el
apartado de Materiales y Métodos.

Para analizar el enriquecimiento en fracciones apical y basolateral de la
membrana plasmatica se ensayaron conocidos enzimas marcadores.

La 57 -nucleotidasa es por mucho el enzima mas comunmente utilizado
como marcador de membrana plasmatica (41). Diversos autores han realizado
determinaciones de este enzima para caracterizar membranas plasmaticas
preparadas a partir de un homogenado de estobmago de rata (84), mucosa
géstrica de perro (119, 121) y células parietales aisladas de cobaya (10).

Es conocida la ubicacion de la H",K*-ATPasa en la fraccion apical de la
membrana plasméatica de las células parietales de la mucosa géastrica. Como se
ha sefialado anteriormente en otros apartados de esta memoria, por medio de
técnicas de inmunolocalizacion Saccomani et al. (120) demostraron la
presencia del enzima transportador de hidrogeniones H*,K*-ATPasa en las
microvellosidades de la membrana plasmética apical y canalicular de las
células oxinticas. Se trata de una bomba electroneutra que intercambia K"
luminal por H" citopldsmico, y es el principal enzima responsable de la
acidificacion de la luz gastrica (85, 123).

La Na*,K"™-ATPasa o bomba de sodio, al igual que la H",K*-ATPasa, es
un transportador de iones activo de membrana que pertenece a la familia de
ATPasas tipo P. Est4 presente en la membrana basolateral de la célula oxintica
(32, 64, 139), donde cataliza el cotransporte de Na* y K*. Se trata de una
bomba electrogénica, que transporta hacia el exterior de la célula tres iones de
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sodio, al tiempo que introduce dos iones potasio dentro de la misma. Es uno
de los principales transportadores Dbasolaterales responsable del
mantenimiento de la homeostasis de la célula parietal (apdo. 1.2.2).

Para estudiar la contaminacion de las fracciones de membrana
plasméatica por reticulo endopldsmico se ha ensayado la actividad glucosa-6-
fosfatasa, conocido marcador de esta fraccion subcelular (41).

El analisis enzimatico demostraba que en la interfase de sacarosa S-
40% se conseguia separar la fraccion enriquecida en membrana plasmatica
apical, puesto que el enzima H*,K"-ATPasa estaba purificado en esta fraccion
aproximadamente 3,42 veces respecto al homogenado. Ademas, esta fraccion
estaba esencialmente libre de contaminacion por membrana plasmatica
basolateral, ya que no se observaba enriquecimiento del enzima Na*,K*-
ATPasa. El enzima marcador de membrana plasmatica 5 -nucleotidasa sélo se
enriguecia en esta fraccion.

En la interfase de sacarosa 40-47% se separaba la fraccién enriquecida
en membrana plasmatica basolateral, ya que el enzima Na*,K'-ATPasa se
purificaba en esta fraccién alrededor de 3,06 veces respecto al homogenado.
No obstante, en esta fraccion existia una apreciable contaminacién por
membrana plasmatica apical, ya que habia un cierto enriquecimiento del
enzima H",K'-ATPasa; este hallazgo por otra parte no constituia un hecho
inesperado, ya que cierto grado de contaminacion cruzada entre las dos
fracciones de membrana plasmética habia sido descrito también por otros
autores tanto en aislamientos procedentes de células gastricas como de otros
tipos celulares (32, 67, 76, 95, 141).

No se advirti6 incremento de la actividad especifica del enzima glucosa-
6-fosfatasa en ninguna de las fracciones obtenidas a partir del procesamiento
del homogenado celular. De lo que se dedujo que las fracciones de membrana
plasmética obtenidas podian considerarse no contaminadas por reticulo
endoplasmico.

Puesto que los enzimas marcadores ensayados mostraron un
enriquecimiento apropiado en sus respectivos dominios de membrana,
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consideramos que mediante la técnica de aislamiento desarrollada por
nosotros conseguiamos una adecuada separacion y purificacion de las
fracciones apical y basolateral de la membrana plasmética de las células
parietales y que, por lo tanto, las preparaciones asi obtenidas eran
suficientemente idoneas para los estudios posteriores.

