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Capitulo L

Introduccion general.

Los anfibios, especialmente aquellos que han abandonado el

agua. enfrentan generalmente ambientes hostiles a su fisiología

basica. La ectotermia g la presencia de una cubierta corporal

permeable los hace mas suceptibles a los cambios ambientales

que cualquier otro grupo de tetrapodos. Sin embargo, a traves de

la combinacion de estructuras morfologicas. mecanismos

fisiologicos g respuestas comportamentales han logrado adaptarse

a la magoria de los ambientes terrestres.

Los anfibios han tenido que desarrcllar adaptaciones para

resolver el problema de la perdida de agua asociada al

mantenimiento de una piel humeda a traves de la cual

intercambian gases. El exito de estas adaptaciones esta

eJemplificado en la capacidad de algunas especies para habitar

desiertos g lograr resolver baJo estas condiciones el problema

de la falta de agua g de la baja humedad ambiente que acentua

las perdidas de agua por evaporacion (Shoemaker, 1975).

E1 contenido de agua en los anfibios varia entre el 7m g el

BÜZde su peso corporal. presentando los magores porcentaJes las

especies acuaticas (Thorson, 1964). El agua es intercambiada

facilmente con el ambiente g los mecanismos involucrados en los



procesos de conservacion de agua funcionan potencialmente a

nivel de las superficies respiratorias (piel g pulmones), el

sistema digestivo, el rinon g 1a vejiga urinaria.
Las vias por las que los anfibios ganan agua son: 1) ingesta

por la boca, É) agua asociada a alimentos, 3) agua producida por

el metabolismo oxidativo, y 4) captacion a traves de 1a piel;

mientras que 1a perdida de agua se da por las siguientes vias!

1) evaporacion a partir de piel g pulmones, 2) agua eliminada en

las heces, g 3) agua asociada a los productos de excrecion.

La principal ganancia de agua en anfibios se da a traves de la

piel. Los valores de captacion de animales mantenidos en agua,

en condiciones de estado estacionario, son de aproximadamente

508 m1/kg*dia (Shoemaker & Nags, 1977). E1 agua es almacenada en

la veJiga urinaria g su contenido en algunos anuros terrestres

representa entre un 30 g 4ÜZdel peso corporal (Ruibal, 1962).

Los anfibios no ingieren agua por la boca en condiciones

naturales (Bentley, 1966), g la ganancia de agua a traves de

alimentos o por metabolismo oxidativo puede considerarse

despreciable respecto del fluJo osmotico de agua a traves de la

piel. Asi, la tasa de agua obtenida a partir del metabolismo

oxidativo es de 2.5 ml/kg*dia (Shoemaker et al, 1972; Shoemaker

& McClanaham, 1975), mientras que el agua contenida en el

alimento es totalmente utilizada en 1a excrecion urinaria de los

residuos nitrogenados (Shoemaker & McClanaham, 1975).

En forma semeJante, la principal via por la que los anfibios

pierden agua es la piel, siendo el intercambio de agua entre la



piel g 1a atmosfera comparable al que se produce entre una

superficie de agua g la atmosfera (Grag, 192 ; Adolph. 19 2;

Littleford et al, 1947).

El agua eliminada con las heces es un 10%de la ingerida con

los alimentos (Shoemaker & McClanaham, 1975). Esta cantidad, al

igual que las perdidas por evaporacion a traves del pulmon,

puede considerarse despreciable frente.a la evaporacion cutanea.

La otra via a traves de la cual se pierden importantes

cantidades de agua es el rinon. Los anfibios, cuando son

mantenidos en agua, producen orina altamente diluida a tasas de

1B-25 m1/kg*h, siendo la tasa de filtracion glomerular en esta

situacion de 20-5Ü ml/kg*h (Shoemaker & Nagg. 1977).

A partir de estas generalidades resulta evidente que los

principales factores que determinan el balance acuoso en

anfibios son 1a captacion g perdida de agua a traves de la piel,

g ia eliminacion de agua asociada a productos de excrecion por

los rinones actuando la veJiga urinaria comoun reservorio

interno.

Adaptaciones comportamentales.

Los anuros terrestres en general son nocturnos, evitando asi

las altas temperaturas g la baJa humedadambiente durante el

dia. Algunas especies construgen cuevas mientras que otras

utilizan comorefugio cuevas de otros animales (Bentley et al,



1958; Packer, 1963). Este comportamiento es mas frecuente en

anfibios adaptados a ambientes aridos (Ruibal et al, 1969). Los

refugios tienen un alto contenido de humedadevitandose los

lugares muysoleados y expuestos a corrientes de aire.

