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Resumen

Durante el desarrollo de los anfibios ocurre una transicién compleja que involucra
procesos morfogenéticos y organogenéticos, a los cuales se acoplan procesos fisiologicos
y bioquimicos. Consecuentemente, también hay una transicion en lo referente a los
aspectos metabdlicos de la metamorfosis. Asi, durante la misma, las larvas jovenes,
completamente amoniotélicas, llegan al final de su desarrollo hasta estadios en los que, se
establece una modalidad excretora nitrogenada en la que la molécula dominante es urea o
acido urico segun se trate de especies terrestres o arboricolas, es decir, adaptadas a
condiciones de disimil disponibilidad de agua. Estos cambios en el patron de los productos
de excrecion estan asociados a cambios bioquimicos en la sintesis y actividad de varias

enzimas.

Se estudio el impacto de los cambios en la presion osmoética ambiental sobre la
actividad de dos enzimas hepaticas marcadoras de la via del acido urico, la xantina
deshidrogenasa (de la sintesis del acido urico) y la uricasa (degradativa del acido urico),
durante la transicion larva-juvenil (agua-tierra) del desarrollo de Bufo arenarum. Para ello
se midio la actividad de dichas enzimas en larvas entre los estadios 29 y 35, mantenidas

en condiciones que simulaban situaciones de hidratacion y deshidratacion.

Para ello, las larvas fueron mantenidas durante 3 a 5 dias en agua destilada (0
mOsm), agua corriente (3-5 mOsm) y en soluciones de manitol (230-250 mOsm). Los
parametros determinados fueron: actividades de xantina deshidrogenasa y uricasa
hepaticas, contenido de proteinas hepaticas, agua corporal e indice hepato-somatico.

Las larvas de agua destilada no evidenciaron cambios significativos en dichos

parametros.

Se determind que la incubacion aguda de los animales en medios hiperosméticos
modifica la actividad enzimatica, siendo la uricasa la mas afectada con reducciones
significativas en sus niveles de actividad. En estos animales se inducirian procesos
metabdlicos, tendientes indirectamente a impedir las pérdidas de agua corporal derivadas
de la nueva condicion de su entorno, comportandose posiblemente en forma transitoria,
desde el punto de vista fisiolégico, como "uricotélicos" a pesar de tratarse de formas

completamente acuaticas.

Se concluye que en los estadios avanzados de la metamorfosis de Bufo arenarum,
los animales dispondrian de mecanismos adaptativos de emergencia, compensatorios ante

cambios osméticos agudos del ambiente en un rango tan amplio como 0 y 250 mOsm.



Introduccion

El problema de la conservacion del agua

Uno de los requerimientos mas importantes para la vida terrestre es la
preservacion del balance hidrico y iénico. Entre los vertebrados terrestres, los
reptiles, aves y mamiferos han solucionado el riesgo de una excesiva pérdida
de agua, mas o menos efectivamente, con la adquisicion de un tegumento
impermeable, con modificaciones como escamas, plumas, pelos, por aumento
de la capacidad volumétrica de la vejiga urinaria, por su capacidad de
excrecion de productos nitrogenados de desecho metabdlico acompariados por
una baja cantidad de agua o por adaptaciones morfologicas y funcionales del

sistema renal.

Los anfibios, por otro lado han desarrollado de manera limitada
modificaciones tegumentarias para tratar de conservar el agua corporal. Aun en
las especies mas terrestres el tegumento ofrece poca resistencia a la

evaporacion del agua (Thorson, 1955; Withers, 1992).

Ademas, hay evidencias de que en el control de su balance acuoso se
integran mecanismos nerviosos y neuroendocrinos (Segura et al, 1982; 1984;
Reboreda, 1987).

A pesar de esa aparente carencia de un efectivo mecanismo para la
conservacion del agua, existen notables diferencias entre los anfibios en su
grado de dependencia del agua. Algunas especies estan restringidas a vivir en
contacto con el agua a lo largo de toda su vida, otras estan casi totalmente
emancipadas de los cuerpos de agua, mientras que las restantes estan
distribuidas en posiciones intermedias entre esas dos condiciones extremas
(Duellman y Trueb, 1986).

Por su diversidad en cuanto a los distintos grados de independencia
relativa del agua y porque son un grupo en transicion desde el ambiente



acuatico hacia el terrestre, estos vertebrados son de interés particular en el
estudio fisiolégico de la economia del agua en el desarrollo terrestre.

Disponibilidad ambiental de agua y excrecién nitrogenada urinaria

El grado de dependencia por el medio acuatico o por el medio terrestre
de los anfibios se puede caracterizar, entre otros parametros, por el perfil de los
productos de excrecién nitrogenada en la orina, el que de forma indirecta ha
sido utilizado como indicador del grado de asociacién de una especie dada al
agua (véase Salibian, 1997). Las especies amoniotélicas han sido definidas
como aquellas adaptadas a vivir en ambientes con abundante agua liquida, las
entidades caracteristicas de ambientes con escasa disponibilidad de agua
resultan uricotélicas, y las de ambientes intermedios son ureotélicas (Balinsky,
1970; Bentley, 1971).

Esta agrupacién de los anfibios adultos en funcién de su grado de
"asociacion / independencia” con respecto al agua no es estricta, habiéndose
informado acerca de algunas especies que presentan particiones "andémalas"

de sus productos nitrogenados urinarios (véase Zamorano y col., 1988).

En este contexto, es evidente que los mecanismos bioquimicos para la
detoxificacion de NHz constituyen un factor importante en la transicion desde
un modo de vida acuatico a uno terrestre durante la evolucion de los anfibios
(Campbell, 1991).

Los anfibios adultos terrestres, con limitada disponibilidad de agua en su
ambiente, generalmente no eliminan amonio porque debido a su toxicidad es
necesaria su dilucion en grandes volumenes de agua para su excrecion. Un
mecanismo muy comun entre ellos es, la conversion del amonio en urea o

acido urico.

