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RESUMEN

Se han estudiado los efectos de la administracion oral de xipamida sobre el volumen
urinario y la excrecion urinaria de bicarbonato, de otros electrdlitos y de prostaglandinas
en ratas conscientes. Veinticuatro horas después de su administracién, la xipamida indu-
jo un aumento significativo de la bicarbonaturia y de la natriuresis con respecto a sus va-
lores basales (162 y 117 %, respectivamente, p < 0,05). La excrecion fraccional de bicar-
bonato en las ratas tratadas con xipamida fue del 1,5 %. Ademas, el pH urinario también
aumenté significativamente tras su administracién (7,2 + 0,1 vs. 0,7, p < 0,001). La excre-
cion de bicarbonato permanecié elevada durante los tres primeros dias después de la
administracion de la xipamida. La excrecion urinaria de prostaglandinas no se modificé
significativamente veinticuatro horas después de administrar la xipamida. Estos resultados
indican que, junto a su efecto natriurético, la xipamida estimula la bicarbonaturia aguda-
mente en la rata. De todo ello se sugiere que la xipamida podria modificar la reabsor-
cion tubular de bicarbonato en la rata. Dicho efecto no parece estar mediado por las
prostaglandinas renales. '
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BICARBONATURIC EFECT IN THE RAT OF AN INHIBITOR OF BICARBONATE
TRANSPORT: XIPAMIDE

SUMMARY

The effects of oral administration of xipamide on urinary volume, urinary excretion of
bicarbonate, other electrolytes and prostaglandins were investigated in conscious rats.
Twenty four hours after the administration of 0.428 mg/kg body weight of xipamide, bi-
carbonaturia and natriuresis increased significantly from control values (increase of 162
and 117 percent respectively, p < .05). Fractional excretion of bicarbonate in rats treated
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with xipamide was of 1.5 %. In addition, urinary pH increased after administration of the
drug (7.2+ 0.1vs. 9.0 0.1, p < 0,001). The excretion of bicarbonate remained increased
during the first three days after administration of the drug. In addition, the excretion of
prostaglandins did not experienced any significant change twenty four hours after admi-
nistration of the drug. These results indicate that beside its well known nutriuretic effect,
xipamide acutely stimulates bicarbonaturia in the rat. Our findings suggest that xipamide
modifies tubular handling of bicarbonate in the rat and that this effect is not mediated

by prostaglandins.
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Introducciéon

La xipamida es un derivado sulfamoilsalicilico cuyo si-
tio y mecanismo preciso de accion en la nefrona se ig-
nora'. Como era de esperar de un derivado sulfamidico,
la xipamida es capaz de inhibir débilmente a la anhidrasa
carbbnica?. Ademas, ha sido demostrado que in vitro la
xipamida inhibe el intercambiador CI-/CO,H" presente en
la membrana del eritrocito humano?. Por otro lado, du-
rante los ultimos afos han sido identificados en las célu-
las tubulares renales los intercambiadores Cl-/CO,H", tan-
to el dependiente como el independiente de Na*. Se ha
demostrado que los agentes inhibidores de estos inter-
cambiadores, como los derivados estilbenos, inhiben la
reabsorcion de Na* en distintos segmentos de la nefro-
na®. Por todo ello se podria especular que la, inhibicién
de la anhidrasa carbénica y/o del transporte tubular de bi-
carbonato podrian estar involucrados en el efecto natriu-
rético de la xipamida. En un intento de evaluar si la xipa-
mida modifica la reabsorcion tubular de bicarbonato, se
ha investigado el efecto de la administracion oral de xi-

pamida sobre la excrecion de bicarbonato y otros elec-

trolitos en la rata. Ademas, dado que la sintesis renal de
Erostaglandinas puede estar implicada en las acciones tu-

ulares de algunos diuréticos®, también se ha investigado
el efecto de la xipamida sobre la excrecion urinaria de
prostaglandinas.

