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RESUMEN

EFECTOS DE LA EPINEFRINA SOBRE EL
TRANSPORTE DE POTASIO EN EL COLON.

La homeostasis del potasio es de vital importancia
para el mantenimiento de una gran variedad de
funciones celulares. Estudios recientes sugieren que el
colon de los mamiferos desempefia un papel
importante en el mantenimiento del balance total de
este ion. Se conoce que la epinefrina estimula la
secrecion activa de K+ en el colon, pero todavia no se
ha determinado con exactitud cudles son los
mecanismos de transporte que son afectados por este
agente adrenérgico.

En el presente trabajo se demuestra que la epinefrina
actda a nivel de la membrana laterobasal de las células
epiteliales colonicas, incrementando la actividad de la
ATPasa de Na-K y del cotransportador Na-K-2C1.

Palabras claves: epinefrina, transporte de potasio, colon,
captacion de 86Rb.
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INTRODUCCION
El intestino grueso de los mamiferos regula el volumen
y el contenido de las heces. En condiciones normales, el
colon humano absorbe agua, sodio y cloruro, mientras
secreta potasio y bicarbonato.

Cambios en este patron normal de movimiento de iones
y agua ocurren en una gran variedad de condiciones
patol6gicas (colitisulcerativa™ enfermedad deCrohn®?,
cloridorrea congénita®, sindrome de diarrea acuosa® y
colitis colagenosa®, entre otras) y pueden ser observados
en diferentes condiciones experimentales™®. De alli radica
la importancia del estudio de los diferentes mecanismos
de transporte i6nico a nivel del colon, asi como su
regulacion, y los posibles mecanismos que podrian
modificarlos.

La homeostasis del potasio es de vital importancia para
el mantenimiento de una gran variedad de funciones
celulares (reacciones bioquimicas, conduccion de
impulsos nerviosos y contraccion muscular). Bajo
condiciones normales, el balance total de potasio es
mantenido por absorcién a nivel del tracto
gastrointestinal y excrecién a través del rifion. En
condiciones patoldgicas el tracto gastrointestinal podria
convertirse en la ruta principal para la excrecion de este
ion.

Estudios recientes sugieren que el colon de los
mamiferos desempefia un papel importante en el
mantenimiento del balance total de potasio en el
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organismo. El transporte transepitelial de este ion se
ha tratado de explicar mediante un modelo que incluye
mecanismos activos de secrecion y absorcion (ver
figura 1).
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Figura 1, Mecanismos de transporte activo de K+ descritos en células
epiteliales colonicas.

La secrecion seria el resultado de dos procesos de
transporte”:

a) La captacidn del ion a través de la membrana
laterobasal mediada por la ATPasa de Na-K
(sensible a ouabaina), y por el cotransportador
Na-K-2C1 (sensible a bumetanida).

b) El movimiento a través de la membrana luminal
por medio de canales de K+ (sensibles a bario y
tetraetilamonio -TEA-).

La absorcion estaria mediada por una ATPasa de K-H
(sensible a ouabaina), ubicada en la membrana apical y
por una via conductiva para K+ en la membrana
iaterobasal®.

Afios atras surgio la interrogante sobre el papel que
jugaria la red nerviosa del tracto gastrointestinal sobre
el transporte de iones y agua, cuando se observo un
aumento en la secrecién como producto del estimulo
nervioso segmentario en el intestino™'. Con el desarrollo
de técnicas que permitieron la identificacion de
neurotransmisores en tejidos, se planted que la
produccion de estos agentes por la red nerviosa, presente
en el plexo submucoso, podria afectar la funcion de las
células epiteliales intestinales.

Recientemente, se ha observado que la epinefrina
estimula la secrecién de potasio como resultado de un
aumento del flujo de serosa a mucosa en el epitelio
colénico®. Sin embargo, atin se requiere establecer cuéles
son los mecanismos involucrados en la respuesta a este
agente adrenérgico.

Con el fin de evaluar el posible papel regulador del
sistema nervioso simpatico sobre los mecanismos de
transporte activo de K+, estudiamos el efecto de la
epinefrina sobre la captacion de MRb (radiois6topo que
se transporta en forma similar al K+) mediado por la
ATPasa de Na-K, el cotransportador.Na-K-2Cl y la
ATPasa de K-H.

MATERIALES Y METODOS

MATERIALES: El “RbylaTO-inulina fueron obtenidos
de New England Nuclear (Boston). Todos los otros
reactivos fueron obtenidos de Sigma Co.

METODOS:

Animales: Se utilizaron cobayos machos (Cavia
Porcellus) de 300 a 350 g de peso, los cuales fueron
alimentados con una dieta regular de laboratorio.