Una vez logrado el objetivo de separar y purificar las fracciones apical
y basolateral de la membrana plasméatica de las células parietales procedimos
a llevar a cabo los experimentos necesarios para establecer la posible
presencia de receptores P2Y en estas preparaciones mediante el estudio de la
uniéon del radioligando [**S]dATPaS, ligando que habia sido considerado por
diversos investigadores un instrumento Util para caracterizar receptores P2Y-
like (6 receptores P,y nativos) en diferentes tejidos (126, 135, 136, 144).

En el intervalo de concentracién de 1 a 100 nM, la union especifica de
[**S]dATPaS a las fracciones de membrana plasmatica apical y basolateral de
las células parietales de conejo era saturable. Los datos en ambos casos se
ajustaron mejor a un unico sitio de uniéon de alta afinidad. El valor de la K4 era
similar para ambas fracciones de membrana plasmatica (Ky » 20 nM para las
fracciones enriquecidas en membranas plasméaticas basolaterales, y K4 ~ 28 nM
para las fracciones enriquecidas en membranas plasmaticas apicales). La
densidad de los sitios de union fue, sin embargo, significativamente diferente
(Bmax #139 pmol/mg proteina para las fracciones enriquecidas en membranas
plasmaticas basolaterales, y Bmax * 16 pmol/mg proteina para las fracciones
enriquecidas en membranas plasmaticas apicales). De ello podriamos deducir
que existiria un mismo subtipo de receptor P2 que se distribuye
asimétricamente en la membrana plasmética de la célula parietal, lo cual, por
otra parte, estaria de acuerdo con lo descrito para los receptores P2 en otros
tejidos (37, 38, 80, 88).

El pardmetro By« obtenido para el sitio de unién de alta afinidad en la
fraccion de membrana plasmética basolateral es extraordinariamente alto
puesto que es incluso superior a valores que se han publicado para otros
tejidos, donde se refieren cifras Bmax de 17-71 pmol/mg proteina, cantidades
gue se consideran ya muy altas (72, 125, 135, 144). No obstante, si
considerdramos la preparacion de membrana plasmaética completa (es decir,
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fraccion apical méas fraccién basolateral) calculariamos para la muestra una
densidad de sitios de union especifica aproximada de 88 pmol/mg proteina.
Este nimero maximo de sitios de union es cercano a los valores previamente
publicados para otros tejidos y, ademas, estaria correlacionado con el
determinado para membranas plasméticas aisladas a partir de glandulas
géstricas (144), donde en los estudios de wunion con el radioligando
[**S]dATPaS se habia descrito una Bn. de 17 pmol/mg de proteina. Segun
estos datos, el valor de Bnax calculado para membranas plasméticas aisladas a
partir de una preparacion enriquecida en células parietales seria unas 5 veces
superior al de Bnax Obtenida en preparaciones de membranas plasmaticas
aisladas a partir de glandulas géastricas. Y esa cifra es la que aproximadamente
cabria esperar si tenemos en cuenta que la riqueza en células parietales de la
preparacion a partir de la cual aislamos las fracciones apical y basolateral de la
membrana plasmatica es de alrededor de un 70%, es decir, casi 5 veces el
contenido en células parietales presentes en las glandulas géastricas (donde las
células parietales representan cerca del 13% del total de las células).

No obstante, el valor tan alto de B, Obtenido nos induce a sospechar
que es bastante probable que sitios de unién no-receptor estén también
contribuyendo al numero méximo de sitios de uniébn de alta afinidad
encontrados, a pesar de que los datos no ofrecen una buena correlacion para
los modelos de unién a dos centros de union.