Material y métodos
Animales

Los experimentos se realizaron en 20 ratas Wistar ma-
cho de diez-veinte semanas y un peso de 200-250 g. Las
ratas fueron distribuidas al azar en dos grupos de 10 ani-
males. Las ratas del grupo | recibieron el vehiculo oral-
mente, mientras que las ratas del grupo Il fueron tratadas
con xipamida oralmente. Las ratas fueron mantenidas en
cajas metabolicas individuales con acceso libre al agua y
a una dieta estandar durante las noventa y seis horas pre-
vias al experimento (periodo basal). La composicion de la
dieta estaba sujeta a las recomendaciones dietéticas de
los nutrientes para ratas’.
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Mediciones bioquimicas

Para efectuar estas mediciones, las muestras de sangre
se obtuvieron por puncion de la vena dorsal de la cola y
las muestras de orina de veinticuatro horas se recogieron
en recipientes con tolueno. La determinacion de electré-
litos en suero y en orina se realiz mediante electrodos
selectivos (Beckman CX 3). La creatinina sérica y urinaria
se determind por el método del acido picrico. El pH uri-
nario se determiné por un método de rutina de nuestro
laboratorio.

Determinaciones hormonales

Para efectuar estas determinaciones se recogio6 orina de
dos horas en recipientes que contenian acetilsalicilato de
lisina (1 mg/ml). Las prostaglandinas urinarias (6-ceto-
PCF,,, el metabolito estable de la prostaciclina. PGE, y
TXB,, el metabolito estable del tromboxano A ,) fueron de-
terminadas mediante radioinmunoensayo de las muestras
previamente extraidas por HPLC segin un método de ru-
tina en nuestro laboratorio®. En breve, el procedimiento
fue el siguiente: las muestras de orina fueron almacena-
das a -20 °C hasta la determinacion. Las prostaglandi-
nas urinarias fueron medidas por radioinmunoensayo es-
pecifico de cada fraccion tras extraccion mediante croma-
tografia liquida de alta resolucion (previa extracciébn con
ampollas SepPak C-18). Los antisueros para 6-ceto-PGF,,
se obtuvieron de conejos de acuerdo con Kirton y cols.?
y los antisueros para la PGE, fueron adquiridos al Instituto
Pasteur (Francia). Las titulaciones de prostaglandinas se ob-

, tuvieron del Centro Radionudclear (Reino Unido), y las

prostaglandinas estandar fueron donadas amablemente
por el doctor J. E. Pike (Upjohn, USA). El radioinmunoen-
sayo se realiz segin el método de Salmon™. La reactivi-
dasd cruzada de los antisueros a los titulos que se trabajo
fueron las siguientes: 6-ceto-PGF,;: 100 % para 6-ceto-
PGF,,, 0,1 % para PGE, y 0,1 % para TxB,; PGE,: 100 % para
PGE,, 0,1% para 6-ceto-PGF,, y 0,1% para TxB,, y TxB,:
100 % para TxB,, 0,1 % para 6-ceto-PGF,, y 0,1 para PGE,.

Efecto de las sustancias estudiadas

La xipamida fue suministrada por Lacer, S. A. (Barcelo-
na, Espafa). Para estudiar su efecto sobre la excrecion uri-



naria de electrolitos y prostaglandinas se administr6 una
Gnica dosis oral de 0,428 mg/kg de peso disuelta en eta-
nol y agua destilada. Esta dosis es equivalente a la dosis
media empleada en terapéutica humana' y ha sido de-
mostrado que estimula significativamente la excrecion uri-
naria de Na* en la rata™. Como vehiculo se utilizé una do-

sis equivalente de etanol y agua destilada.

Estudios estadisticos

Todos los resultados se expresan como M t EEM. Para
el analisis de la significacion estadistica entre el grupo que
recibia el placebo y el grupo tratado con xipamida se ha
empleado el test de la t de Student para datos no parea-
dos. Para el andlisis de la significacion estadistica antes y
después del tratamiento con xipamida se ha empleado el
test de la t de Student para datos pareados. Se ha consi-
derado estadisticamente significativa una p < 0,05.
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Resultados