La reduccion de la superficie de evaporacion constituye otra

adaptacion comportamental para minimizar las perdidas de agua.

Esta reduccion puede lograrse a traves de la postura (Ray. 1958;

Pough et al. 1983) o mediante 1a agregacion. La agregacion, con

estrecho contacto entre individuos. conduce a una reduccion de

la superficie expuesta a1 medio por animal y disminuye la

perdida de agua por evaporacion (Alvarado. 1967; Gehlbach et al,

1969; Johnson, 1969).

Un anfibio deshidratado posee motivaciones competitivas. Para

escapar de las condiciones de desecacion debe aumentar la

actividad a1 costo de aumentar las perdidas de agua por

evaporacion (Heatwole et al. 1969). Por el contrario, si el

animal asume una postura de conservacion de agua, reduce las

perdidas de agua por evaporacion pero es incapaz de escapar de

las condiciones de desecacion Para el caso en que estas

persistan. La actividad. principalmente comportamientos de

escape y movimientos hacia gradientes de humedad, aumenta a

medida que progresa la deshidratacion hasta alcanzar un maximo,

luego del cual disminuye (posturas de conservacion de humedad).

Un segundo pico de actividad se observa antes de la muerte por

deshidratacion (Heatwole; 1960; 1971, Heatwole & Newby, 1972;

Bundy & Tracy, 1977; Putnam & Hillman, 1977; Schmajuk & Segura.



1982).

Adaptaciones morfologicas.

Piel g vascularizacion cutanea.

La piel de los anfibios es altamente permeable al agua, la

presencia de glandulas mucosas g la vascularizacion de la dermis

presenta una gran variacion entre las distintas especies. Asi,

la mayoria de las salamandras g ranas que habitan ambientes

acuaticos poseen una piel lisa en la superficie ventral g

lateral del cuerpo mientras que la magoria de los anfibios

terrestres g arboricolas poseen una piel granulosa. Esta

correlacion entre el relieve de la epidermis g las

caracteristicas del medio se presenta en los anfibios con pocas

excepciones (Duellman & Trueb, 1986).

El relieve de la epidermis cumple una importante funcion

durante la rehidratacion. En Bufo bufo 1a piel esta cubierta por

finos surcos que forman tubos o canales cerrados de '

aproximadamente 0.1 mmde diametro (Christensen. 1974). La

presencia de canales cutaneos facilita la captacion de agua a

traves de la piel mediante: 1) aumento de 1a superficie

potencialmente disponible para absorber agua, 2) humedecimiento

de una superficie mayor de piel de la que contacta con la fuente

de agua. g 3) aumento de la capacidad de la piel de extraer agua



a partir de una superficie humedapor la capilaridad atribuible

a la estructura de 1a piel (Lillywhite & LiChtq 1974).

Comoen la mayoria de los vertebrados, el tegumento esta

formado por una capa externa, la epidermis de origen ectodermico

y una una capa subyacente, la dermis. La mayor parte de esta

ultima capa es de origen mesodermico a excepcion de las celulas

pigmentarias y las glandulas mucosas H granulosas que derivan

del ectodermo. La estructura de la piel de los anfibios na sido

ampliamente estudiada (Farquhar & Palade, 1965; Lascano &

Segura, 1971; Lindemann & Voute. 1976; Nhitear, 1977). Esta

compuesta por una epidermis formada por 5 a 7 capas de celulas

epiteliales y una dermis subyacente que contiene vasos

sanguineos. glandulas mucosas y granulosas y elementos fibrosos

y celulares de tejido conectivo.

La epidermis contiene una o dos capas externas de celulas

escamosas, parcialmente cornificadas (stratum corneum), tres o

cuatro capas de celulas cubicas o poliedricas (stratum

granulosum o stratum spinosum) y una capa basal de celulas

cubicas o columnares (stratum basale o stratum germinativum).

Las celulas del stratum corneumestan unidas entre si por los

zonula occludens mientras que las celulas de los otros strata

estan unidas por desmosomas. El stratum corneum esta separado

del stratum granulosumpor espacios intercelulares irregulares

que son interrumpidos por filamentos de interconeccion

(desmosomas). Las fibras de las celulas cornificadas forman una

doble'red horizontal reforzada por bandas verticales de



tonofilamentos (Le Quang Trong & Bouligand, 1976). En las capas

medias de la epidermis se encuentran celulas en botella. las

cuales pueden reconocerse por su citoplasma menos fibroso H por

la presencia de numerosas mitocondrias. Cercanas a la capa basal

se-ubican las celulas de Merkel, que poseen vesículas densas g

emiten proyecciones que penetran en las celulas vecinas. El

stratum corneum es reemplazado periodicamente (muda). Durante

este proceso se rompen los desmosomasy el espacio entre el.

stratum corneum g granulosum se llena de mucus secretado por las
celulas en botella.