La urea aventaja al amonio por su baja toxicidad. El acido urico es
marcadamente insoluble (0,065 g.I ') en comparacién al amonio (1190 g.| ') y
a la urea (890 g.| ™'); esta baja solubilidad acoplada a su relativa baja toxicidad
hace a esta purina una forma muy efectiva para la excrecién de productos

nitrogenados en forma desacoplada del agua en los anfibios.
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Sin embargo, es interesante puntualizar que estas adaptaciones
bioquimicas que convierten el NHz en urea o &cido Urico tienen un costo
biolégico en términos de energia para su sintesis. Asi, la biosintesis de cada
mol de urea (en el “ciclo de la urea’) requiere de 4 moles de ATP
(aproximadamente 120 kJ) mientras que la de un mol de acido Urico eleva esa
demanda energética a casi 250 kJ.

Diversidad de las estrategias

Frente a la escasez de agua y/o al aumento de la osmolaridad externa
muchos anfibios han desarrollado distintas estrategias de resistencia contra la
desecacion. Tal es el caso, por ejemplo, de Xenopus laevis un pipido
totalmente acuatico y amoniotélico; que cuando es sometido a condiciones de
deshidratacion, acumula urea en sus tejidos (Balinsky, 1961) como resultado
de dos eventos simultaneos: aumento de su tasa de sintesis y reduccion de su
eliminacion por el sistema renal, elevando asi la osmolaridad plasmatica y
manteniendo un gradiente favorable hacia la entrada de agua (Shoemaker et
al, 1992). Se ha informado que otras especies son capaces de adaptarse a
ambientes de elevada salinidad como la Rana cancrivora, Hyla arborea, Bufo
viridis (Hoffman y Katz, 1997).

En el caso de X /aevis, las enzimas involucradas en la sintesis de la
urea adicional deben ser inducidas o activadas; mientras que en los otros
casos la produccion de urea soélo sufre de un aumento en sus niveles basales
(Katz, 1992).

Cabe sefialar que la urea en X. laevis no es un producto principal del
catabolismo proteico, y puede ser considerada como un producto de desecho
de “emergencia” secundario, pero que entra a jugar un rol fisiolégico importante
cuando es acumulado en los tejidos y fluidos corporales posibilitando la
supervivencia del animal frente a condiciones de deshidratacion. Disponer de
un producto nitrogenado de esas caracteristicas permite a X. /aevis la ventaja
de poder adaptarse rapidamente a un ambiente acuético o terrestre (Balinsky et
al, 1961).



La uricotelia, por otro lado, es la estrategia adoptada por especies como
Phyllomedusa sauvagei y Chiromantis xerampelina (Shoemaker et al, 1972;
Loveridge, 1970), ambas adaptadas a vivir en ambientes extremadamente
secos. Esto se interpretd como una respuesta evolutiva a sus habitats

caracterizados por una aguda escasez de agua liquida (Campbell, 1991).

Estrategias y actividades enzimaticas

Las respuestas adaptativas de los anfibios frente a los cambios en la
disponibilidad de agua de su entorno, adoptan formas diferentes, que
involucran modificaciones de algunos de sus sistemas enzimaticos (Balinsky,
1981). Dado que las adaptaciones conocidas se circunscriben a moléculas
nitrogenadas el estudio de los cambios en el funcionalismo de las vias
metabdlicas del catabolismo proteico sea de interés especial para la
interpretacion de la adaptacion de los anfibios a ambientes caracterizados por
tener distinta cantidad de agua disponible o lo que es igual a la transicion agua-
tierra.

Balinsky y col. (1976) encontraron diferencias entre las actividades de
las enzimas del metabolismo de la urea y del acido urico de adultos de un
anuro uricotélico, Chiromantis xerampelina, y de otros anfibios ureotélicos.
Ellos postularon que la uricotelia fue adquirida como una adaptacion para la
independencia del agua que requeriria de tres tipos de cambios: a) disminucion
de la actividad de las enzimas del ciclo de la urea; b) una menor actividad de
las enzimas de la degradacion del acido urico y c) el incremento de por lo

menos una enzima clave de la biosintesis de acido urico.

Este modelo adaptativo se ajusta al supuesto de que no existiria
adquisicion de nuevas enzimas sino a cambios en las cinéticas pre-existentes
(Balinsky, 1972).

El esquema de los caminos metabdlicos que conducen a los diferentes
productos de excrecion nitrogenada (adaptado de Balinsky, 1972) se presenta

en la Figura 1.



Figura 1. Caminos metabdlicos del catabolismo proteico de anfibios.
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En la sintesis de urea de los anfibios, convergen dos caminos
metabdlicos, el ciclo de la urea y la via degradativa de purinas. El nitrégeno
(como NH3) proveniente de los aminoacidos puede eliminarse como tal, ser
incorporado al ciclo de la urea o dentro de un anillo purinico (IMP),
convirtiéndose en otros nucleétidos para luego formar hipoxantina, xantina y
luego acido urico. El acido urico puede ser convertido en urea luego de una

serie de reacciones catalizadas por varias enzimas.

La actividad de la arginasa, que cataliza la conversién de arginina en
ornitina, es considerada como "marcadora" de la actividad del ciclo de la urea;
por otra parte, la xantina deshidrogenasa y la uricasa son consideradas, en el
mismo caracter pero referidas al funcionalismo de las fases inicial (de sintesis)
y final (de degradacion) de la sintesis de &cido urico. Cabe senalar que la

localizacion de dichas vias catabdlicas se hallan principalmente en el higado.

En el caso particular de los adultos de Bufo arenarum, se mostré que el
mayor porcentaje de la urea producida proviene del ciclo de la urea (99,7 %) y
en menor proporcion de la via degradativa de las purinas (0,3 %). También se



detecta en la orina, aunque en niveles muy bajos, acido urico (0,1 % del N total)
y NH3 (4,3 % del N total); el porcentaje que corresponde a la urea es del 95,3%
del N total (Rovedatti et a/, 1988; Rovedatti, 1995).