La tabla | recoge los parametros urinarios medidos en
la orina de las primeras veinticuatro horas tras la adminis-
tracion de vehiculo o xipamida. Tras la administracion del
vehiculo no se observaron cambios significativos en nin-
guno de los parametros estudiados. Sin embargo, veinti-
cuatro horas después de la administracion de xipamida
aumentaron significativamente tanto la natriuresis como
la bicarbonaturia. El aumento en la excrecion de bicarbo-.
nato se asoci6 a una alcalinizacién de la orina (pH urina-
rio: 7,2 £ 0,1 vs. 9,0 £ 0,1, p < 0,001). La xipamida no mo-
difico el aclaramiento de creatinina (0,65 £ 0,08 vs.
0,75+ 0,17 ml x min™* x 100 g' peso corporal). Bajo tra-
tamiento con xipamida, la cantidad de bicarbonato excre-
tada fue aproximadamente el 1,5 % de la carga filtrada.

Como se muestra en la tabla 1l, la excrecion de bicar-
bonato permanecio elevada durante los tres dias siguien-
tes a la administracion de la xipamida. La bicarbonaturia

Tabla I. Efecto de una dosis de vehiculo o de xipamida sobre la composicion hidroelectrolitica de la orina

veinticuatro horas tras su administracion oral

Electrélitos urinarios

Condicion Na* K (o) COH Diuresis
Basal 13,809 57,0150 26,825 10,2108 60+1,0
Vehiculo 12,8422 72,206 31,815 12,416 7010
2 O 18,0+ 1,2 775+6,0 32729 74£12 43+05
Xipamida 39,144 92397 54,5+9,1 19,5+2,0* 50%1,1

Los electrélitos urinarios se expresan como pmol/mg creatinina x 100 g peso.
El volumen de diuresis se expresa como pl/min.
* p < 0,05 con respecto a los valores basales.

Tabla Il. Cambios cuantitativos en la composicion de la orina durante los dias siguientes a la administracion de una

dosis oral de vehiculo o de xipamida

Incremento respecto a valores basales (%)

Dias tras la administracion Na’ (o K COH Diuresis

1

Vehiculo -7 18 26 21 16

Xipamida 17* 66 19 162* 17
2

Vehiculo 2 8 -1 9 5

Xipamida 65* 85* 85* 360** 18*
3

Vehiculo 6 10 4 9 6

Xipamida 38 70* 105* 380" 12
4

Vehiculo -2 2 -2 6 -1

Xipamida 28 43 45* 100* 9

* p < 0,05 con respecto a vehiculo.
* p< 0,01 con respecto a vehiculo.
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acumulativa durante los tres primeros dias tras el trata-
miento fue mayor en las ratas que recibieron xipamida
que en las que recibieron sélo vehiculo (29+3 s,
47 £5 pmol x mg™" creatinina x 100 g™ peso corporal,
p <0,001). Por otro lado, la natriuresis disminuy6 a sus ni-
veles basales al tercer dia tras la administracion del farma-
co. Por el contrario, la kaliuresis aumenté progresivamen-
te, alcanzando su nivel méximo a los tres dias tras la ad-
ministracion de la xipamida. Tanto la cloruresis como el
volumen urinario permanecieron elevados durante los
cuatro dias de seguimiento.

Las concentraciones séricas de electrdlitos (sodio, po-
tasio, cloro y bicarbonato) no se modificaron significativa-

mente en el grupo tratado con xipamida ni a las veinti-.

cuatro ni a las noventa y seis horas de su administracion.

La tabla Il muestra que la xipamida no modificé signi-
ficativamente la excrecion urinaria de prostaglandinas du-
rante el primer dia tras su administracion. Sin embargo,
la excrecion urinaria de PGE, mostré un aumento progre-
sivo durante los tres dias siguientes, alcanzando un au-
mento porcentual maximo del 465 % respecto a su valor
basal antes de disminuir a su valor pretratamiento (ta-

bla V.