La epidermis esta separada de la dermis por una membranabasal

de fibras colagenas. La dermis esta formada por un stratum

spongiosum, ubicado por debaJo de la membrana basal g por un

stratum compactum. Dentro de la dermis se encuentran glanduías

mucosas y granulares, las cuales estan rodeadas por una pared de

celulas epiteliales que se continua con la epidermis. Las

glandulas granulosas poseen un mayor tamano g una distribucion

mas restringida que las glandulas mucosas. La dermis contiene

ademas capilares. fibras nerviosas y bandas de musculo liso.

A la piel llegan nervios que contienen Componentes somaticos y

autonomicos. En la dermis hag un plexo profundo ubicado por

deoaJo del stratum compactumg otro mas difuso ubicado en el

stratum-spongiosumn Entre las bandas verticales de musculo liso

asi comoen las paredes de las glandulas granulares se observan

grupos de fibras amielinicas. La glandulas mucosas no poseen

inervacion intrínseca si bien se observan algunas fibras que



8
Q.pasan a corta distancia de sus paredes. En 1a dermis encontramos

terminaciones mielinicas y amielinicas. Algunas fibras
mielinicas forman terminaciones de tipo expandido las cuales, se

presume, serian sensoriales (Whitear, 1955). A Partir del plexo

subepidermico de la dermis se proyectan fibras, principalmente

amielinicas, hacia 1a epidermis. E1 ultimo nodo de Ranvier de

estas fibras se encuentra en la ramificacion que abandona el

plexo subepidermico. Las fibras que penetran en la epidermis se

ramifican profusamente observandose fibras en la capa basal y en

menor grado en las capas medias. Las fibras de las capas medias

se ubican adyacentes a las celulas en botella pero no existen

evidencias acerca de una relacion funcional (Whitear, 1974a;

1974b).

La piel de la region pelvica ha sido identificada comola

principal area involucrada en la captacion de agua en anuros

(Dole, 1967: McClanaham & Baldwin, 1969; Baldwin, 1974).

Estudios comparativos de la vascularizacion de la region pelvica

realizados en diversos anuros (Roth, 1973; Christensen, 1974),

revelaron que: 1) esta region tiene una mayor vascularizacion

respecto de otra regiones del cuerpo, 2) los anfibios terrestres

(Bufo) poseen una mayor vascularizacion que los semiacuaticos

(Rana), y estos a su vez poseen una mayor vascularizacion que

los acuaticos (Xenopus).

La presencia de una intensa vascularizacion en 1a piel de la

region pelvica resulta en una mayor cantidad de sangre que pasa

cerca de la superficie y por lo tanto en una mayor evaporacion.



Rinon.

Los rinones de anfibios son organos pares ubicados

lateralmente a 1a aorta dorsal. Los rinones derivan de los

nefrostomas larvales. Durante la ontogenia de los anuros g

urodelos se pierde la parte anterior del rinon (pronefros),

permaneciendo en el adulto los nefrostomas de la region media y

posterios (mesonefros). E1 rinon posee una abundante

vascularizacion que proviene de numerosasarterias renales

(ramificaciones de 1a aorta dorsal). Las arterias renales se

ramifican formando ovillos de capilares o glomerulos. Cada

glomerulo esta rodeado por una terminacion expandida de un

tubulo renal (capsula de Bowman)a traves de la cual se realiza

la filtracion del fluido extracelular. Los tubulos renales se

extienden lateralmente a traves de una red de capilares,

transportando 1a orina hacia el conducto de Wolff. Esta red de

capilares esta formada por vasos derivados de la vena

porta-renal la cual comunica con la cava posterior.

VeJiga urinaria g sacos linfaticos.

La vejiga urinaria de los anfibios es una progeccion ventral

de 1a cloaca g posee una estructura en forma de bolsa bilobulada

que permanece distendida cuando se encuentra llena de orina. ca

pared de la veJiga esta formada por un epitelio liso, separado a



traves de una capa submucosa de bandas de musculo circular que

tienen intercaladas bandas de musculo longitudinal.

El tamanode la vejiga urinaria varia entre especies adaptadas

a distintos ambientes. La vejiga de especies acuaticas (por ej.