Aislamiento de células*: Para el aislamiento de células
seutilizéelmétododedelCastillo™ el cual describimos a
continuacion: Los animales fueron sacrificados por
dislocacion cervical, el colon fue extraido y lavado
inicialmente con solucién salina (CINa 0,9%), y
posteriormente se llend e incubd durante 10 minutos a
37°C con la solucion No. 1 (K”, 7 mM; K.HPO,, 44 mM;
NaHCO05,9 mM; Hepes-Tris, 10 mM y glucosa 180 mM,
a pH 7.4 y 340 mosm/1). Al cabo de 10 minutos, el
contenido luminal se descartd y el segmento intestinal
se llend e incubd por 3 minutos a 37°C con la solucion
No.2, la cual contenia 0.5 mM de ditiotreitol (DTT) y 0.25
mM de acido etilendiaminotetracético (EDTA), ademas
de los componentes de la solucion No.l. Seguidamente
el colon fue suavemente palpado por 3 minutos y el
contenido luminal, el cual contenia las células aisladas,
fue resuspendido en medio Dulbecco's modificado
(MDM), filtrado en dos mayas de nylon (60 y 30 mieras
de diametro del poro) y centrifugado a 100 g durante 5
minutos. Las células aisladas fueron conservadas en
MDM a 4°C. La viabilidad de estas preparaciones se
determind por exclusién del colorante azul de tripano y
por consumo de oxigeno"" (ver figura 2).
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Figura 2. Micrograf (a de contraste de fase de la preparacion de células
aisladasde colon distal decobayo. La suspension celular fue mezclada
1:1 con una solucion de azul de tripano al 0.5% (25X).

Captacion de ~Rb: La captacién de “Rb fue medida en
presencia y en ausencia de sodio en el medio de
incubacion. Para reemplazar el sodio se utiliz6 N-
metilglucamina; las células aisladas fueron lavadas por
centrifugacion con sus respectivos medios y
resuspendidas en el mismo medio a la concentracion
deseada. Posteriormentelascélulas fueronpreincubadas
durante 20 minutos a 25°C con agitacion y oxigenacion.
La captacion fue iniciada al agregar 25 p.\ del medio
conteniendo el radiois6topo a 225 fxI del medio de
incubacion conteniendo las células. Se tomaron muestras
de 200 p.1 a los intervalos deseados, las cuales fueron
diluidas en 800 (il del medio de incubacion a 4°C e
inmediatamente fueron centrifugadas a 1300g por 20
segundos. La radioactividad intracelular fue medida
por centelleo liquido y corregida por la actividad
presente en el volumen atrapado, el cual fue determinado
utilizando [“C]-inulina®.

El efecto de la epinefrina sobre la captacion de ~*Rb fue
estudiado al agregar el agonista al medio que contenia
las células durante la preincubacion.

Determinacion de proteinas: La cantidad de proteinas
fue determinada por el método modificado de Azul de
Coomassie ™.

Estadistica: Los resultados son expresados como las
medias = el error estandar, indicandose el nimero total
de observaciones. Las diferencias entre las medias en
distintas condiciones se compararon usando el test t
student para datos no pareados. Se us6 p< 0.05 como
nivel limite de significacion estadistica.

RESULTADOS

En la figura 3 se observa el efecto de ouabaina y
bumetanida sobre la captacion de “Rb en colonocitos
aislados de cobayo en presencia y ausencia de sodio en
el medio de incubacidn, independientemente de la
presencia o0 no de inhibidores. La mayor captacion fue
obtenida cuando las células fueron incubadas en el
medio que contenia sodio. Cuando este ion fue sustituido
por N-metilglucamina la captacién de %Rb fue
considerablemente reducida. Estos resultados indican
la presencia de mecanismos independientes y
dependientes de sodio.
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Figura 3. Captacién de 86Rb en colonocitos aislados de cobayo, en
presencia y ausencia de sodio en el medio de incubacion. Efecto de
ouabaina (1 mM) y bumetanida (1 OuM). En la condicién sin sodio, éste
fue sustituido por N-metilglucamina. Los valores representan la
media * el error estdndar de 3 experimentos diferentes.

