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Caracterizacion del efecto inhibidor de la
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Resumen

En este trabajo hemos profundizado en el estudio del efecto inhibidor de la
xipamida sobre el cotransporte Na*, K* del eritrocito humano. La xipamida inhibe
los flujos simultineos de Na™ y de K + catalizados por el sistema de cotransporte
Na*, K*, siendo la concentracién inhibidora semimdxima de aproximadamente
10~3 M.  Dicho efecto inhibidor disminuye al incrementar la concentracion de
bumetanida o la concentracion de cloro del medio, lo que sugiere que la xipamida
compite con la bumetanida y con el cloro por un mismo sitio receptor en la molé-
cula del cotransporte Na*, K*. Al estudiar el comportamiento cinético del cotrans-
porte Na*, K* de eritrocitos incubados en presencia de xipamida 1077 se observa
un incremento de la afinidad aparente para el Na*. Efectos similares han sido
descritos con la bumetanida. Nuestros resultados sugieren que a elevadas concen-
traciones la xipamida ocupa el sitio receptor para el cloro del sistema de cotrans-
porte Na*, K* eritrocitario y bloquea su funcionamiento de_un modo anélogo al
de la bumetanida. Dado que dichos efectos se han observado a concentraciones
suprafarmacolégicas, parece improbable que la accion natriurética que la xipami-
da presenta «in vivox» sea solo el resultado del blogueo de la reabsorcién de Na*
que se efectda a través del mecanismo de cotransporte de Na*, K* y ClI~ de la
rama ascendente del asa de Henle.

Palabras clave: Eritrocitos. Cotransporte Na*, K*. Xipamida. Bumetanida. Asa de
Henle.

CHARACTERIZATION OF THE INHIBITORY EFFECT OF XIPAMIDE ON
SODIUM, POTASIUM CONTRANSPORT SYSTEM OF HUMAN
ERYTHROCYTES

SUMMARY

In order to gain insight into the molecular properties of the inhibitory effect of
xipamide on the Na*, K¥ contransport system of human erythrocytes, we have
performed some additional experiments. Xipamide inhibits by 50 % bumetanide-
sensitive Na* and K* outward cotransport fluxes of human erythrocytes, the ICsg
being 10~2 M. The inhibitory effect of xipamide on bumetanide-sensitive Na™ ef-
flux tends to decrease in the presence of increasing concentrations of bumetanide

Correspondencia: Dr. Javier Diez.
" Servicio de Nefrologia.

Clinica Universitaria.

Avenida Pio Xli, s/n.

31080 Pamplona.

Recibido: 18-1-87.
En versién definitiva: 17-111-87.
Aceptado: 17-111-87.

239



J. DIEZ Y COLS.

in the incubation medium. Similarly, in presence of increasing concentrations of
chloride in the incubation medium, the inhibitory effect of xipamide on bumetani-
de-sensitive Na™ efflux tends to diminish. X, ipamide also modifies the kinetic para-
meters of the Na*, K* contransport system. These parameters were obtained by
regression analysis of the activation curve of bumetanide-sensitive Na™* efflux as a

function of intracellular Na*. Xi

pamide 10> M diminishes maximal rate (Vmax)

and decreases apparent affinity constant (Ky,). All these results indicate that «in
vitro» xipamide inhibits Na*, K* cotransport of human erythrocytes as does bume-
tanide, the only difference being related to a lesser inhibitory potency of xipamide
as compared to bumetanide (ICs, for bumetanide 6 x 10~ M). This observation
would suggest that the «in vivo» natriuretic effect of xipamide is nost-due solely to
the inhibition of the Na*, K*, 2CI~ mechanism located at the luminal side of cells

from thick ascending limb of Henle’s loop.

Key words: Erythrocytes. Na*, K* cotransport. Xipamide. Bumetanide. Henle’s

loop.

introduccion

En la membrana luminal de las células de la por-
cion gruesa de la rama ascendente del asa de Henle
(PGRAAH) existe una proteina que transporta acopla-
damente 1 Na*, 1 K*y 2 CI= " 2. Los llamados diu-
réticos del asa (furosemida, bumetanida, etc.) son
sustancias cuyo efecto natriurético es debido a la inhi-
bicién del funcionamiento de esa protefna 3.