Xenopus laevis) es pequena pudiendo almacenar solo el 1%del

peso corporal mientras que 1a vejiga de especies que habitan

ambientes aridos puede llegar a almacenar hasta un 30%del peso

corporal en orina altamente diluida (Quibal, 1962; Claussen,

1974).

La utilidad potencial de la orina uiluida almacenada en la

vejiga en los procesos de osmoregulacion esta ampliamente

reconocida. Sapos del genero Bufo sometidos a deshidratacion

mantienen constante la concentrac1on de los fluidos corporales

hasta que las reservas de orina vesical son agotadas (Ruibal,

1962; Shoemaker, 1964). Asi, la principal funcion de la vejiga

es proveer reservas de agua para utilizar en periodos de seguia

(Claussen, 1969; McClanaham. 1972; Claussen, 1973; 1974).

La vejiga comunica con la cloaca a traves de un esfínter. La

cloaca es el receptaculo comundelzcanal alimenticio, conductos

de Wolff, g vejiga urinaria. Su pared esta compuesta por un

epitelio columnar ciliado y subyacente a este una capa submucosa

compuestapor fibras de tejido conectivo limitada exteriormente

por una capa de musculo circular g otra de musculo longitudinal

que son continuacion de la musculatura del intestino. La

apertura de 1a cloaca al exterior esta rodeada por un esfínter.

Los sacos linfaticos subcutaneos son posiblemente otro sitio



de almacenamiento de agua. Sin embargo el tamano de los sacos

linfaticos de especies acuaticas es mayorque el de especies

terrestres por lo que su principal funcion seria la recoleccion

de agua a partir de los teJidos (Carter, 1979).

Adaptaciones fisiologicas.

Los anfibios terrestres pasan parte de su vida en ambientes

acuosos g parte en ambientes 'errestres. Esta situacion hace que

la regulacion del balance acuoso sea mas complicada que en un

anfibio exclusivamente acuatico ga que deben resolver el

problema de una entrada osmotica de agua mientras permanecen en

ambzentes acuosos g las perdidas por evaporacion mientras

habLtan ambientes secos.

Los mecanismos fisiologicos asociados con la economia del agua

en anfibios inclugen la reduccion de la Perdida de agua por

evaporac1on a traves de la piel, el incremento de la

permeabilidad de la piel en condiciones de humedadambiental

apropiada, el control de la presion de filtracion glomerular g

la reabsorcion tubular g vesical de agua

Las estructuras asociadas con estos mecanismosson

principalmente la piel, el rinon g la veJiga urinaria.

Piel.



Los anfibios captan agua osmoticamente a traves de la piel. En

animales mantenidos en agua los valores de este fluJo, en

condiciones de estado estacionario, son de apr HimadamenteSÜÜ

ml/kg*dia (Bentley, 1974; Shoemaker & Nasa, 1977). La captacion

de agua a traves de la piel varia entre especies, las especies

terrestres poseen valores mayores de permeabilidad cutanea

(Jorgensen, 195m: Emer, 1952; Schmid, 1965; Bentley, 1971;

Mullen & Alvarado, 1976) y con la temperatura (Dicker & Elliot,

1967, Spotila, 1972).

La piel je la mayoria de los anfibios ofrece poca o ninguna

resistencia a la evaporacion de agua. La evaporacion produce el

descenso de la temperatura corporal que durante el dia es

inferior a la temperatura ambiente (Zug & Zug, 1979). La

veloc1dad de evaporacion depende de la numedadambiental, la

temperatura, la velocidad del viento y el tamano corporal. En

Rana pipiens 1a tasa de evaporacion puede variar entre 3Q-lóÜÜ

ml/kgidia (Tracy, 1976). En terminos generales, el tamano

corporal es el factor intrinseco mas importante en la

determinacion de las perdidas de agua por evaporacion en
anfibios (Spight, 1967; Seymour & Lee, 1974).

El aumento de la temperatura ambiente Produce un incremento de

la frecuencia de descarga de las glandulas mucosas de la dermis,

aparentemente debido a una modulacion de los aferentes

perifericos sobre el hipotalamo anterior y el sistema simpatico

(Lillywhite, 1971). La secrecion de mucus parece no afectar la

perdida de agua por evaporacion pero tiene importancia en la
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preservacion de la piel de animales deshidratados (Lillywhite &

Litch, 1974).

Por otra parte, la deshidratacion aumenta la conductividad

hidraulica de la piel. Existe una gran variacion interespecifica

de los cambios de permeabilidad al agua. Algunas especies no

presentan cambios mientras otras pueden aumentar la

permeabilidad hasta 10 veces (Hillyard, 1975).