Discusion

Ha sido descrito que, a dosis que oscilan entre 20 y 40
mg/dia, la xipamida causa un aumento de la diuresis y
de la natriuresis tanto en sujetos sanos como en pacien-
tes con distintas patologias’. Sin embargo, las acciones re-
nales del farmaco responsables de sus efectos urinarios
no se conocen bien. Por todo ello, en este trabajo se han
estudiado los efectos renales de la xipamida administrada
oralmente a ratas a una dosis equivalente a las utilizadas
en humanos y en ratas*. Como en estudios previos ', se
ha observado que, a la dosis administrada, la xipamida au-
menta agudamente la natriuresis, pero no modifica la ex-
crecion de cloro y de potasio. EI'aumento del volumen
urinario tras el tratamiento con xipamida fue sélo del
17 %. Este dato esta en contradiccion con el 36 % de au-

Tabla Hl. Efecto de una dosis de vehiculo o de
xipamida sobre la excrecion urinaria de
prostaglandinas veinticuatro horas tras la
administracion oral

Prostaglandinas urinarias
Condicion 6-ceto-PGF,, PGE, TXB,

Basal.....cc.coveren 0,27 +0,09 1,19+ 0,42 1,52+ 0,40

Vehiculo... 0,30 £ 0,05 1,08 £ 0,21 2,19£0,31

Basal ...... 0,27 0,09 1,001 0,15 2251020

Xipamida.............. 0,30 £ 0,05 1,200,715 1,90+ 0,30

6-ceto-PGF,, y PGE, se expresan como pg/mg creatinina x 100 g peso.
TXB, se expresa como ng/mg creatinina x 100 g peso.
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Tabla IV. Cambios cuantitativos en la excrecién urinaria
de prostaglandinas durante los dias siguientes
a la administracion de una dosis oral de
vehiculo o de xipamida

Incremento respecto a valores

Dias tras la basales (%)
administracion  6-ceto-PGF,, PGE, TXB,
1
Vehiculo........... 1 9 44
Xipamida.......... 25 25 =25
) ,
Vehiculo......... 17 2 12
Xipamida.......... 130* -30
3
) 10 4
Vehiculo........... 3 _
Xipamida........ 300" 20 10
4
Vehiculo........... -2 18 1(6)
Xipamida.......... 465

* P <0,005 con respecto a los valores del grupo tratado con vehiculo.
** p <0,001 con respecto a los valores del grupo tratado con vehiculo.

mento encontrado previamente en ratas tratadas con la
misma dosis . Sin embargo, nuestros datos han sido ob-
tenidos en una coleccion de orina realizada durante las
veinticuatro horas siguientes a la administracion del far-
maco. Los datos referidos™ corresponden a la orina re-
cogida durante las seis horas inmediatamente después de
la administracion de la xipamida. Es bien conocido que
la respuesta diurética méaxima tras la administracion de xi-
pamida se observa durante las primeras ocho horas 2. Por
tanto, las diferencias en el tiempo de recogida de orina
pueden ser las responsables de las discrepancias en los
cambios observados en el volumen urinario.

La observacion principal de este trabajo es que el tra-
tamiento con xipamida se asocia a una respuesta bicar-
bonatdrica aguda. El efecto bicarbonatrico inducido por
la xipamida puede ser el resultado de: 1) la inhibicion de
la anhidrasa carbonica presente en las células tubulares
proximales, o 2) la inhibicion de un mecanismo transpor-
tador de bicarbonato localizado en las células tubulares.
Dado que la xipamida es un inhibidor débil de la anhi-
drasa carboénica presente en las células proximales?, la pri-
mera posibilidad no puede ser excluida. Como se mues-
tra en la tabla I, la natriuresis se acompafié de un aumen-
to en la excrecion de bicarbonato, pero no de cloro. Este
es el modelo de excrecion de electrélitos observado con
los inhibidores de la anhidrasa carbénica™. De hecho, la
inhibicion de la reabsorcion de bicarbonato sodico y agua
inducido por los inhibidores de la anhidrasa carbonica im-
pide el aumento de la concentracion de cloro que se pro-
duce normalmente en el tabulo proximal y, por tanto, in-
hibe la difusion de cloro facilitada por gradiente, lo que
da lugar a una alteracion secundaria de la reabsorcion pa-
siva §e cloruro sodico y de agua™.