En este sentido, no debemos olvidar que la utilidad de los ensayos de
union con radioligandos para cuantificar receptores P2Y es motivo de
controversia. Una prueba de este desacuerdo lo constituyen los ensayos de
unién con el radioligando [*S]dATPaS que condujeron a la identificacion
errénea de receptores p2ys y p2y; como receptores P2Y (6, 150). De forma
similar, Schachter y Harden (125) han publicado que el [*S]dATPaS no se
puede considerar un radioligando vélido para los estudios de caracterizacion de
los receptores P2. Estos autores mostraron que el [**S]dATPaS se unia con una
relativamente alta densidad (10 pmol/mg proteina) de sitios de unién a
membranas de células 1321N1 y de células Cos-7 que expresan el receptor
P2Y;. Sin embargo, no observaron diferencia alguna en la densidad total de
sitios de union entre las células nativas (que no expresan el receptor P2Y,),
las células transfectadas solamente con el vector y las células transfectadas
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para expresar el receptor P2Y;. Ademas, encontraron que los anélogos de los
nucledtidos de adenina competian por la unién de [**S]dATPaS con un orden
de potencia que diferia marcadamente con el orden mostrado para la
acumulacion de inositoles fosfato en células transfectadas que expresan el
receptor P2Y;. Por éstos y otros hallazgos han llegado a sugerir que las
membranas celulares muestran un gran nimero de sitios de unién de alta
afinidad para [*S]dATPaS distintos de los subtipos de receptor P2Y. Estos
sitios de unién no-receptor interfieren a la hora de calcular los parametros de
la unién de este radioligando con el receptor P2Y en el equilibrio (125).

Debido a ello se ha propuesto la utilizacién de un nuevo radioligando, el
[*H]MRS2279, un antagonista altamente selectivo para el subtipo de receptor
P2Y; y que no muestra unidbn a membranas celulares que carecen del receptor
(148). Sin embargo, este ensayo tiene que ser llevado a cabo en un bafio con
hielo, y entonces la velocidad de disociacién del complejo radioligando-receptor
es relativamente répida (vida media aproximada de 0,9 min). Por lo que
durante las etapas de dilucion, filtracion y lavado no puede ser utilizado la
aplicaciéon de un medio con hielo para evitar la pérdida del radioligando unido
especificamente, lo que puede conducir a una infravaloracion en el calculo de
la densidad de los receptores (107). A diferencia del [*H]JMRS2279, la vida
media de la velocidad de disociacion para el [*>S]dATPaS es aproximadamente
de 3 min a temperatura ambiente y la aplicacion de un medio tampén con
hielo puede parar efectivamente el proceso y convertir en insignificante la
pérdida del radioligando unido especificamente al receptor durante la fase de
filtracion (107).

Oras et al. (106, 107) indican que, como ligando especifico para el
subtipo P2Y; asi como para otros receptores P2Y, el [**S]dATPaS puede
realmente ser util para los estudios de estos receptores con radioligandos si el
estudio se combina con un andlisis cinético adecuado. Mediante este andlisis
consiguen diferenciar los sitios de unién “lentos” de [*S]dATPaS (de origen
receptor) de los sitios de unién “rapidos” (de origen no receptor) localizados
sobre membranas de células de astrocitoma transfectadas que expresan
receptores P2Y; (hP2Y1-1321N1) y en membranas de cerebro de rata. El
comportamiento de los sitios “lentos” podria representarse mediante un
mecanismo de union del radioligando en dos etapas, donde la formacion rapida
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del complejo ligando-receptor era seguida por la lenta isomerizacion de este
complejo. Existian evidencias de que este ultimo fendmeno era caracteristico
de receptores muscarinicos (70), dopaminérgicos D2 (83) y adrenérgicos
(127), todos ellos pertenecientes a la familia de receptores acoplados a
proteinas G.