La permeabilidad de la piel es tambien afectada en varias

especies de anfibios por ocitocina, arginina vasotocina o

arginina vasopresina (Bentley, 1974). El efecto de estas

hormonas es mayor en anuros que en urodelos y la sensibilidad

aumenta luego de la metamorfosis (Bentley, 1971). Arginina

vasotocina aumenta la permeabilidad de la membranaal agua

(flujo hidrosmotico) y estimula el transporte de sodio a traves

de la piel (fluJo natriferico) (Bentley, 1973; DeSousa & Grosso,

1981). Sin embargo en algunas especies se ha observado un

descenso del fluJo de sodio por efecto de ocitocina o arginina

vasotocina (Salibian, 1977).

La piel de los anuros adultos puede captar sodio y cloro hacia
el interior del cuerpo en forma independiente (Salibian, 1977),

aun cuando los animales estan expuestos a baJas concentraciones

ambientales (0.2-1 mM)de estos iones. Los valores de flujo de

sodio en agua para Rana pipiens y Bufo marinus medidos a partir

de lo excrecion de sodio renal son de 0.1-1 meq/kg*dia (Scheer

et al, 1974; Garland & Henderson, 1975) mientras que las

estimaciones usando sodio isotopico dan valores de 1-3



meq/kg*dia (Greenwald, 1971; 1972; Mullen & Alvarado, 1976).

Rinon.

El rinon de los anfibios esta admirablemente adaptado para 1a

vida en ambientes acuaticos. Los anfibios mantenidos en agua

excretan orina altamente diluida a tasas de 1Q-25 m1/kg*h. La

tasa de filtracion glomerular en esta situacion es tambien alta

(EQ-5%ml/kg*h) pudiendo aumentar en animales con sobrecarga de

agua (Shoemaker & Nagg, 1977). En anuros solo la mitad del

filtrado glomerular es reabsorbido en los tubulos, pero la

reabsocion de sodio g cloro puede llegar a1 99% (Garland &

Henderson, 1975). E1 aumento de la concentracion del medio

(Mayer, 1969) o la privacion de agua (Sawyer & Pang. 1975)

producen un descenso de la excrecion de orina mediante la

reduccion de 1a tasa de Filtracion glomerular g el incremento de

la reabsorcion tubular. Bajo estas condiciones la concentracion

de la orina se aproxima a la concentracion plasmatica ga que los

anfibios anuros son incapaces de producir orina hipertonica.

La administracion de arginina vasotocina o de hormonas

neurohipofisarias de mamíferos produce una clara respuesta

antidiuretica en la mayoria de los anfibios anuros. El mecanismo

de esta respuesta ha sido cuidadosamente estudiado mediante

tecnicas de "clearance" en Bufo marinus (Sawyer, 1957), Rana

catesbeiana (Uranga & Sawyer, 196G; Pang et al. 1980) g Rana

esculenta (Jard & Morel, 1963; Jard, 1966). La inyeccion de



peptidos neurohipofisarios produce un doble efecto sobre el

rinon: 1) reduce la tasa de filtracion glomerular por

vasoconstriccion de la vasculatura preglomerular (Pang et al,

1980) g 2) aumenta la reabsorcion de agua a partir del tubulo

renal. Ambosefectos pueden ser concurrentes (Jard & Morel,

1963) o solo verse afectado el tubulo renal (Sawyer, 1957). El

efecto glomerular depende del cambio en el numero de glomerulos

activos (intermitencia glomerular) mas que de la reduccion de

la filtracion en glomerulos independientes (Jard & Morel, 1963).

Por otra parte, el sistema nerviosos participa activamente en

el control de 1a produccion de orina. Estudios histoquimicos de

fluorescencia han demostrado que 1a vasculatura preglomerular

esta densamente inervada por fibras adrenergicas (Falch et al,

1963, Unsicker, 1975). E1 fluJo sanguíneo renal en anfibios es

afectado tanto por la administracion de catecolaminas (Richards

& Schmidt, 1924; Richards et al. 1927; Adolph, 1936; Forster,

1943; Uranga. 1973; Gallardo et al, 19GB, Morris, 1982: Segura

et al 1982b) comopor la estimulacion de los nervios renales

(Bieter. 1929; Dieter, 1961; 1963; Yamagishi & Azuma. 1963). El

efecto predominante de la estimulacion de los nervios renales es

un descenso del fluJo sanguíneo renal (Bieter, 1929) debido a

una vasoconstriccion de 1a vasculatura renal (Yamagishi & Azuma,

1963). Sin embargo, existen evidencias de que el fluJo renal

puede ser alterado por 1a accion de catecolaminas a nivel de los

capilares glomerulares g/o arteriolas aferentes (Richards &

Schmidt. 1927; Hagman, 1927; Forster, 1943) a pesar de la
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ausencia de musculo liso en 1a pared celular de esos vasos (Pak

