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Arginina vasopresina y bomba de sodio,
potasio: estudios en eritrocitos humanos
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RESUMEN

Junto al efecto hidroosmético, en los tltimos afios se han descrito efectos de la
arginina vasopresina (AVP) sobre el transporte tubular renal de sodio (Na™) y de
potasio (K*). Hasta el presente, los datos recogidos en la literatura sobre este as-
pecto son muy contradictorios. Por ello hemos estudiado «in vitro» la interrelacion
entre la AVP y la bomba de Na™, K™ de eritrocitos frescos de sujetos normotensos.
La AVP no modifica el flujo de salida de Na™ catalizado por la bomba de Na?,
K*. La ausencia de un efecto se observa ain tras la adicion de AMP ciclico
(AMPc) o de calcio (Ca®*). Estos resultados sugieren que la AVP no es capaz de
modular la actividad transportadora de la bomba de Na™, K™ de eritrocitos huma-
nos cuya concentracion de Na™ no-se ha modificado.
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THE EFFECT OF ARGININE VASOPRESSIN ON THE SODIUM, POTASSIUM
PUMP OF HUMAN ERYTROCYTES
SUMMARY -~
It has been well established that «in vitro» arginine vasopressin {AVP)
stimulates sodium (Na™) transport across different segments of the renal tubule.

However, the net «in vivo» effect of AVP on kidney Na™ handling is natriuretic.
Erythrocytes are an easily accesible tissue whose membrane contains ion transport

“systems which ‘may serve as models for epithelial ion pathways. Thus, we have

explored the possible effects of AVP on Na*, K* pump in fresh human
erythrocytes. At 10~ "M AVP does not modify Na™ efflux catalyzed by the pump.
No changes in the activity of the pump are observed when cells are incubated in
presence of AVP plus cyclic AMP or AVP plus calcium. These results suggest that
AVP is not able to modulate the Na™ transport activity of Na*, K* pump in fresh

~human erythrocytes. In addition, the lack of effect appears not to be influenced by

second messengers.
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Introduccién

La AVP ejerce su efecto principal sobre el tibulo
colector renal, aumentando la permeabilidad al agua
del lado luminal de la membrana celular y facilitan-
do asi su reabsorcion '. La accién hidroosmética de
la AVP parece estar mediada por el AMPc ' 2. Estu-
dios recientes sugieren que la AVP también podria
modificar el manejo renal del Na* y del K*. En efec-
to, distintas experiencias realizadas «in vitro» de-
muestran que la AVP estimula un cotransporte de
Na*, K™ y CI™ en las células de la porcién medular
gruesa de la rama ascendente del asa de Henle 3.
Los mismos estudios indican que dicho efecto estaria
mediado por el AMPc 3. Por otra parte, la aplica-
cién directa «in vitro» de AVP a células del tabulo
colector también favorece la absorcion de Na™ ©. Sin
embargo, otras experiencias muestran que el efecto
neto de la AVP sobre una preparaciéon de rifidén
entero 7 o sobre el animal intacto @ es natriurético.
Trabajos muy recientes que aportan datos contra-
puestos sobre el efecto de la AVP sobre la Na*t, K*-
ATPasa de células de médula de rata *'° dificultan
aun mas la comprension de la influencia de la hor-
‘mona sobre el manejo tubular de Na™.

Los eritrocitos constituyen un tejido facilmente ac-
cesible, cuya membrana contiene sistemas de trans-
porte de Na™ que pueden servir como modelo para
la comprensién de los mecanismos reguladores del
transporte de Na* en tejidos epiteliales ''. Ademas,
el transporte de Na* en los eritrocitos puede estar
modulado por hormonas a través de segundos men-
sajeros, tales como el AMPc '% 13, Por todo ello, y
con el fin de profundizar en el conocimiento de la
influencia de la AVP sobre el transporte transmem-
branario de Na*, en este trabajo hemos investigado
el efecto «in vitro» de la AVP sobre la actividad trans-
portadora de Na™ de la bomba de Na*, K* de eritro-
citos humanos frescos, o sea manipulados sin modifi-
car su concentracién basal de Na*.