La transicién larva-juvenil como modelo experimental

Es oportuno sefalar en este punto, que el desarrollo temprano de los
anfibios ofrece un modelo experimental muy versatil para el estudio integral de
los mecanismos bioquimico-fisiolégicos acoplados a la transicién vida acuatica-

vida terrestre.

Las larvas de Bufo arenarum son amoniotélicas y evolucionan hacia la
ureotelia durante la metamorfosis, momento en que los animales emergen del
agua. En esta transicion larva-juvenil se observa una correspondencia entre los
principales productos nitrogenados y la actividad de las enzimas asociadas al
catabolismo de las proteinas, ligada a su vez, a una transicion paralela en su
modelo alimentario, de un régimen herbivoro a otro carnivoro (Burggren y Just,
1992).

Hacia el final de la metamorfosis los anfibios preservan su equilibrio
hidromineral, excretando menos orina y modificando consecuentemente el
perfil de su excrecion nitrogenada desde la condicion de amoniotelia, en la que
el NHs es el producto mayoritario, a otra de ureotelia en la que la urea es la
molécula nitrogenada de mayor concentracion. Es asi que ocurre un
incremento gradual de la actividad de las enzimas del ciclo de la urea (Balinsky,
1970; Shoemaker et al, 1982).

Resulto de interés estudiar la respuesta de dos enzimas marcadoras de
los sistemas de sintesis y degradacion del acido urico, en condiciones alejadas
de las fisiologicas. Para ello se utilizaron condiciones osméticamente adversas
con importantes cambios en la osmolaridad del ambiente, alejadas de la

presion osmética de su medio interno.
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La hipétesis basica de éste trabajo plantea que:

¢ Los sistemas enzimaticos marcadores de la ureo / uricotelia

en larvas de Bufo arenarum estan presentes y experimentan
modificaciones acopladas a los cambios osméticos externos.

A tal efecto este trabajo se centrd en el siguiente objetivo:

¢ Estudiar las actividades de la xantina deshidrogenasa y de la

uricasa hepaticas en la transicion agua-tierra, al final de la
metamorfosis de Bufo arenarum, en condiciones de
laboratorio.

Se informa acerca de:

a)

b)

Las actividades de estas enzimas medidas en forma
simultanea, en condiciones "normales" y luego de un tiempo
en que las larvas y juveniles fueron expuestos en forma aguda
a medios que, por su perfil osmético simulaban situaciones de
hidratacion o deshidratacion de los animales. De esa forma se
pudo lograr informacién original referida al grado de
"flexibilidad" de dichas enzimas marcadoras de la via del
acido urico en respuesta a cambios en la osmolaridad externa
entre 0 y 250 mOsm.

Complementariamente, se compara el perfil de las mismas
enzimas en el higado de adultos de una especie ureotélica
(Bufo arenarum) con el de una uricotélica (Phyllomedusa
hypochondrialis).
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Obtenciéon y mantenimiento de los animales

Las larvas de Bufo arenarum fueron obtenidas en el laboratorio. Los
animales provinieron de hembras adultas cuya ovulacion fue inducida por
inyeccion de un macerado de hipdfisis homologa y gonadotrofina coridnica
(Endocorion, ELEA).' Posteriormente a la desmedulacion de los animales, los
ovocitos se extrajeron del ovisaco y fueron inseminados con una suspension de
espermatozoides obtenidos a partir de la disgregacion de los testiculos de
machos adultos en solucion de Holtfreter al 10% (Na 6 mM; Ca 0,09 mM y K
0,07 mM; Hamburger, 1969).

Posteriormente a la fecundacion los embriones permanecieron en dicha
solucion hasta alcanzar el primer estadio larval, para luego ser transferidos a
peceras de PVP con agua potable donde permanecieron hasta el estadio
requerido para los experimentos. Se utilizaron animales correspondientes a los
estadios 29 al 35 que se diagnosticaron conforme a la tabla de Echeverria y
Fiorito de Lopez (1981); esos estadios corresponden al 40 - 46 de Gosner
(1960).

Los animales fueron alimentados dia por medio con alimento balanceado
molido para peces (Wardley’s / Hikari) durante dos a tres horas; luego de este

tiempo, los medios de incubacién se renovaron completamente.

Los adultos de Bufo arenarum fueron capturados en la localidad de
Open Door, provincia de Buenos Aires. Permanecieron en ayuno, en
recipientes de vidrio aireados, con arena humedecida. Los ejemplares de
Phyllomedusa hypochondrialis fueron capturados en el Barrio Centenario de
Resistencia, provincia del Chaco y mantenidos hasta el momento de ser
procesados en recipientes aireados, con libre acceso al agua y sin
alimentacion.
12



Incubaciones experimentales

Al alcanzar los estadios 29 al 35, las larvas fueron colocadas en distintos
medios, durante 3 dias, a temperatura (22 + 2 °C) y fotoperiodo (12L:120)
constantes:

a) agua destilada, 0 mOsm;
b) agua corriente, 3-5 mOsm;

c) solucién de manitol, 230 mOsm, (41,9 g . | ") (Anedra; Baker).

Los animales de estadios 34 y 35 sblo permanecieron en agua corriente

durante el periodo y condiciones de luz y temperatura antes mencionados.

En una serie experimental complementaria, un grupo de larvas de
estadio 29 fue colocado, en una solucién de manitol 250 mOsm (455 g . | )
durante 5 dias, en las mismas condiciones ambientales.

Durante el periodo de incubaciéon se suspendioé la alimentaciéon de los
animales, debido a que las enzimas del metabolismo nitrogenado, en el caso
de los anuros, experimentan variaciones en su actividad segun el estado
nutricional y la dieta ingerida por los animales, como fuera demostrado por

varios autores (Castané et al, 1990).