Pos. 1957; Bellocci et al, 1971; Unsicker, 1975). Ademas, en

Rana catesbeiana el sistema nervioso esta involucrado en la

regulacion del volumen de orina a nivel del tubulo renal

(Gallardo et al, 1980). En tal sentido, estudios de microscopía

electronica han revelado la asociacion de terminaciones

nerviosas g varicosidades a las celulas tubulares. Esta

asociacion es progresiva entre el tubulo proximal y el tubulo

colector (Tsuneki et al, 1984).

VeJiga urinaria.

La orina de la veJiga puede ser absorbida osmoticamente hacia

los tejidos, proceso que es acelerado en animales deshidratados

o ingectados con arginina vasotocina o peptidos

neurohipofisarios (Steen, 1929; Euer, 1952; Sawyer & Schisgall,

1956; Ruibal, 1962).

Arginina vasotocina aumenta drasticamente la permeabilidad de

la pared de la vejiga al agua. La hormona se une a receptores

ubicados en la membranabasolateral (Campbell et al, 1972),

activando una adenilato ciclasa que aumenta los niveles de 3’,5’

CAMPintracelular (Handler & Orloff, 1973). Existen evidencias

sobre la activacion de una proteina-kinasa dependiente de cAMP

(Schlondorff & Franki, 198m) g de 1a participacion de los

microfilamentos g microtubulos celulares en esta respuesta

(Taylor, 1977). El aumento de 1a permeabilidad al agua producido
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por arginina vasotocina esta asociado a la aparicion de pequenos

agregados de particulas en la membranaluminal de la veJiga

(Chevalier et al, 1974; Kachadorian et a1, 1975; Wade, 1978;

Muller et a1, 1988) asumiendose que estos agregados de

particulas contienen canales selectivos a1 agua (Bourguet et al,
1981).

Por otra parte, la vejiga de anfibios es capaz de reabsorber

sodio activamente. El flujo de sodio "in vitro" es aumentado por

peptidos neurohipofisarios asi comopor aldosterona, insulina g

adrenalina (Bentleg, 1971; 1974; DeSousa & Grosso, 1981). En

animales mantenidos en un ambiente sin sodio, la concentracion

urinaria de este cation es sensiblemente inferior a la

concentracion ureteral (Middler et al, 1967). Asi, la veJiga

urinaria de anfibios puede ser vista comouna adaptacion que

resuelve las perdidas de sodio en anfibios acuaticos g comoun

reservorio de agua que compensa las perdidas de agua en anfibios

terrestres.

Sistema hipotalamo-neurohipofisario s control del balance

acuoso.

El lobulo posterior de la hipofisis de anfibios libera dos

peptidos diferentes, mesotocina g arginina vasotocina (Acher,

1974). Estos peptidos son producidos por la pars nervosa

mediante la modificacion de material neurosecretorio que



proviene del nucleo preoptico. El nucleo preoptico esta

localizado en el hipotalamo por sobre el quiasma optico, lateral

g caudalmente al receso preoptico g contactando con el tercer

ventrículo. Los axones de este nucleo se dirigen a la eminencia

media g al lobulo posterior de la hipofisis donde forman organos

neurohemales para la secrecion (Zambrano & De Robertis, 1968).

Los efectos de los peptidos neurohipofisarios fueron

observados por primera vez por Brunn (1921) quien encontro que

ranas adultas mantenidas en un medio acuoso aumentaban el peso

corporal por retencion de agua luego de la administracion de

extractos de la pars nervosa.

Esta ganancia de peso es debida a un aumento de la captacion

de agua g a una disminucion de la produccion de orina. En la

magoria de las especies de anfibios la ingeccion de extractos de

la pars nervosa o de arginina vasototocina causa una retencion

de agua (Bentley, 1974). Sin embargo, la remocion del lobulo

rosterior o la destruccion del nucleo preoptico produce solo

efectos moderados sobre el balance acuoso (Jorgensen et al;

1956; 1969; Christensen & Jorgensen, 1972; Bakker á Bradshaw,
1977; Segura et al, 1982b).