Los diuréticos del asa inhiben «in vitro» un trans-
porte acoplado de Na™ y de K*, CI~ dependiente en
el eritrocito humano . Asimismo, se ha demostrado
que existe una buena correlacién entre el grado de
inhibicién del cotransporte Na*, K* eritrocitario y la
intensidad de la natriuresis inducida por dichas
sustancias °.

Por todo ello, desde el punto de vista molecular, el
sistema de cotransporte Na*, K*, CI~, dependiente
del eritrocito humano, constituye un modelo repre-
sentativo vélido del mecanismo que transporta aco-
pladamente Na*, K* y CI~ en la PGRAAH. En este
sentido, el eritrccito puede utilizarse para estudiar
mecanismos moleculares de accién de sustancias
Cuya estructura y cuyo efecto natriurético «in vivos
permiten considerarlas como diuréticos que actdan
en la PGRAAH. Tal es el caso de la xipamida °.

En un trabajo previo hemos demostrado que la xi-
pamida es capaz de inhibir el transporte de Na*, K*
del eritrocito humano 7. En este articulo se presentan
resultados de experimentos destinados a profundizar
en las caracteristicas de la interrelacién xipamida-
sistema de cotransporte Na*, K*, Cl~ dependiente
del eritrocito humano.

Material y métodos

Preparacion de los eritrocitos

‘De cada donante sano se obtuvieron 30-40 ml. de
sangre venosa en tubos heparinizados que se centri-
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fugaron a 1.750 x g. durante diez minutos a 4° C. El
plasma y la capa celular de leucocitos y plaquetas se
aspiraron desechandose. El sedimento eritrocitario se
procesé inmediatamente.

Medida de los flujos simultineos de salida de
Na* 'y de K™ catalizados por el sistema de
cotransporte’ Na*, K*

Los flujos de salida de Na* sensibles a la bumetani-
da fueron utilizados como indice de la actividad del
sistema de cotransporte Na*, K*. Para la medida de
dichos flujos se empleé un método previamente
descrito ® y que brevemente consistié en lo siguiente:
los eritrocitos previamente aislados se lavaron cinco
veces con Cl,Mg 110 mM frio y se resuspendieron
hasta un hematécrito de 20-25 %, en un medio de-
magnesio (Mg”*)-sacarosa con la siguiente composi-
cion (en mM): CI,Mg 75, sacarosa 85, MOPS-Tris 10

(pH 7,4 a 37° C), ouabaina 0,1 y glucosa 10. La os-’

molalidad de esta solucién se ajusté a 295 + 10
mosnykg. agua. Una alicuota de la suspensién celu-
lar se destiné a la medida del hematécrito y del con-
tenido intraeritrocitario de Na* y de K* previa lisis
hipoténica de las células. Un volumen de 0,5 ml. de
la suspensién celular se afadi6 a dos tubos con 2 ml.
de medio de Mg**-sacarosa con bumetanida 25 uM.
Los tubos se incubaron dos horas a 37° C (en experi-
mentos control se habia observado que los flujos i6-
nicos eran lineales durante mas de tres horas). Tras el
periodo de incubacién los tubos se enfriaron a 4° C
durante un minuto y se centrifugaron a 1.750 X g.
durante cuatro minutos a 4° C. Los sobrenadantes se
transfirieron a otras tubos para anlisis de Na™* y de
K* en un espectrofotémetro de absorcién atémica
Perkin-Elmer. Los flujos de salida de Na* y de K*
sensibles a la bumetanida fueron calculados a partir
de la diferencia de los flujos i6nicos entre los tubos
con y sin bumetanida 7+ 8 »

En experimentos adicionales se analizé la influen-
cia de cambios en la concentracién de Cl- y de bu-
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 metanida del medio sobre el efecto de la xipamida
sobre los flujos de Na* y de K* catalizados por el
cotransporte. Para ello, en el medio de incubacion
de Mg?* —sacarosa se modificé el contenido de CI™
(0 MM —en tal caso se sustituy6 el Cl,Mg por
NOsMg—, 75 mM y 135 mM), o el de bumetanida
(25 y 75 uM).