A los efectos de evitar las conocidas variaciones metabdlicas circanuales
(Jungreis et al, 1970 a y b) los experimentos se llevaron a cabo en el periodo

primavera-verano.

Las soluciones experimentales fueron renovadas diariamente.

Con el fin de controlar las variables ambientales que podrian afectar los
resultados de las experiencias durante el transcurso de los ensayos, los medios
de incubacion se caracterizaron segun los parametros fisico-quimicos que se
expresan en la Tabla 1:
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Tabla 1. Parametros fisico-quimicos de los medios experimentales. Datos expresados como
medias + ESM. N, nimero de mediciones.

N pH Conductividad| Alcalinidad Dureza
(uS .cm™) (mg CaCOs. ") (mg CaCO; . ")
Agua destilada] 8 6,1+0,2 29+04 0 0
Agua corriente 8 74+0,1 774 £ 14 7011 932 + 30
Manitoll 6 58+0,2 38+04 0 0

El pH se determin6 en un equipo Orion 701; la conductividad se midid
con un sensor Luftman C 400; las mediciones de alcalinidad y dureza se

efectuaron con reactivos de kits comerciales (Merck).

En la Figura 2 se muestra un esquema de los animales utilizados y se
senalan las caracteristicas morfolégicas mas salientes de cada estadio
(adaptado de Echeverria y Fiorito de Lopez, 1981).

29- Pico comeo
- Miembros posteriores desarrollados,
anteriores vistos por transparencia

30- Pérdida del pico comeo
- Aparicion del primer miembro anterior

31- Aparicion del segundo miembro
anterior

32- Cola en reduccion. Longitud del
A ; miembro posterior menor o igual que la
——

longitud de la cola

33- Colay aleta en reduccion. Longitud del
miembro posterior mayor que la
1 longitud de la cola

g

34- Cola casi reducida, sin aleta

(@ @z 35- Aspecto definitivo de adulto

Figura 2. Esquema de las larvas de Bufo arenarum desde el estadio 29 al 35, y sus caracteristicas morfolégicas mas salientes.
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Los animales utilizados se agruparon en cuatro clases, considerando sus
semejanzas morfologicas:

a) estadio 29;

b) estadios 30-31;
c) estadios 32-33;
d) estadios 34-35.

Extraccion de los higados

Al finalizar las incubaciones en los medios experimentales, se disecaron
los higados de las larvas y juveniles de Bufo arenarum. Para ello se
anestesiaron los animales con una breve inmersion en hielo; este

procedimiento se realizd bajo lupa.

La misma metodologia se emple6 en los adultos de Phyllomedusa

hypochondrialis.

El higado de los adultos de Bufo arenarum se extrajo luego de

desmedular a los animales.
Todas las extracciones se realizaron sobre planchas enfriadas (0—4 °C).

Posteriormente los higados completos de larvas y juveniles o una
seccion de ellos en el caso de los adultos, fueron pesados en una balanza

analitica Mettler (+ 0,01mg).

Preparaciéon de los homogenatos

Los homogenatos se realizaron, utilizando un homogeneizador manual o
uno automatico vidrio-teflon a 5.000 rpm, en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 9 (en la
relacion 1 mg de tejido fresco : 20 ul de buffer) a 0°C. Seguidamente los

homogenatos se centrifugaron en una centrifuga refrigerada Sorvall RC-5B, a
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12.500 g por 10 minutos, se separ6 la mayor parte del sobrenadante (Sn 1) y la
fraccion remanente se centrifugd otra vez a 12.500 g durante 10 minutos,
nuevamente se recogié el sobrenadante (Sn 2); finalmente se reunieron las
fracciones Sn 1 y Sn 2. En esta fraccion unificada se midieron las actividades
enzimaticas y las proteinas.

En algunos casos, para larvas y juveniles, fue necesario reunir los
higados de 2 6 3 individuos para obtener un volumen de homogenato suficiente
para todas las determinaciones bioquimicas. Las mismas se realizaron dentro
de las 24 horas o luego de conservar los homogenatos a —15 °C no mas de 7
dias, como lo recomienda Strittmatter (1965) para preservar la actividad de la
xantina deshidrogenasa.

Medicion de la actividad de Xantina deshidrogenasa (E.C.1.2.1.37)

La actividad de xantina deshidrogenasa (XDH) fue determinada como la
formacion de acido urico desde xantina en presencia de NAD como aceptor de
protones y KCN para inhibir la actividad de la uricasa, siguiendo la técnica
descripta por Shoemaker y McClanahan (1982). Las lecturas se realizaron a 25
+ 1 °C. La cubeta de reaccién contenia 50 ul de homogenato, 630 ul de xantina
(Sigma Chemical Co.) 0,54 mM, 50 ul de NAD (Sigma Chemical Co.) 20 mM,
530 ul de buffer fosfato 50 mM pH 7,5 y 50 ul de KCN (Merck) 26 mM. El
incremento en la absorbancia fue leido a 293 nm durante 5 minutos, contra una
cubeta de referencia igual a la del ensayo excepto que el NAD fue reemplazado

por buffer.

Las soluciones de NAD y de xantina se prepararon semanalmente y

todos los reactivos fueron conservados a 0 — 4 °C.

Medicion de la actividad de Uricasa (E.C.1.7.3.3)

Se tomé como base la técnica de Shoemaker y McClanahan (op. cit.).

Se midid la actividad de uricasa como la reduccion en la absorbancia a 293 nm
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(durante 5 minutos, a 25 + 1 °C). La cubeta de reaccioén contenia 60 pl de
homogenato, 1,4 ml de acido urico 0,06 mM en buffer borato 50 mM pH 8,5
(burbujeado con oxigeno durante 10 minutos inmediatamente antes de la
medicion). En la cubeta de referencia el cido urico fue reemplazado por buffer
borato.