El estimulo fisiologico responsable de la liberacion de AVTa

partir de la neurohipofisis no es totalmente conocido. La

cantidad de material neurosecretorio en el nucleo preoptico o en

la pars nervosa disminuye en animales deshidratados (Levinskg &

Sawyer. 1953; Tramezzani & Uranga. 1954; Jorgensen et al, 1956).

Ademas. la actividad de AVTen plasma (determinada por
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bioensago) aumenta en anfibios sometidos a deprivacion de agua,

inmersion en NaCl 2%, hemorragia o anestesia con eter (Bentley,

19695. Sin embargo, los intentos de correlacionar los niveles

circulantes de arginina vasotocina, mediante tecnicas de

radioinmunoensago, con 1a tasa de Produccion de orina (Sawyer &

Pang, 1975) o con el grado de deshidratacion (Pang, 1974) han

dado resultados inconsistentes desconociendose hasta el presente

los mecanismosque regulan la liberacion de este peptido.
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ObJetivos experimentales.

En el presente trabaJo se estudian las modificaciones del

balance acuoso (captacion de agua a traves de la piel g

produccion de orina) en el anfibio anuro Bufo arenarum. en

respuesta a cambios del medio interno g externo. Para ambas

situaciones se intentara clarificar la participacion de

mecanismosendrocrinos, neuroendocrinos g neurogenicos.

La aproximacion experimental incluge el estudio de sapos

sometidos a distintas situaciones fisiologicas. 1) Animales

totalmente hidratados (en estado estacionario de captacion de

agua g produccion de orina). Este grupo sera sometido a 1a

manipulacion del medio interno a traves de la administracion de

soluciones hipertonicas de distintos solutos, AVT,AII,

anestesicos; catecolaminas g agonistas g antagonistas alta g

beta adrenergicos siendo el medio externo constante. 2) Animales

totalmente hidratados sometidos a la manipulacion del medio

externo (reduccion del gradiente osmotico transepitelial con

solutos Permeables e impermeables). 3) Animales deshidratados a

un BÜZde su peso corporal sometidos durante la rehidratacion a

la manipulacion del medio interno g del medio externo en forma

semeJante a 1 g 2.

Los modelos experimentales para cada situacion fisiologica

incluyen sapos intactos e hipofisoprivos administrados sistemica

o intracerebroventricularmente con las hormonas, soluciones g

drogas a estudiar.
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Efectos de 1a carga de solutos g de la administracion de AVT,

AII g catecolaminas sobre el balance acuoso.

Introduccion.

La homeostasis de los fluidos corporales en los anfibios es un

compleJo proceso fisiologicc en el cual Participan activamente

el rinon, la veJiga urinaria g 1a piel. El sistema nipotalamo 

neurohipofisario actua comoun componente fundamental en la

regulacion de este proceso. Asi, la administracion de extractos

hipofisarios a sapos o ranas mantenidos en agua produce un

marcado aumento del peso corporal conocido como "efecto Brunn" o

"efecto del balance acuoso“ (Brunn, 1921; Heller, 1941; Bentley,

1974). Esta respuesta parece ser mediada por Arginina Vasotocina

(AVT), la principal hormonaantidiuretica de los anfibios (Pang

& Furspan, 1983). Arginina Vasotocina reduce la presion de

filtracion glomerular (Pang et al, 198w) g promueve 1a

reabsorcion de agua a traves de la pared de la vejiga urinaria

(Emer, 1952; Middler et al, 1967; DeSousa & Grosso, 1981) g del

tubulo colector del rinon (Pang et a1, 1980). Ademas, se ha

propuesto que en anfibios anuros AVTaumenta el fluJo

hidrosmotico g natriferico de agua a traves de 1a piel (Bentleg,

1957; Dicker & Elliot, 1967; Elliot, 1968b; Bentley! 1974;
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DeSousa & Grosso, 1981). Sin embargo, sapos o ranas con lesiones

del sistema productor de AVT(lesion del hipotalamo o

hipofisectomia) son capaces de desarrollar respuestas

antidiureticas g modificar 1a permeabilidad de 1a piel g de 1a

veJiga urinaria al ser sometidos a deshidratacion, hemorragia o

carga de sales (Jorgensen et al, 1956; Middler et al, 1967;

Shoemaker & Naring, 1968; Jorgensen et a1, 1969, Christensen &

Jorgensen, 1972; Bakker & Bradshaw, 1977, Gallardo et al, 1988)

sugiriendo 1a mediacion de factores extrahipofisarios en estas

reSpuestas.

La positle participacion de mecanismosalternativos a AVT,

comoser Angiotensina II (AII) o catecolaminas, en el control

del balance acuoso de los anfibios ha sido solo parcialmente

estudiada.