Materiales y métodos

La actividad transportadora de la bomba de Na*,
K* se ha estudiado en sujetos sanos, analizando el
componente de los flujos de Na* sensible a la
ouabaina '* !> en eritrocitos frescos incubados en un
medio sin Na*, por lo que el flujo medido corres-
pondia a la extrusién de Na™ de la célula '® 7. To-
das las determinaciones se efectuaron por duplicado.

Preparacion de los eritrocitos

Se recogian 20 ml. de sangre venosa en tubos he-
parinizados que se centrifugaban a 1.750 X g. du-
rante diez minutos, tras lo que el plasma y la capa
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superior de células, leucocitos y plaquetas se aspira-
ba y se desechaba. El sedimento eritrocitario se pro-
cesaba inmediatamente.

‘Medida del flujo de Na* catalizado

por la bomba de Na*, K*

Los eritrocitos se lavaban cinco veces con Cl,Mg
110 mM y se suspendian, hasta un hematécrito del
20-25 %, en un medio de Mg?* -sacarosa compuesto
por {(en mM): Cl,Mg 75, sacarosa 85, MOPS-Tris 10
(pH 7,4 a 37° C) y glucosa 10. Todos los pasos se
efectuaban a 4° C. Alicuotas de la suspensién ante-
rior se anadian, hasta un hematécrito final del 4-5 %,
a dos soluciones a 4° C conteniendo medio de Mg?*-
sacarosa como constituyente bdasico mas los siguien-
tes aditivos (en' mM): Solucion 1 CIK 2 y solucién 2
ouabaina 0,1. La osmolalidad de ambas soluciones
era de 295 £ 10 mosmy/kg. agua. Al tiempo t= 0 los
tubos se transfirieron a un bano de agua a 37° C para
su incubacién. La concentracion extracelular de Na™
se midi6 en los sobrenadantes al tiempo t = treinta
minutos; en un medio de Mg?*-sacarosa con CIK o
con ouabaina el flujo de Na™ a 37° C es lineal mas
de treinta minutos '®, previa transferencia de los tu-
bos al hielo y posterior centrifugacion a 1.750 X g.
durante cinco minutos a 4° C.

Los flujos de Na* se calculaban utilizando la si-
guiente ecuacion:

Flujo de salida de Na* =

Dcat) X (1 - Hematdcerito final)

Hematécrito final X t

Donde Dcat (micromoles/litro sobrenadante) repre-
senta la diferencia en la concentracién extracelular
de Na™ entre los tubos con y sin ouabaina tras el
tiempo de incubacién t expresado en horas.

Otras medidas

Alicuotas de la suspensidn final se destinaban a la
medida del contenido intracelular de Na* y K*. Para
ello los eritrocitos se lisaban suspendiéndolos en una
solucién hipoténica de Acatién-ox 2 %. Tanto estas
medidas como las efectuadas en los sobrenadantes
de los medios de incubacién se efectuaron mediante
un espectrofotometro de absorcién atémica Perkin-
Elmer.

El volumen celular se midi6 empleando alicuotas
del sedimento eritrocitario que quedaba tras centrifu-
gar los tubos previamente incubados a 37° C. Para
ello se emple6 un autoanalizador Coulter Counter.

Sustancias estudiadas

Los efectos de la AVP sintética y de sus derivados,



lisina vasopresina (LVP) y Asu '

(Sigma Chemical Co, St. Louis, Mo, USA), sobre la
bomba de Na*, K* del eritrocito humano se estudia-
ron siguiendo el protocolo anteriormente descrito. Se
procedid anélogzamenté para el AMPc, el Ca’* y el
ionéforo del Ca**(Az3187). Todas las sustancias estu-
diadas se disolvieron en una cantidad minima de me-
dio de Mg?*-sacarosa con el fin de no modificar
apreciablemente el volumen o la concentracion de
las soluciones de incubacion.

Andlisis estadistico

La significacién estadistica se analizé con el test de
la «t» de Student para datos no pareados.