La solucién de acido urico fue preparada diariamente segun lo sugiere el
Worthington Enzyme Manual (1976).

Determinacion de las Proteinas

El tenor de proteinas hepaticas totales se determindé de acuerdo a la
técnica de Lowry et al (1951) a partir 10 0 20 ul de homogenato. Las lecturas se
realizaron a 750 nm, utilizando como referencia una curva de calibraciéon
preparada con una solucion 1 mg . mI"' de seroalbimina bovina cristalizada
(Biochemicals) en agua bidestilada. El reactivo de Folin (Merck) se diluyo 1:1
con agua bidestilada.

La concentracion de proteinas se expresé como mg.g” de tejido fresco.

Las actividades enzimaticas fueron calculadas, como se indica en el
Worthington Enzyme Manual (1972) y en Bergmeyer (1983), como la cantidad
de producto formado o sustrato consumido (en nmoles) por gramo de tejido

fresco o por gramo de proteinas por minuto.

Todas las determinaciones espectrofotométricas se realizaron por
duplicado en un espectrofotdmetro Metrolab M1700 V3.02b.

Determinacion del contenido de agua corporal

Para el célculo del contenido de agua corporal (CA) de las larvas y
juveniles de Bufo arenarum, se determinaron los pesos humedos y los pesos
secos. Se registraron los pesos humedos luego de secar a los animales con

papel de filtro y seguidamente pesarlos. Posteriormente se colocaron en conos
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de aluminio previamente pesados, y se colocaron en una estufa a 100 °C

hasta alcanzar un peso constante para la determinacion de los pesos secos.

Con las mediciones de pesos humedo y seco, se calculé el contenido de
agua corporal de las larvas como porcentaje, aplicando la férmula:

CA = Peso Humedo (mg) — Peso Seco (mg) X 100

Peso Humedo (mg)

Determinacion del indice hepato-somatico, IHS (Liver Somatic Index)
Con los datos del peso del higado fresco y del peso humedo, se calculd
el indice hepato-somatico (IHS) para cada animal como:

IHS = _Pesodel Higado (mg) X 100;
Peso Humedo (mg)

y se expres6 como porcentaje (%).

Analisis estadistico de los resultados

Todos los resultados fueron expresados como medias + ESM; en el

analisis estadistico de los mismos se utilizé el programa STATISTICA.

Se verifico la normalidad de los datos por el método de Lilliefors y la

homogeneidad de las varianzas por el método de Levene.

Los datos de actividad enzimatica se trataron con la transformacion
logaritmica, excepto en los casos de actividad especifica de XDH y del
contenido de agua corporal. El indice IHS también requirié de la transformacion

lOg1o.

Las diferencias estadisticas entre estadios y tratamientos se evaluaron
mediante un ANOVA de uno o dos factores segun correspondiera. En los casos
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donde se encontraron diferencias significativas entre estadios o entre
tratamientos se realizaron comparaciones multiples con el test de Tukey para
un numero desigual o igual de réplicas. En los casos de interaccion significativa

se analizaron los efectos simples.

Las diferencias entre grupos de datos que no siguieron una distribucion
normal se analizaron mediante el test de Kruskal-Wallis.

El nivel de significacion utilizado fue de 0,05.



Resultados

Actividades enzimaticas en una especie ureotélica y en una uricotélica

En la Tabla 2 se muestran las actividades de xantina deshidrogenasa
(XDH) y uricasa hepaticas en dos especies de anuros adultos adaptados a vivir
en ambientes de diferente disponibilidad de agua. Bufo arenarum, especie
terrestre y ureotélica. Phyllomedusa hypochondrialis, especie principalmente
arboricola y uricotélica.

Tabla 2. Actividades XDH y uricasa hepaticas en adultos de Bufo arenarum y en
Phyllomedusa hypochondrialis. Los datos se expresan como medias + ESM. Entre
paréntesis, el numero de animales analizados. Las diferencias significativas (p<0,05) entre
las especies se indican con asterisco (*). Analisis estadistico mediante el test de Kruskal-
Wallis.

Phyllomedusa
Bufo arenarum hypochondrialis
Actividad XDH 68 + 6 329+ 27 *
(nmol &c. Urico.g tej".min™) (10) 17)
Actividad Uricasa 696 + 78 17 +4*
(nmol &c. Urico.g tej".min™) (16) (16)
Act. Especifica XDH 041 +0.06 30+03*
(nmol &c.drico.mg Proteina™.min™) (10) (16)
Act. Especifica Uricasa 41+06 016 +004 *
(nmol 4c.trico.mg Proteina’.min™) (10) (16)
*
Uricasa / XDH 10£1 0,06 0,01

(10) (16)
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Para Phyllomedusa hypochondrialis se observaron valores de xantina
deshidrogenasa (XDH), significativamente superiores a los encontrados para

Bufo arenarum.

Por otro lado los niveles de actividad de uricasa para Bufo arenarum
fueron significativamente mayores a los valores hallados para Phyllomedusa
hypochondrialis.

La relacion Uricasa / XDH fue significativamente diferente entre las dos
especies. B. arenarum presentd valores mas elevados y superiores a 1
(Uricasa > XDH), revelando una mayor velocidad de degradacion que de
produccion de &acido urico. P. hypochondrialis, por otro lado, mostrd niveles
mucho menores a 1 (Uricasa < XDH), lo que se interpreta como una baja
actividad uricolitica y una elevada capacidad biosintética de acido Urico.

Estos resultados estan en concordancia con lo esperado para especies
ureotélicas, donde el principal producto de excrecion nitrogenada es la urea
proveniente del ciclo de la urea cuyo funcionalismo seria reforzado en este
caso por la degradacion del acido urico. Asi mismo, en el caso de
Phyllomedusa, especie con un considerable contenido de acido urico en su
orina, se hizo notable la reducida actividad de la uricasa y con ello la menor

degradacion de dicha base.