Para evaluar la presencia de la ATPasa de K-H sensible
a ouabaina e independiente de sodio en los colonocitos
aislados, estudiamos el efecto de la ouabaina sobre la
captacion de “Rb en ausencia de sodio en el medio de
incubacion. En estas condiciones, la captacion fue
inhibida significativamente por ouabaina, pero no fue
afectada por bumetanida, lo que indica la presencia de
una fraccion de captacidn sensible a ouabaina e
independiente de sodio. La bumetania en este caso no
produjo efecto alguno, lo que indica que en ausencia
de sodio el cotransportador Na-K-2C1 se encuentra
inhibido.
] / En base

a estos resultados, establecimos que los valores
atribuibles a la ATPasa de K-H correspondian a la
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captacion de MRb sensible a ouabaina en ausencia de
sodio en el medio de incubacion. Los valores para la
ATPasa de Na-K correspondieron a la diferencia entre
la captacién sensible a ouabaina en presencia y ausencia
de sodio. Los valores atribuibles al cotransportador Na-
K-2C1 correspondieron a la captacion sensible a
bumetanida en presencia de sodio en el medio de
incubacion.

En la figura 4 se observa el efecto de la epinefrina sobre
la captacion de MRb en colonocitos aislados de cobayo,
en presencia y en ausencia de sodio en el medio de
incubacion. Los resultados indican que el agente
adrenérgico no afect6 la captacion del radiois6topo
cuando no habia sodio en el medio de incubacion. Por el
contrario, en presencia de sodio la epinefrina produjo
un incremento significativo de la captacion; ésto nos
indica que este farmaco estaria afectando mecanismos
de transporte de K+ dependientes de sodio.
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Figura 4. Efecto de epin effifia sobre la captacion de 86Rb en colonocitos
aislados de cobayo, en presencia y ausencia de sodio. Las células
fueron preincubadas en presencia de epinefrina W8 M durante 20
minutos antes de comenzar la captacion. Los valores representan la
media + el error estandar de 3 experimentos diferentes.

En la figura 5 se observa el efecto de la epinefrina sobre
cada uno de los mecanismos responsables del transporte
activo de K+ en los colonacitos aislados de cobayo. Los
resultados indican, que las fracciones de captacion de
"Rb atribuibles a la ATPasa de Na-Ky al cotransportador
Na-K-2C1 fueron elevadas significativamente, mientras
que la fraccion atribuible a la ATPasa de K-H no fue
afectada.
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Figura 5. Efecto de epinefrina 1 O”M s6brelos mecanismos de transporte
activo de K+ en colonocitos aislados de cobayo. Los valores para la
ATPasa de K-H corresponden a la captacion de **Rb sensiblea ouabaina
en ausencia de sodio en el medio de incubacion. Los valores para la
ATPasa de Na-K corresponden a la diferencia entre la captacién
sensible a ouabaina en presencia y en ausencia de sodio. Los valores
para el cotransporte Na-K-2C1 corresponden al flujo sensible a
bumetanida en presencia de sodio en el medio de incubacién. Los
valores representan la media + el error estandar de 3 experimentos
diferentes.

DISCUSION

En estudios recientes se ha observado que la epinefrina
estimula la secrecién activa de K+ en el colon como
resultado de incremento del flujo de este ion de serosa
a mucosai™). Sin embargo estos hallazgos han sido
obtenidos utilizando como modelo experimental el
epitelio colonico completo; ésto ha imposibilitado el
determinar con exactitud cuéles son los mecanismos de
transporte presentes en estascélulas que estarian siendo

afectados por este agente adrenérgico.

En este trabajo, hemos utilizado un modelo experimental
gue nos permite discernir sobre cual mecanismo de
transporte activo de K+ estaria siendo afectado por la
epinefrina. Existen fuertes evidencias que plantean que
este agonista act(ia estimulando la apertura de canales
de K+ presentes en la membrana luminal, ya que se ha
observado que al agregar bario o TEA a la luz del colon,
el estimulo secretorio producido por la epinefrina es
inhibido®™". Esto explica lo que estarfa sucediendo en la
membrana luminal; sin embargo no existen evidencias
sobre lo que sucede en la membrana laterobasal. Con
nuestros resultados, demostramos que la epinefrina
actla a nivel de la membrana laterobasal incrementando
la actividad de la ATPasa de Na-K y del cotransportador
Na-K-2C1.
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Nuestros hallazgos concuerdan con losde oiros estudios,
en los cuales se ha observado que la epinefrina produce
aumento de la actividad de la ATPasa de Na-K en
diferentes tejidos (cerebro®™*, musculo esquelético™*, y
del cotransportador Na-K-2Cl en tejido intestinal®*.

Evidencias recientes sugieren que el efecto de la
epinefrina sobre el colon estaria mediado por receptores
B-adrenérgicos presentes en las células epiteliales®-*°.
Sin embargo queda por establecer cuales son los
mecanismos intracelulares o los posibles segundos
mensajeros (Ca++, AMPc, etc.) involucrados en esta
respuesta.
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