Entre las principales proteinas de union para el ATP que contienen las
fracciones de membrana plasmatica de la célula parietal géastrica a las que
pudiera estar uniéndose también el [**S]dATPaS se encuentran sobre todo las
ATPasas tipo P como la H",K*-ATPasa y la Na*,K"-ATPasa. Sin embargo, para
la union con alta afinidad (valor de K4 de orden nM) del ATP u otros nucleétidos
a estos y otros ectoenzimas requiere de la presencia de los cationes divalentes
Mg y/o Ca®*, ya que se ha demostrado que la union a tales sitios es reducida
en un 75% en ausencia de los cationes mencionados (93). Por otra parte,
diversos datos experimentales parecen indicar que algunos receptores P2 son
activados por una forma de ATP no wunida a cationes divalentes
(presumiblemente ATP*) y no por ATP-Mg?*, que constituye el sustrato para
las ATPasas y las quinasas (154). El medio de incubacion utilizado en el
presente trabajo en los ensayos de unidn con el radioligando [*>S]dATPaS es
preparado en ausencia de Mg®* y Ca?", por lo que se puede descartar en gran
medida la union del radioligando a las ATPasas presentes en las fracciones de
membrana plasmatica. Ademas, el hecho de que la densidad maxima de sitios
de unién obtenida en las fracciones apical y basolateral de la membrana
plasméatica sea significativamente diferente, siendo ambas fracciones
igualmente ricas en ATPasas, es un dato méas a favor de esta conclusion. Por
otra parte, el ensayo de unién se llevd a cabo en presencia de EDTA 1mM,
agente quelante que previene la interaccion de [*S]dATPaS con sitios de union
no especifica y reduce significativamente la degradacién enzimatica del
radioligando (154).

Con nuestros estudios, no obstante, no podemos descartar
completamente la unién del radioligando a otras posibles proteinas de unién
del ATP que pudieran estar presentes en la membrana plasmatica de la célula
parietal tales como canales i6nicos sensibles al ATP, canales de ATP, proteinas
transportadoras de ATP (proteinas ABC) u otras, pero estas posibles
interacciones no implicarian la no existencia de receptores P2Y.
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La afinidad de la unién en la fraccion de membrana plasmatica
basolateral fue fuertemente reducida por la presencia de GDP en el medio de
incubacion, mientras que la densidad de los sitios de unibn no era
significativamente afectada. De ello podemos deducir que la afinidad de los
sitios de union detectada depende de un acoplamiento a la proteina G, lo que
esta de acuerdo con el caracter metabotropico de los sugeridos receptores
P2Y.

A partir de los valores ICsy mostrados por diferentes agonistas P2 en
competicion por los sitios de unién de [*>S]dATPaS en la fraccion basolateral
puede establecerse el siguiente orden de afinidades: ATPyS > ATP > 2-MeSATP
> dATP > 2-MeSADP >>> ADPBS > UTP, mientras que el analogo B,y-meATP no
puede ser considerado como un verdadero competidor. Este orden de potencia
es similar al obtenido para la accion antisecretora de estos ligandos en células
parietales de conejo estimuladas con histamina, donde 2-MeSATP > ATP >>
B,y-meATP, UTP (56). Y es similar también al orden de potencia observado en
el desplazamiento de la unién de [**S]dATPaS a membranas plasmaticas de
glandulas gastricas (144), donde se observé que ATP = 2-MeSATP >> q,f-
meATP >> adenosina, y UTP no desplazaba méas del 30% de la unién del
radioligando.

El orden de afinidades mostrado en el presente trabajo por los
agonistas competidores esta de acuerdo con tres de los receptores P2Y hasta
ahora clonados que son sensibles a los nucleétidos de adenina e insensibles a
los nucle6tidos de uridina: P2Y, P2Y1; y P2Y1s.

Un nuevo receptor P2Y, denominado P2Y;3, que es también activado por
los nucledtidos de adenina y no por los de uridina ha sido clonado a partir de
tejido humano (30). Este receptor muestra una alta afinidad por el ADP e
inhibe la adenilato ciclasa, al igual que el receptor P2Y;,. Pero mientras en el
receptor P2Y;, el 2-MeSADP muestra 10-100 veces mayor potencia que el ADP,
ambos compuestos presentan afinidades similares en el receptor P2Y,;. La
ausencia de efecto de los nucleétidos trifosfato en el receptor P2Y;3 es otra
caracteristica farmacolégica importante que permite diferenciarlos de los
receptores P2Y;,. Se ha descrito que el 2-MeSATP es inactivo a
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concentraciones superiores a 1 uM en el receptor P2Y,3, mientras que su
potencia en el receptor P2Y;, estd en el rango nanomolar y es similar a la del
2-MeSADP (156). Podemos observar que estas caracteristicas del receptor
P2Y;3 no se ajustan al perfil derivado de nuestros ensayos de union, donde el
2-MeSATP es de similar potencia al 2-MeSADP (ambos en el rango nanomolar)
y éste, a su vez, es alrededor de 20 veces mas potente que el ADPBS (cuya
potencia estd en el rango puM). A partir de estos datos podemos considerar que
no es probable que el receptor P2Y;; esté presente en las preparaciones de
membrana plasmatica basolateral de la célula parietal gastrica.