Efectos de la adaptacion de larvas y juveniles a ambientes de diferente
osmolaridad

a- Agua destilada, agua corriente y manitol 230 mOsm

La Tabla 3 presenta los resultados obtenidos luego de la exposicion
aguda de las larvas y juveniles (estadios 29 al 35) de Bufo arenarum a medios
de disimil osmolaridad. También se muestran los valores de contenido de agua
corporal y el indice IHS (indice hepato-somatico).
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Tabla 3. Actividades de XDH, uricasa, relacion Uricasa/XDH, proteinas hepaticas totales,
contenido de agua corporal y IHS en larvas y juveniles de Bufo arenarum mantenidos en
medios de diferente osmolaridad (agua destilada, 0 mOsm; agua corriente, 3-5 mOsm y
manitol, 230 mOsm) durante 3 dias en un ambiente controlado. Datos expresados como
medias + ESM. Actividades enzimaticas expresadas en nmoles ac.urico.g tej’.min™ o en
nmoles &c.drico.mg Proteina™.min™; las proteinas en mg.g tej” y el agua corporal y el IHS
en %. Numero de casos, entre paréntesis. Las diferencias significativas (p<0,05) entre los
estadios 29 — 33 se indican por filas con las letras a y b, y entre tratamientos por columnas
con los numeros 1y 2. Los datos que no muestran simbologia no presentan diferencias
significativas. Analisis estadistico mediante ANOVA de dos factores.

29 30-31 32-33 34-35
Actividad XDH
Agua destilada | 188 + 25 (6) 204 + 30 (7) 168 + 30 (s)
Agua corriente | 200 + 23 (13) 145 £ 15 (8) 150 + 6 (149 150 £ 11 (11)
Manitol | 216 + 20 (7) 151 + 38 (8) 140 + 13 (19)
Actividad Uricasa
Agua destilada | 484 +123 (5" | 285 + 28 ™' | 319 + 25 (¢’
Agua corriente | 445 + 88 (11)™' | 440 + 78 (6" | 367 +33 (15" | 449 + 64 (11)
Manitol | 427 +39 (7** | 190 +21 9% | 169 + 14 (20
Act. Esp. XDH
Agua destilada | 3,2 + 0,4 (g) 34+03 2,7+0,5 g
Agua corriente | 3,5 + 0,3 (13) 2,5+0,6 8 27+0204 | 24+0,1(10
Manitol | 3.2+ 0,4 (7) 3,1+06 (8 3,2+0,4 (19
Act. Esp. Uricasa
Agua destilada | 8,1+1,9 ™' | 51+08®"' | 6,3+0,3 '
Agua corriente | 7.5+ 1,1 1™ | 69+13 "' | 6,8+04 (15" | 7,6+1 (10
Manitol | 6,3 + 0,6 7)™ | 4,1+ 0,4 ©°% | 3,7 +0,3 20
Uricasa/ XDH
Agua destilada | 2 4 + 0,4 (5) 16+04(7 | 27+04 s
Aguacoriente| 21+02(11) | 3,2+08® | 26+03(12' | 3,1+0,49)
Manitol| 21+0,3%(7) | 1,9+04@® |1,3+0,119"
Proteinas hepéticas
Agua destilada | 59 + 2 () 58 +3 (7 62+2 )
Agua corriente | 59 + 3 (12) 71+ 8 ™" 53 + 3 (16" 60 + 4 (1)
Manitol | 68 + 2 (7)° 49+2 @ | 44+2an™?
Agua corporal
Agua destilada | 92,8 + 0,2 ™' (90,1 + 1,2 "% [ 90,5 + 0,3 ™'
Agua corriente [ 92,9 +0,317™' | 92,7 +0,1 @' | 91,3 +0,329™"
Manitol | 91,3 + 0,217 | 89,6 + 0,428 | 88,1 + 0,3028)*
IHS (indice hepato-somatico)
Agua destilada| 4.2+02 )" | 58+0,7¢"" | 49+0,3 '
Aguacorriente | 43+0,3 (15 | 4,0£0,2¢)' | 4,7+0,1 (29"
Manitol| 3.6 + 0,3 (16" | 8,0 +0,4 ©>? | 11,0 + 3,482
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Actividades enzimaticas. La xantina deshidrogenasa no mostro
variaciones significativas en su actividad con relacion a las edades de los

animales, ni tampoco en funcién al medio experimental al que se los sometid.

Por el contrario los valores de actividad uricasa entre los animales de
estadios 29 y 30-31 mostraron diferencias significativas, siendo el estadio 29 el
que presentd niveles de actividad superiores. Sin embargo no se hallaron
diferencias significativas con los estadios 32-33, presentando estos ultimos
valores intermedios. Por otro lado, el nivel de actividad se redujo
significativamente en los animales incubados en la solucion de manitol con

respecto a los mantenidos en agua corriente y en agua destilada.

En cuanto a la relacion Uricasa / XDH, no se observaron variaciones
significativas con |la edad de los animales en los medios experimentales, con
excepcion de los estadios 29 y 32-33 del tratamiento de manitol, donde el
estadio 29 presento niveles significativamente superiores a los de los estadios
32-33. Si bien en todos los casos analizados (estadios y tratamientos) se
observd una mayor actividad de la via degradativa del acido urico
(Uricasa > XDH), en los animales de estadios 32-33 mantenidos en solucion de
manitol hubo una reduccién significativa en la degradacion de acido urico en
comparaciéon con los otros medios experimentales (agua corriente y agua
destilada). Estos resultados sugieren una mayor sensibilidad a la presion

osmotica elevada del ambiente (manitol) hacia el final de la metamorfosis.