Resultados

Efecto de la AVP sobre la bomba de Na*, K

Como se observa en la tabla 1, la AVP no modifica
el flujo total de Na* extruido por eritrocitos frescos
incubados durante treinta minutos en una solucion
de Mg?*-sacarosa sin Na*. Tampoco modifica signi-
ficativamente el flujo de Na* sensible a la ouabaina
que es catalizado por la bomba de Na™, K*. En pre-
sencia de AVP, dicho flujo disminuye aproximada-
mente en un 10 %, lo que supone entre 150 y 200
micromoles de Na™* por litro de eritrocitos y por ho-
ra. Por el contrario, el flujo de Na™ resistente a la
ouabaina tiende a aumentar ligeramente con AVP.

Efecto de los derivados de la AVP
sobre la bomba de Na*, K*

En la tabla Il se puede observar que ninguno de los
derivados de la AVP estudiados es capaz de modifi-
car apreciablemente el flujo de Na™ catalizado por la
bomba de Na®, K*. Asimismo, ninguna de ambas
sustancias modifica apreciablemente el flujo total de
Na* o el flujo de Na* resistente a la ouabaina.

Efecto del AMPc y de AVP + AMPc
sobre la bomba de, Na*, K*

Dado que se ha demostrado que los eritrocitos hu-.

manos son capaces de incorporar AMPc exdgeno en
cantidades superiores a las requeridas para saturar
protein-quinasas AMPc dependientes '®, hemos in-
vestigado si la AVP podria modificar la actividad de
la bomba de Na™, K* en condiciones en que estuvie-
ra aumentado el contenido intraeritrocitario de
AMPc. En la figura 2 se observa que no se modifica
el flujo de Na™ sensible a la ouabaina de eritrocitos
incubados en presencia de AMPc 2 mM. Por otra
parte, el AMPc no incrementa apreciablemente el
flujo de Na* extruido por la bomba de Na®, K™ de
células incubadas en presencia de AVP.

6 ArgB-vasopresina
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Tabla 1. Efecto de la AVP (107'°M) sobre los
flujos de Na* de eritrocitos humanos
frescos :

Flujo Flujo
Flujo sensible resistente

Condicidén total ala ala
ouabaina  ouabaina

Control ............ 2.290 + 140 1.710 £ 50 580 % 135

AVP ... ... ... 2.270 + 195 1.530 £ 60 700 % 200

Todos los resultados se expresan como M * EEM (N = 6).

Los valores de los flujos se dan en mmoles. 1t 'células. h™',
Contenido intraeritrocitario de Na*: 7,70 = 0,71 mmoles. 1t™'células.
Contenido intraeritrocitario de K*: 82,29 * 1,48.

Tabla Il. Efecto de los derivados de la AVP
sobre los flujos de Na* de eritrocitos

humanos frescos

Flujo Flujo
Flujo sensible- resistente

Condicién total ala ala

ouabaina  ouabaina
Control ............ 1.845 £ 45 1,565 = 50 280 *+ 25
LVP107°M ........ 1.875 £ 40 1.605 55 265 % 20
aAVP 107 '°M REEEES 1.845 £+ 35 1.570 £ 40 275 x 35
LVP = lisina vasopresina aAVP = Asu'®, Arg.B-vasopresina.

Los valores de los flujos se dan en mmoles.1t™"células.h™".
Todos los resultados se expresan como M = EEM (N = 4).
Contenido intraeritrocitario de Na* = 6,64 + 0,13 mmoles.1t™'célufas.
Contenido intraeritrocitario de K* = 91,50 + 0,25 mmoles.1t™células.

Efecto del Ca?* y de AVP + Ca®*
sobre la bomba de Na*, K*

Hemos investigado si el aumento del contenido in-
traeritrocitario de Ca?* modificaria el efecto de la
AVP sobre la bomba de Na™, K. En la figura 3 se
observa que el flujo de Na™ catalizado por la bomba
de Na*, K™ no se modifica cuando hay Ca** en el
medio extracelular. Tampoco se modifica cuando,
anadiendo A,31s7, aumenta, presumiblemente, el
Ca?™ intraeritrocitario. La misma figura muestra que
el aumento del Ca%* celular no varia el comporta-
miento de la bomba de Na*, K* en presencia de
AVP.