El alto valor ICso obtenido por el UTP en los estudios de competicion (»
10% veces mayor que el valor ICs, del ATP) indicaria que los receptores P2Y
sensibles a los nucledtidos de uridina (P2Y,, P2Y, y P2Ys) pueden ser
descartados como el sitio de union descrito en estas fracciones enriquecidas en
membrana plasmaética basolateral de células parietales. Lo que estaria de
acuerdo, por otra parte, con la observacion de que el UTP carece de efecto
sobre la secrecion de &cido en preparaciones de células parietales de conejo
estimuladas con histamina (56).

Como se ha comentado anteriormente, los receptores presentes en las
fracciones de membrana plasmatica parecen estar acoplados a la proteina G. Y
puesto que el analogo B,y-meATP no puede competir por la unién de
[**S]dATPaS, podemos descartar la presencia de receptores P2X en nuestras
muestras de membrana. Lo que también viene a corroborar lo descrito en los
estudios sobre la influencia de los nucleétidos de adenina y uridina en la
secrecion géstrica de acido en preparaciones de células parietales de conejo
estimuladas con histamina (56).

En los estudios de competicion han sido ensayados diversos
antagonistas de los receptores P2. El compuesto A2P5PS no producia ningun
desplazamiento del radioligando y el PPADS desplazaba no mas del 35% a la
concentracion maxima de 0,1 mM. La suramina era capaz de competir por la
unioén con un valor ICso de alrededor de 1,50 uM y el reactivo blue 2 fue el que
mostr6 el menor valor I1Cs, entre los antagonistas ensayados (0,54 uM).

Se ha descrito que los analogos bifosfato de la adenosina tales como
A2P5PS y A3P5PS bloquean selectivamente las respuestas mediadas por el
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receptor P2Y,; (142, 146). El reactivo blue 2, la suramina y el PPADS (146)
también actlan como antagonistas de los receptores P2Y,;, con
aproximadamente similares potencias antagonistas. La suramina y el reactivo
blue 2 son antagonistas del receptor P2Y;;, pero no el PPADS (146). Los
receptores P2Y;, son insensibles al PPADS, débilmente antagonizados por
suramina y bastante potentemente antagonizados por el reactivo blue 2
(142).

La falta de competicion del A2P5PS y el PPADS vy la si observada para la
suramina y el reactivo blue 2 por la unién del [*>*S]dATPaS en nuestro estudio
nos inducen a pensar, por un lado, que podriamos descartar la presencia de
receptores P2Y; y, por otro lado, que los subtipos de receptor P2Y presentes
posiblemente en las fracciones de membrana plasmatica basolateral de las
células parietales serian mas probablemente los subtipos P2Y1; y/0 P2Y,.

Ambos subtipos de receptor difieren en sus mecanismos de
transduccién. Se ha descrito que el receptor P2Y;; media la activacion tanto de
la fosfolipasa C como de la adenilato ciclasa; el receptor P2Y;,, por su parte,
inhibe la adenilato ciclasa (146).