Los datos correspondientes a las actividades enzimaticas de los
animales de estadio 34-35 (mantenidos en agua corriente), los cuales han
completado la metamorfosis, fueron comparados con las de los otros estadios
del mismo medio. Al efectuar este analisis estadistico adicional (ANOVA de un
factor, no consignado en la Tabla 3), comparando las actividades de las 4
clases de edad, se desprendié que no existen diferencias significativas en las

enzimas estudiadas correspondientes a los diferentes estadios.

Proteinas hepaticas. Se observaron diferencias significativas entre los

estadios 30-31 y 32-33 del medio agua corriente, siendo el estadio 30-31 aquel
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que presentd el contenido mas alto. Los animales de estadio 29 no
experimentaron variaciones significativas en el contenido proteico total con los
distintos medios de exposicion. Los animales de estadios 30-31 y 32-33
mantenidos en solucion de manitol, en cambio, presentaron niveles
significativamente menores de proteinas que en los otros medios; estos valores

fueron incluso significativamente mas bajos que los de animales de estadio 29.

Es oportuno senalar que los cambios observados en los niveles de
actividad especifica de uricasa, no estan relacionados con el descenso hallado
en el contenido de proteinas hepaticas totales. Mas bien, se podria especular
que éstas disminuciones estarian vinculadas y podrian ser atribuidas a las

situaciones de estrés hidroosmotico impuestas sobre los animales.

No se encontraron diferencias significativas en el nivel de este parametro
entre los estadios 29, 30-31, 32-33 y los estadios 34-35 mantenidos en agua
potable (analisis estadistico mediante un ANOVA de un factor, no referido en la
Tabla 3).

Contenido de agua corporal. El contenido de agua de las larvas control
mantenidas en agua corriente correspondié aproximadamente a un 91-93 % del
peso corporal; estos valores son comparables a los obtenidos por otros autores
(véase por ejemplo, Degani y Nevo, 1986). El contenido de agua corporal de
las larvas de estadio 29 fue, en las tres condiciones, significativamente mayor
con respecto a los otros estadios. Las mayores diferencias en el sentido de una
deshidratacion se hallaron en las larvas mantenidas en soluciones de manitol;
los animales de todos los estadios estudiados mantenidos en esta solucion
presentaron valores de agua corporal significativamente inferiores a los de los

otros medios de incubacion.

El porcentaje de agua corporal en las larvas mantenidas en agua
destilada no experimenté cambios pronunciados y la tendencia de los
resultados mostrd en este grupo ligeras reducciones antes que aumentos. Este
resultado sugiere que el pasaje osmotico “puro” de agua no seria factible en los
estadios larvales estudiados y en los tiempos de incubacion de este disefio

experimental.
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indice hepato-somatico (IHS). Este indice, que es uno de los
parametros considerados como indicadores del grado de estrés de los
animales, no mostré diferencias significativas entre los distintos estadios del
medio agua corriente. En cambio, dentro del medio manitol, los estadios 30-31
y 32-33 presentaron valores de IHS significativamente mayores que los
animales de estadio 29. Asi también, este parametro fue, para los estadios 30-
31 y 32-33 de la solucion de manitol, significativamente mayor que para los
otros medios experimentales. Por otro lado, las larvas de estadio 29 no
sufrieron variaciones significativas de este indice en los distintos medios de

incubacion.

En conclusion, el estadio 29 seria menos sensible a la exposicion a un
medio de elevada osmolaridad (230 mOsm) que los estadios 30-31 y 32-33
cuando se analiza el contenido de proteinas hepaticas totales, el contenido de

agua corporal y el IHS.

b- Manitol 250 mOsm

Por ultimo, con el fin de evaluar en particular la sensibilidad enzimatica
del estadio 29 al aumentar la osmolaridad externa, larvas correspondientes a

éste estadio se incubaron en una solucion de manitol 250 mOsm.

En la Tabla 4 se presentan comparativamente las actividades halladas
de XDH y de uricasa en dos medios experimentales: solucion de manitol de
230 mOsm (de Tabla 3) y de 250 mOsm.



Tabla 4. Larvas de estadio 29 mantenidas en soluciones de manitol (a- 230 mOsm,
durante 3 dias y b- 250 mOsm durante 5 dias de exposicion). Los datos se expresan como
medias + ESM. Numero de casos, entre paréntesis. Las diferencias significativas (p<0,05)
entre los tratamientos se indican con asterisco (*). Analisis estadistico mediante ANOVA.

Manitol Manitol
230 mOsm* 250 mOsm
Act. Especifica XDH 32+04 28403
(nmol &c. drico . mg Proteina™. min™) (7) (7)
Act. Especifica Uricasa 6,3+0,6 24+04*
(nmol &c. drico . mg Proteina™. min™) (7) (7)
Uricasa / XDH 21+03 09+02*
(7) (7)
Proteinas hepaticas 68 +2 44 +5*
(mg . g tef’) (7) (7)

* De Tabla 3

Los niveles de actividad de XDH para los dos tratamientos no difirieron

significativamente entre si.

Por otro lado, las larvas mantenidas en la solucién de manitol 250 mOsm
presentaron valores de actividad uricasa significativamente inferiores a los

observados para el medio de 230 mOsm.

Asi, también los valores de Uricasa / XDH fueron significativamente
menores, en un 57,1%, para los animales mantenidos en solucion de manitol

250 mOsm con respecto al otro medio de incubacion.

Las proteinas hepaticas se vieron significativamente reducidas en los

animales expuestos a la solucion de osmolaridad mas elevada (250 mOsm).

Por tanto, al aumentar la presion osmética del medio a 250 mOsm, las
larvas de estadio 29 mostraron una mayor sensibilidad enzimatica con
importantes reducciones en los niveles de degradacion de acido urico que las
larvas mantenidas a 230 mOsm. Los cambios fueron mas acentuados para la
uricasa que redujo su actividad en un 61,9 %, mientras que la de XDH

disminuyé de manera no significativa un 12,5 %. Cabe sefialar que aquella
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marcada reduccion hallada en la uricasa no puede atribuirse al descenso del
contenido de proteinas del higado.