Medida de los pardmetros cinéticos del flujo de
Na* catalizado por el sistema de cotransporte
Na*, K*

Los parametros cinéticos del flujo de Na™ cataliza-
do por el sistema de cotransporte Na*t, K* (Kya:
constante de disociacion aparente del Na™ intracelu-
lar; Vméx.: velocidad méxima del flujo de Na™ sen-
sible ala bumetanida) se obtuvieron a partir del anéli-
sis de regresion de la curva de estimulacién del flujo
de Na™, sensible a la bumetanida en funcién del
contenido intraeritrocitario de Na* °. -

El contenido intraeritrocitario de Na* se modificé
utilizando el siguiente protocolo: cinco alicuotas de
2 ml. de eritrocitos frescos y lavados se suspendieron
en medio salino hasta un hematécrito de 10 %. De-
pendiendo de la composicién catiénica intracelular
que se pretendia, el medio salino se preparé mez-
clando las proporciones adecuadas de medio de Na™
y de medio de K*. El medio de Na* contenia (en
mM): CINa 145, tampén de fosfato sédico (pH 7,2 a
4°C) 2,5, Cl,Mg 1, sacarosa 40 y glucosa 10. El me-
dio de K* contenia (en mM): CIK 125, tampén de
fosfato potasico (pH 7,2 a 4° C) 10, Cl,Mg 1, inosina
10, adenina 2, Trizma base 2, sacarosa 20 y glucosa
10. La osmolalidad de estas soluciones se ajusté a

295 + 10 mosm/kg. agua. Las células suspendidas
en los correspondientes cinco medios salinos se incu-
baron cuatro horas a 37° C y los sobrenadantes se de-
secharon. Las células volvieron a resuspenderse en
los mismos medios salinos y se mantuvieron durante
dieciocho a veinte horas a 4° C. Tras este periodo las
suspensiones se centrifugaron a 1.750 X g. durante
tres minutos a 4° C, los sobrenadantes se desecharon
y los eritrocitos se lavaron cinco veces.en Cl,Mg frio.
A partir de lo cual se procedié a la medida del flujo
de salida de Na™ catalizado por el sistema de co-
transporte Na*, K*, tal como se describia en el apar-
tado anterior. En experimentos control habiamos ve-
rificado que la absorbancia de hemoglobina (medida
por espectrofotometria) por litro de células era similar
a los eritrocitos sometidos a modificacién de su con-
tenido de Na™ que en eritrocitos frescos, por lo que
descartamos que el procedimiento experimental des-
crito modificase el volumen celular.

El flujo de Na* sensible a la bumetanida asi obte-
nido fue analizado como una funcién del contenido
intraeritrocitario de Na™. Dado que la curva de estimu-
lacién del flujo de Na™ catalizado por el cotransporte
Na*, K* es sigmoidal ®, puede ser escrita por la
ecuaciéon siguiente:

V = Vmax. - (]
1+ KNa/Naﬂ)“

en la que V es el flujo de Na* sensible a la bumetani-
da, Na™i es el contenido intraeritrocitario de Na* y
n = 1 es el nimero de sitios internos del sistema de
cotransporte Na*, K* para el Na* intracelular.
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La ecuacion [a] puede transformarse en la siguien-
te transformacion de Hanes:

Ba™i Kna NaTi
= — |+ . - (b]
\Y Vmax. Vmax.

El primer miembro dela ecuacion [b] se analizé
como una funcién del Na™i. De esta manera se obtu-
vO una recta cuya interseccién con el eje de abscisas
representaba la Ky, y cuya pendiente representaba la
Vméx. °. Ambos pardmetros fueron calculados me-
diante un andlisis de regresion.

Efecto de la xipamida

El efecto dela xipamida (Lacer, S. A.) sobre el co-
transporte Na*, K* eritrocitario se estudié en las dis-
tintas condiciones experimentales senaladas. Para
ello, la xipamida disuelta en una cantidad minima de
etanol, que no modificaba «per se» el transporte de
iones, se anadia en los medios de incubacién (con-
centracion final méaxima de etanol 1072 M),

Estudios estadisticos

La significacion estadistica se analiz6 empleando
el test de la «t» de Student para datos no pareados.

Resultados

Efecto de la xipamida sobre los flujos simultaneos
de Na® y de K™ catalizados por el sistema de
cotransporte Na*, K*

242

Las figuras 1 y 2 muestran que en presencia de xi-
pamida 1073M disminuyen el flujo de Na™ sensible a
la bumetanida (129 £ 25 vs 81 *+ 16, media £ EEM
de cinco experimentos, p < 0,05), y el flujo de K*
sensible a la bumetanida (141 £ 25 vs 67 * 8,
media * EEM de cinco experimentos, p < 0,05),
respectivamente. En ambos casos se constata que el
efecto inhibidor méximo es de aproximadamente un
50 %.