Efecto de la AVP sobre el volumen
eritrocitario

Con el fin de evaluar si la AVP modifica la permea-
bilidad para el agua de la membrana eritrocitaria, he-
mos analizado el comportamiento del volumen eri-
trocitario en presencia de AVP 107'°M. Como mues-
tra la figura 4, a lo largo de dos horas de incubacion
no se observan variaciones en el volumen de los eri-
trocitos incubados con AVP.
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Fig. 1.—Curva dosis-respuesta del efecto de la AVP sobre el flujo
de Na* sensible a la ouabaina catalizado por la bomba de

Na*, K*.
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Fig. 3.—Histogramas correspondientes al efecto de la -AVP

107'9M, el ClyCa 1 mM y el iondforo del Ca®*, IC, (As3,4,) sobre

el flujo de Na™ sensible a la ouabaina catalizado por la bomba de

Na®, K*. (Barras = Error estindar de la media de cuatro experi-
mentos.)
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Fig. 2.—Histogramas correspondientes al efecto de la AVP

10779M y el AMPc 2 mM sobre el flujo de Na™ sensible a la oua-
baina catalizado por la bomba de Na*, K*. (Barras = Frror estdn-
dar de la media de cuatro experimentos.)

Discusion

En los dltimos anos se ha evidenciado que los eri-
trocitos de distintas especies animales, incluyendo
los eritrocitos humanos, contienen sistemas de trans-
porte idnico que desde el punto de vista del funciona-
miento cinético se pueden asemejar a los sistemas de
-transporte i6nico existentes en los epitelios ''. Ade-
mas, se ha demostrado que la actividad de los siste-
mas de transporte de Na™ del eritrocito humano pue-
de ser modulada por hormonas que actdan a través
del AMP ' 13 Por todo ello parece interesante utili-
zar el eritrocito humano como modelo celular para el
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Fig. 4.—Histogramas correspondientes al comportamiento def vo-

lumen eritrocitario segin el tiempo de incubacién y la presencia o

ausencia de AVP 107 '°M. (Barras = Error estindar de la media de
dos experimentos.)

estudio de los efectos de distintas hormonas sobre el
transporte transmembranario de Na*.

Aunque se admite que la AVP u hormona antidiu-
rética puede influenciar directamente el transporte
tubular de Na™, no existe unanimidad en cuanto a,
los efectos experimentales observados (véase referen-
cia 1 para revision). En lo concerniente al efecto de
la AVP sobre la actividad hidrolitica de la bomba de
Na™, K* de células tubulares renales, unos autores
observan estimulacién ? y otros inhibicién '°. Dado
que en un trabajo previo de nuestro laboratorio he-
mos observado que el efecto de la AVP sobre el co-
transporte Na*, K*, CI™ del eritrocito era similar ‘



al observado por Hebert y cols. sobre el cotransporte
Na*, K*, €17 "de células de la porcién gruesa de la
rama ascendente del asa de Henle ®, hemos plantea-
do este trabajo con el fin de estudiar si la AVP ejerce
algan efecto sobre la actividad transportadora de la
bomba de Na™, K* eritrocitaria y si existe alguna re-
lacién entre lo observado a nivel del eritrocito y lo
reportado a nivel renal.

El resultado principal aqui presentado es que la

AVP, aconcentraciones idénticas a las que estimu-.
la la actividad del cotransporte Na*, K*, CI™

eritrocitario '° y renal >, no modifica significativa-
mente la actividad transportadora de Na™* de la bom-
ba de Na*,.K* eritrocitaria. Esta observacion discre-
pa de otras publicadas en preparaciones celulares re-
nales y en las que se demuestra un efecto
estimulador ? o inhibidor '°. Sin embargo, nuestro
trabajo analizaba la actividad transportadora de la
bomba, mientras que los trabajos resefiados analiza-

ban la actividad hidrolitica ® '°. Aunque se admite’

actualmente que las condiciones experimentales pue-
den alterar el acoplamiento entre actividad transpor-

tadora y actividad hidrolitica que la bomba presenta.