La mayor parte de los estudios de aclaramiento indi-
can que los inhibidores de la anhidrasa carbonica aumen-
tan la excrecion de bicarbonato por lo menos en un 30 %
de la carga filtrada™. En este sentido, el hallazgo de que
la excrecién fraccional de bicarbonato bajo tratamiento
con xipamida es claramente menor del 30 % —1,5 %—,
esta en contra de la posibilidad de que el efecto bicarbo-
naturico de este farmaco esté realmente mediado por la
inhibicion de la anhidrasa carbonica™®. Ello apoyaria la se-
gunda posibilidad anteriormente mencionada, esto es,
que la mayor parte del efecto bicarbonattrico de la xipa-
mida es debido a la inhibicién de la reabsorcién de bi-
carbonato.

Maren ha propuesto que la reabsorcion tubular de bi-
carbonato es debida al transporte activo del ion bicarbo-
nato en diferentes sitios de la nefrona’ 7. De hecho, re-
cientemente han sido descritos diferentes transportado-
res de bicarbonato en la nefrona. Distintos estudios que
han medido el efecto del gradiente de CO;H- sobre el flu-
jo de CI- en vesiculas de membrana luminal renal indi-
can la presencia de un intercambiador Cl-/CO,H" en la
membrana luminal del ttbulo proximal 8. Ademas, recien-
temente ha sido identificado un intercambiador
ClI/CO;H- dependiente de Na* en la membrana basola-
teral de las células tubulares proximales*. Este intercam-
biador de aniones dependiente de Na* es inhibido por
compuestos del tipo de los estilbeno-sulfonados. Por otro
lado, Friedman y Andreoli han demostrado que el CO, es-
timula la reabsorcion de CINa en la porcion gruesa del
asa de Henle™. Estos autores interpretan sus resultados
como el acoplamiento de un intercambiador Na*/H* sen-
sible a la amilorida con un intercambiador ClI-/CO,H- in-
dependiente de Na* en las membranas apicales™. Los
mismos autores han demostrado que la reabsorcién neta
de sal se reduce en un 50 % mediante la adicion luminal
de derivados estilbeno-disulfonados a este nivels. Final-
mente, estudios recientemente publicados sugieren que
en la membrana basolateral de las células del tabulo co-
lector existiria un mecanismo intercambiador Cl-/CO,H-
sensible a los estilbeno-sulfonados y que participaria en la
reabsorcion de CO;H" y de Na* en ese segmento de la ne-
frona®. A partir de estas observaciones, y teniendo en
cuenta que la xipamida es un inhibidor del intercambia-
dor ClI-/CO,H-, el cual es sensible a los estilbeno-disulfo-
nados?, podria hipotetizarse que la xipamida estimula la
bicarbonaturia y la natriuresis en la rata a través de la in-
hibicion de un mecanismo intercambiador de aniones lo-
calizado en las células tubulares.

Es bien conocido que algunos diuréticos estimulan la
produccién renal de prostaglandinas y que éstas pueden
mediar las acciones tubulares de los mismos®. Por ejem-
plo, se ha sugerido que los efectos renales de la furose-
mida, incluyendo un aumento en la excrecion de bicar-
bonato, podrian estar mediados por prostaglandinas 22,
Nuestros datos indican que la xipamida estimula la sinte-
sis renal de PGE,. Pero este efecto no se relacionaba cro-
nolégicamente con el efecto bicarbonatirico del farma-

EFECTO BICARBONATURICO DE LA XIPAMIDA

co, por lo que se puede excluir que la PGE, participara
de algiin modo en la bicarbonaturia inicialmente induci-
da por la xipamida. Estudios en ratas pretratadas con in-
dometacina u otro inhibidor de la sintesis renal de pros-
taglandinas podrian ser de interés para valorar si la PGE,
media el efecto bicarbonaturico tardio de la xipamida.

En conclusion, en este trabajo se ha encontrado que
la xipamida administrada por via oral aumenta agudamen-
te la natriuresis y la excrecion de bicarbonato en la rata.
Los hallazgos aqui presentados permiten postular que,
junto a una inhibicion de la anhidrasa carbonica, la inhi-
bicién del intercambiador de aniones localizado en las cé-
lulas tubulares renales podria estar criticamente involucra-
da en la induccion aguda de los efectos bicarbonatirico
y natriurético de la xipamida.
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