Influencia de la bumetanida sobre el efecto
inhibidor de la xipamida sobre el cotransporte
Na*, K*

La figura 3 representa la curva dosis-respuesta del
efecto de la xipamida sobre el flujo de Na™ cataliza-
do por el cotransporte Na™, K* en presencia de dos
concentraciones distintas de bumetanida. Se observa
que el efecto inhibidor porcentual de la xipamida
tiende a disminuir al incrementar la concentracién de
bumetanida del medio. Asi, la concentracién inhibi-
dora semimaxima (Clso) de la xipamida pasa de 1072
M con bumetanida 75 uM.

Influencia del Cl~ sobre el efecto inhibidor de la
xipamida sobre el cotransporte Na*, K*

En la figura 4 se representa la modificacién del
efecto inhibidor porcentual de la xipamida 1073M
por concentraciones crecientes de Cl~. Dicho efecto
inhibidor tiende a disminuir al aumentar la concen-
tracién de Cl~, pasando de 60 £ 5 %
{(media * EEM) con CI” o mM a 33 +6 %

. (media * EEM) con CIT 135 mM (p < 0,05,

N = tres experimentos).
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Efecto de la xipamida sobre los pardmetros
cinéticos del cotransporte Na*, K*

En la figura 5 se muestra el efecto dela xipamida
1073M sobrela curva de estimulacién del cotranspor-
te Na*, K* en funcion del Na* intracelular. Se cons-
tata que el efecto inhibidor de la xipamida sobre e}
flujo de Na™ sensible ala bumetanida se incrementa

a medida que aumenta el contenido intraeritrocitario
de Na™.

" Con los flujos de Na™ intracelular se obtienen las
rectas representadas en la figura 6. En la misma se

“observa que la recta obtenida con la xipamida pre-

senta una pendiente mayor que la recta control. Asi-
mismo, la recta de la xipamida presenta una intersec-
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origen (Kn,) de las dos rectas obte-
nidas en ausencia, C, y en presen-
cia, X, de xipamida. (Resultados si-
milares a los representados fueron
obtenidos en otros dos experimen-
tos.)
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o Control d
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cion con el eje de abscisas mas préxima al origen
que la de la recta control.

En la tabla | se resumen los valores de Vmax. y de
Kna obtenidos en tres experimentos como los repre-
sentados en las figuras 5y 6. La Vmax. disminuye en
presencia de xipamida, lo que significa que dicha
sustancia inhibe la velocidad transportadora maxima
de Na* del cotransporte Na*, K*. La Ky, también
disminuye en presencia de xipamida. Dado que la
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Kna representa la constante de disociacién aparente,
dicho resultado traduce un aumento de la afinidad
aparente del cotransporte Na*, K* por el Na* intra-
celular. :

Discusién

La observacién principal de este trabajo es que las
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Fig. 7.—Mecanismos implicados en la reabsorcién de Na* en la
porcion gruesa de la rama ascendente del asa de Henle:

1. Conductancia de Na* a través de las uniones estrechas inter-
celulares (inhibible con cationes divalentes tipo calcio o magne-
sio).

2. Cotransporte Na*, K*, 2CI~ (inhibible con diuréticos deriva-
dos del dcido 5-sulfamoil-benzoico, por ejemplo: furosemida y
bumetanida).

3. Bomba de Na*, K* (inhibible con ouabaina y con floretina).
4. Cotransporte CI™K* (inhibible con bario).

5. Conductancia luminal de K* (inhibible con bario).

6. Conductancia basal de CI~ (inhibible con sustancias derivadas
de la difenilamina-2-carboxilato, por ejemplo: torasemida).
El conjunto de estos mecanismos acttia acopladamente.

caracteristicas del efecto inhibidor de la xipamida so-
bre el cotransporte Na*, K* eritrocitario son anilo-
gas a las de la bumetanida, con la que ademas com-
pite para producir dicho efecto. Asi, por un lado el
CI™ interfiere el efecto inhibidor de la xipamida, lo
que sugiere que droga y anién pueden competir con
un sitio receptor coman, tal como se ha demostrado
con la bumetanida '°. Por otra parte, la xipamida
modifica la cinética del cotransporte Na*, K* —
aumenta su afinidad por el Na* intracelular, pero
disminuye su actividad transportadora maxima— de
un modo similar a como lo hace la bumetanida °.
Estos resultados apoyan las observaciones clinicas y
experimentales que sugieren que los efectos renales

Fig. 8.—Mecanismos propuestos en la reabsorcién de Na* en la
porcién gruesa de la rama ascendente del asa de Henle:
1. Intercambiador CI~/CO;H™ (inhibible con estilbenos sulfona-
dos tipo DIDS o SITS y, probablemente, con diuréticos tipo inda-
crinona). )
2. Intercambiador Na*:H™ (inhibible con amiiorida). Ambos me-
canismos actuarian acopladamente.