Discusion

Comparacion de las actividades enzimaticas en adultos de Bufo arenarum
y Phyllomedusa hypochondrialis (Tabla 2).

Este estudio se efectud con el objeto de validar los resultados de Bufo
arenarum y comparar los datos obtenidos con aquellos de P. hypochondrialis
logrados por otros autores.

Los resultados obtenidos confirman, en este caso mediante informacion
complementaria de caracter bioquimico, el diagnostico referente a la categoria
de los adultos estudiados en términos de su actual adaptacion ambiental.

Asi, se aporta informacion adicional que muestra en forma fehaciente
que los valores hallados en B. arenarum se corresponden a los de una especie
ureotélica, en tanto que el perfil bioquimico particular hallado en el higado de P.
hypochondrialis cae en el rango de los niveles aceptados para especies

uricotélicas.

En el caso particular del hilido mencionado, los valores de la actividad de
xantina deshidrogenasa (XDH) que se encontraron fueron similares a los de
otros autores (Shoemaker et al, 1982). Es interesante mencionar que en el
higado de Chiromantis xerampelina y en Phyllomedusa sauvagei, reconocidas
como especies con un grado de uricotelia mas acentuada que P.
hypochondrialis, se hallaron valores de XDH superiores en un 35-70 % a los
determinados en este trabajo, y una mayor cantidad de N-acido urico urinario,
en un porcentaje comparable con ese incremento de la actividad XDH (Balinsky
et al, 1976; Shoemaker ef al, 1972). En estas especies la uricasa, por su parte,
presenta niveles de 3 a 5 veces inferiores con respecto al ureotélico Bufo

arenarum.

Cabe destacar, por ultimo, que ésta es la primera vez que se determiné
la actividad XDH en higado de B. arenarum adulto.
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Impactos de la osmolaridad externa sobre parametros bioquimicos de
larvas y juveniles de Bufo arenarum (Tablas 3 y 4).

Introduccién

Los animales objeto de este estudio se mantuvieron en condiciones
ambientales (temperatura, fotoperiodo) y nutricionales constantes; de esa
manera, los resultados obtenidos son independientes de dichos factores que,
entre otros, se sabe afectan significativamente los procesos acoplados a los
mecanismos homeostaticos de las larvas de los anfibios (Burggren y Just,
1992). Por ello, se puede afirmar que los cambios observados sélo pueden
atribuirse a las caracteristicas fisicoquimicas de los medios en los cuales se

mantuvieron los animales.

Todas las determinaciones se llevaron a cabo sobre larvas en la ultima
fase de la metamorfosis y en juveniles recién metamorfoseados. Los estadios
que se seleccionaron para este trabajo corresponden a formas en las cuales el
desarrollo del higado se ha completado, con un aspecto morfolégico similar al
que presentan en las etapas posteriores juvenil-adulto.

En relacion a lo antedicho, conviene recordar que la transicion larva-
juvenil se acomparia también con cambios en la dieta al pasar de la herbivoria
a la carnivoria. En este sentido se han hallado evidencias bioquimicas de la
existencia y uso de la maquinaria enzimatica que posibilita, a larvas y juveniles
de Bufo arenarum, el consumo de una dieta proteica (Barrozo y Salibian, 1998;
Rebolledo et al, 1996); asi, los animales pueden adoptar una nueva modalidad
alimentaria que les permite procesar proteinas animales (Deuchar, 1966;
Duellmann y Trueb, 1986).

Mediante el disefio de este trabajo, se pudieron conocer y evaluar las
respuestas de los animales en un periodo clave de su desarrollo ontogenético;
esto es, la fase que corresponde a la transicion desde el medio acuatico

(amoniotelia) hacia el medio terrestre (ureotelia).

Cabe senalar que Castarié et a/ (1987) informaron que los embriones y
las larvas jovenes de Bufo arenarum son capaces de completar su desarrollo

sin contratiempos cuando se las mantiene en agua destilada. Mas
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recientemente, se mostré (Ferrari et al, 1995; Ferrari, 1998) que las larvas
jovenes del mismo anuro pueden tolerar, por tiempos variables, incubaciones
en soluciones de elevada osmolaridad i6nica y no iénica, aun cuando superen
la de su medio interno.

Las larvas mantenidas en agua corriente se consideraron como
controles, debido a que los ambientes donde viven tienen una osmolaridad y
proporcion de iones comparables.

Las de agua destilada se esperaba que correspondieran a una condicion
equivalente a una "invasion de agua" o de hidratacion aguda.

En el otro extremo, se hallan las larvas mantenidas en manitol a una
concentracion hiperosmética, esto es, superior a la que se reconoce propia del
medio interno de las larvas de anuros (Degani y Nevo, 1986). En cuanto al
manitol corresponde destacar que se trata de un monosacarido que no
atraviesa los epitelios “in vivo” de manera que puede asegurarse que su efecto
es estrictamente osmético. Es interesante consignar que la osmolaridad de las
soluciones de manitol corresponde aproximadamente, a un 30-40% de la
presion osmotica del agua de mar.

Efectos de las condiciones ambientales
» Efectos sobre las enzimas de la via del acido urico
En las condiciones experimentales aqui utilizadas, la actividad
de la XDH permanecié inalterada, independientemente de la edad de los

animales y del medio en el que fueran mantenidos.

Por su parte, la actividad de la uricasa, determinada en forma
simultanea con la de XDH, resulté significativamente alterada, habiéndose
detectado cambios tanto en funcién de la edad como del tipo de solucion de

incubacion.

Una respuesta parecida encontraron Balinsky y col. (1976) para
la XDH en el higado de animales adultos de Chiromantis xerampelina al

exponerlos a condiciones que simulaban distinta humedad ambiental. Estos
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