Respecto al mecanismo de accion desplegado por el ATP, en los
estudios realizados con preparaciones de células parietales de conejo
estimuladas con histamina se sugirié que el ATP promoveria una inhibicion de
la secrecion de acido por medio de un mecanismo combinado (56): a) el ATP,
por un lado, actuaria directamente sobre la célula parietal a través de
receptores P2Y que promueven la inhibicién de la adenilato ciclasa acoplada,
probablemente, a receptores H, de histamina mediante una proteina G; de
membrana, atenuando de este modo la respuesta secretora inducida por
histamina, y b) el ATP, por otro lado, actuaria sobre receptores P2Y vinculados
con la sintesis de prostaglandinas estimulando su produccion endbégena; éstas,
a su vez, utilizando el mecanismo antes descrito inhibirian la respuesta
secretora a la histamina.

Este tipo de mecanismo de accion nos sugiere poderosamente que los

receptores presentes en nuestras preparaciones de membrana podrian ser del
subtipo P2Y3,. Sin embargo no podemos confirmarlo definitivamente, ya que
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los resultados experimentales obtenidos al ensayar la actividad de la adenilato
ciclasa en preparaciones enriquecidas en membrana plasmatica basolateral de
células parietales no han sido concluyentes.
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CONCLUSIONES

1. El procedimiento desarrollado para el aislamiento y separacion
simultanea de las fracciones apical y basolateral de la membrana plasmatica
de las células parietales de la mucosa gastrica de conejo es adecuado para
conseguir un enriquecimiento apropiado de los enzimas marcadores en sus
respectivos dominios de membrana y nos permite obtener preparaciones
idoneas para los estudios de unién con radioligandos.

2. Se ha encontrado un sitio de union de alta afinidad para el
radioligando [*S]dATPaS, probablemente un receptor P2Y, tanto en las
fracciones de membrana plasmética apical como en las fracciones de
membrana plasmatica basolateral de las células parietales. El valor de la Ky es
similar en ambas fracciones de membrana plasmética.

3. La densidad méaxima de los sitios de unién para el radioligando
[**S]dATPaS es significativamente diferente en las dos fracciones de la
membrana plasmatica de la célula parietal. De ello se deduce la existencia de
una distribucion asimétrica del sitio de union de alta afinidad del radioligando
[**S]dATPaS en la membrana plasmatica de la célula parietal de la mucosa
géstrica de conejo.

4. La afinidad de la union del [**S]dATPaS en la fraccion de
membrana plasmatica basolateral es fuertemente reducida por la presencia de
GDP en el medio de incubacién, mientras que la densidad méaxima de los sitios
de unidn no es significativamente afectada. De ello podemos deducir que la
afinidad de los sitios de union detectada depende de un acoplamiento a la
proteina G, lo que estd de acuerdo con el caracter metabotropico de los
sugeridos receptores P2Y.

5. Puesto que los sitios de union detectados en las fracciones de
membrana plasmatica basolateral parecen estar acoplados a la proteina G y
debido a que el B,;-meATP no puede competir por la unién de [*S]dATPaS
podemos descartar la presencia de receptores P2X en estas muestras de
membrana.
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6. El alto valor ICso obtenido por el UTP en los estudios de
competicion nos permite descartar la presencia de receptores P2Y sensibles a
los nucledétidos de uridina (P2Y,, P2Y, y P2Ye) en las fracciones enriquecidas en
membrana plasmatica basolateral de las células parietales.

7. Puesto que en los ensayos de competicién el 2-MeSATP muestra
similar potencia al 2-MeSADP y éste es, a su vez, alrededor de 20 veces mas
potente que el ADPBS podemos considerar que no es probable que el receptor
P2Y,3 esté presente en las preparaciones de membrana plasmatica basolateral
de la célula parietal géstrica.

8. Debido a la falta de competiciéon de los antagonistas P2 A2P5PS
y PPADS por la unién de [*>*S]dATPaS en nuestro estudio podemos descartar la
presencia de receptores P2Y; en las fracciones enriquecidas en membrana
plasmética basolateral.

9. Teniendo en cuenta el orden de afinidades obtenido en los
estudios de competicién para los agonistas de los receptores P2 y el perfil
mostrado por los antagonistas P2 ensayados podemos sugerir que los subtipos
de receptor P2Y presentes posiblemente en las fracciones de membrana
plasméatica basolateral de las células parietales son probablemente los subtipos
P2Y11 y/0 P2Y,.
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