Tabla I. Efecto de la xipamida sobre los
pardmetros cinéticos del sistema de
cotransporte Na*, K* del. eritrocito
humano

Condicién Vmax. ' : Kna -
experimental pmoles/1 céls. x h. mmoles/1 céls.

Control 300 % 40 4,0%0,5

Xipamida 1073M 175 & 24 * 3,8+0,2*

Resultados expresados como media £ EEM de 3 experimentos.
* p < 0,005,

de la xipamida permiten localizar su sitio de accién
en la PGRAAH. El efecto diurético es equipotente al
de la furosemida '?; es eficaz en la insuficiencia
renal '3, aumenta la excrecién urinaria de calcio '3,
disminuye el aclaramiento de agua libre y aumenta el
aclaramiento osmolar '* y su farmacocinética es si-
milar a la de los diuréticos del asa '3.
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Sin embargo, la potencia inhibidora dela xipamida
sobre el cotransporte Na*, K™ eritrocitario es menor
que la de los diuréticos del asa cldsicos. Asi, la maxi-
ma inhibicién de los flujos catiénicos observada con
xipamida no supera el 60 %, en tanto que la inhibi-
cién es del 100 % con furosemida o con
bumetanida 3. Ademas, la concentracién inhibidora
semimaxima de la xi7pamida es de orden milimolar,
siendo de 6 X 107’M para la bumetanida y de
2 x 1075M para la furosemida ''. Por tanto, el efec-
to diurético-natriurético que produce «in vivo» la xi-
pamida no puede atribuirse (inicamente a la inhibi-
cién del mecanismo que transporta acopladamente
Na*, K* y CI~ en la PGRAAH. En este sentido, es
interesante senalar que la reabsorcién de Na™ que
tiene lugar en la PGRAAH es el resultado de la ac-
cién combinada de varios mecanismos (fig. 7). Del
mismo modo, se admite que la reabsorcién de Na*
en la PGRAAH puede bloquearse inhibiendo cada
uno de dichos mecanismos 2. De esta manera, la xi-
pamida podria inhibir la reabsorcién de Na* que tie-
ne lugar en la PGRAAH, inhibiendo el funcionamien-
to de alguno de los mecanismos que operan en dicho
segmento de la nefrona distintos del cotransporte
Na*, K*, CI~.

Por otra parte, a partir de experimentos realizados
«in vitro» con eritrocitos, se ha sugerido reciente-
mente que existirian dos grupos distintos de diuréti-
cos del asa: los que muestran gran potencia para in-
hibir el cotransporte Na*, K*, CI~ dependiente y dé-
bil potencia para inhibir el mecanismo transportador
de aniones, ClI7/COsH™ descrito en la membrana lu-
minal de las células de la PGRAAH, donde funciona
acoplado a un mecanismo que intercambia Na™ por
H* 15. La xipamida, en tanto que débil inhibidor del
cotransporte Na*, K*, CI~ dependiente, podria ac-
tuar como diurético del asa inhibiendo el transporta-
dor Cl=/CO;H™ acoplado al intercambiador Na™:
H* de la PGRAAH (fig. 8). Recientes observaciones
«in vitro» apoyan esta posibilidad '°.

En resumen, aunque la -kipamida puede seguir
considerandose como un diurético del asa, el meca-
nismo molecular de accién responsable de su efecto
natriurético es improbable que radique exclusiva-
mente en la inhibicién del mecanismo luminal que
transporta acopladamente Na*, K™y CI7. A diferen-
cia de los diuréticos del asa clasicos como furosemi-
da ybumetanida, la xipamida podrfa inhibir el fun-
cionamiento de otros mecanismos de transporte ioni-
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co de la PGRAAH implicados también en la reabsor-
ci6n de Na*.
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