en condiciones fisiolégicas 2%, otros trabajos recien-
tes de nuestro laboratorio muestran que la AVP
10~'°M no modifica significativamente la actividad

hidrolitica maxima de la Na*, K*-ATPasa medida en

preparaciones solubles de membranas de eritrocitos
humanos 2'. Por lo tanto, vy a diferencia de lo obser-
vado en otros modelos celulares, la AVP no modifica
directamente la actividad de la bomba de Na*, K*
eritrocitariaz: .
Es un-hecho-bien comprobado que muchos-de:los
efectos celulares de la AVP estdn mediados por un
mecanismo adenil ciclasa-AMPc dependiente 2.
Ademas, se ha descrito que algunos de los efectos de
la AVP pueden estar mediados por un aumento del
Ca2™ libre citosolico 22. Por otra parte, se ha demos-
trado que tanto el AMPc 23 2% como el Ca®* #° pue-
den modificar la actividad de la bomba de Na*, K*
en distintos tejidos. Por todo ello, y con el fin de
precisar si la ausencia de un efecto de la AVP sobre
la bomba de Na™, K* del eritrocito podria deberse a
la ausencia de adecuadas concentraciones intracelu-
lares de AMPc y de Ca**, hemos analizado el efecto
de Ia hormona sobre la bomba en condiciones en las
que ambos compuestos se deberfan hallar en con-
centraciones elevadas en el eritrocito. Tampoco en
estas nuevas condiciones es capaz la AVP de modifi-
car significativamente la actividad transportadora de
la bomba de Na*, K™ eritrocitaria. Quizé ello pueda
estar en relacién con que, como muestran nuestros
resultados, la bomba de Na*, K™ eritrocitaria no pare-
ce ser sensible ni al AMPc ni al Ca* en las condicio-
nes experimentales utilizadas. PRI
" La AVP aumenta la permeabilidad para el agua de
las células del tabulo colector, con el resultado de un

“ma ascendente del asa de Henle
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aumento transitorio en el contenido de agua y en el
volumen de dichas células !. Por otra parte, es bien
sabido que la funcién fundamental de la bomba de
Na*, K* consiste en la regulacién del volumen
celular 2%, de tal manera que la actividad transporta-
dora de la bomba aumenta al aumentar el volumen
celular y viceversa 2°. Dado que la AVP no modifica
el transporte total de Na* del eritrocito ni su volu-
men, cabe suponer que tampoco modifica su conte-
nido en agua. Por lo tanto, se puede asumir que en
presencia de AVP no se pueden observar cambios en
la actividad de la bomba de Na*, K™ eritrocitaria in-
ducidos por variaciones previas en el contenido celu-
lar de agua.

Asi, pues, de los resultados presentados en este tra-
bajo se puede concluir que la AVP no modifica, di-
recta ni indirectamente, la actividad de la bomba de
Na*, K* de eritrocitos frescos. Este resultado no ex-

cluye que‘la.hormona:pueda:influenciar el comporta-
~miento cinético de lazbomba Rara evaluar dicha po-

sibilidad debetian efectuarse. estudios con eritrocitos
pretratados para modificar su”contenido de Na™ vy
observar el efecto de la AVP:sobre la respuesta de la
bomba a cambios en |a concentracién basal de Na™.
En cualquier caso, las observaciones que se presen-
tan, en conjuncién con otras previamente
publicadas ', sugieren que la bomba de Na™, K* no
parece ser el mecanismo de transporte diana para un
efecto directo de la AVP. Por el contrario, dicho me-
canismo parece ser el cotransporte Na*, K™, CI~ ',
Esta consideracién se corresponde bien con las ob-
servaciones realizadas en la porcién gruesa de la ra-

5. 27. 28 En efecto,
los resultados publicados con dicho modelo celular
permiten establecer que la AVP, estimulando directa-
mente el cotransporte Na*, K*, CI~ del lado lumi-
nal, favoreceria la reabsorcion de Na* y el consi-
guiente aumento del contenido intracelular de Na*.
Entonces, y de manera indirecta, se activaria la bom-
ba de Na*, K* del lado baso-lateral que extruiria

Na* hacia el intersticio y la circulacién capilar peri-

tubular. El resultado final de dichas acciones de la
AVP sobre la excrecién renal de Na™ no puede dejar
de analizarse teniendo presente que la AVP promue-
ve la sintesis intrarrenal de sustancias como las pros-
taglandinas, cuyos efectos sobre los mecanismos de
transporte del lado luminal de las células de la rama
ascendente del asa de Henle pueden ser opuestos a
los descritos para la AVP 29,
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