Angiotensina II es un potente estimulo dipsogenico en la

magoria de las clases de vertebrados estudiadas (Fitzsimons,

1979). En anfibios ha sido demostrada 1a existencia de un

sistema renina-angiotensina (NIISOD, 1984). Sin embargo, su

participacion en el control del balance hidromineral no esta

suficientemente aclarada (Coviello, 197m;Nollg & Fasciolo,

1971b; Coviello & Brauckman, 1973; Kobagashi et a1, l979;

Frutcher et al, 1980).

En relacion con las catecolaminas, la participacion de

mecanismos adrenergicos en el control de la funcion tubular g

glomerular del rinon asi comoen el control de los cambios de la

permeabilidad de la piel de anfibios ha sido sugerida

previamente por diversos autores (Bastide &Jard, 1968: Elliot,



1968a; Jard et al. 1968; Hillgard, 1979; Gallardo et al. 198Ü;

DeSousa & Grosso. 1982; Pang et al, 1982; Segura et al, 1982b;

Clevers & norris. 1983; Gamundi et al, 1984; Morris, 1984;

Segura et a1, 1984; Yokota & Hillman, 1984). En tal sentido g

respecto de la regulacion de la permeabilidad de 1a piel al agua

se ha propuesto 1a participacion tanto de mecanismosalfa

(Segura et al, 1982b, 1984) como beta adrenergicos (DeSousa &

Grosso, l982; Yokota & Hillmanq 1984).
E1 obJetivo de este capitulo es estudiar la participacion de

AVT, AII g catecolaminas en 1a requlacion de la produccion de

orina g la captacion de agua. En el mismose intentara mostrar

las limitaciones de una hipotesis fundada exclusivamente en las

acciones de AVTpara explicar los cambios de permeabilidad de

los distintos epitelios involucrados en la economia del agua del

sapo Bufo arenarum g analizar la participacion de los mecanismos

alternativos citados precedentemente.

Materiales g metodos.

Animales experimentales.

Se utilizaron sapos machos Bufo arenarum Hensel provenientes

de los alrededores de Buenos Aires que pesaban entre 10mg 15m

gramos. Los animales eran usados luego de 2 a 3 semanas de

aclimatacion en el laboratorio. Durante este periodo eran

mantenidos en Jaulas de 33 X BB X 2B cm con libre acceso a una



fuente de agua g recibían alimentacion forzada (aproximadamente

2 gramos de higado) una vez por semana. Veinticuatro horas antes

de cada experimento los animales eran transferidos a recipientes

individuales de plastico opaco (10 X 10 X 15 cm) que contenían

15Üml de agua deionizada con el objeto de asegurar su

hidratacíon maximaal comienzo de cada experimento.

Determinacion de la produccion de orina g de la captacion de

agua a traves de la piel.

La produccion de orina (PO) g 1a captacion de agua a traves de

la piel (C) fueron determinadas gravimetricamente (Segura et al,

1982a). Los animales eran mantenidos en recipientes individuales

de plastico opaco que contenían 150 m1 de agua deionizada g

pesados cada 15 minutos en una balanza Ohaus Dial-O-Gram con una

precision de 180 mg antes g despues del vaciado de 1a veJiga.

Cada experimento duro 2 horas tomandose la primer hora de

mediciones comocontrol g realizandose al comienzo de la segunda

hora el correspondiente tratamiento experimental. La captacion

de agua g produccion de orina para un determinado intervalo de

tiempo (Tn - Tn-l) fue calculada de 1a siguiente forma:

C (Tn-Tn-1)= (PllTn-Pan-l/Pan-l)*100*óÜ/(Tn-Tn-1)

P0 (Tn-Tn-1)= (PllTn-Pan/Pan-l)*1ÜÜ*óÜ/(Tn-Tn—1)

donde PllTn es el peso del animal al tiempo Tn antes del vaciado



de la veJiga g Pan g Pan-l son los pesos luego del vaciado de

la vejiga a los tiempos Tn g Tn-1 respectivamente. Siendo la

densidad del agua = 1 g asumiendo que la densidad de la orina es

aproximadamente = 1 las unidades de C y P0 son m1 * 1009 de peso

corporal -1 * hora -1. El balance acuoso fue estimado como la

diferencia entre los valores de captacion de agua g produccion

de orina para un intervalo dado.

El procedimiento empleado para la determinacion de los cambios

en la captacion de agua g en la produccion de orina no produJo

por si mismomodificaciones de estos parametros durante el

transcurso del experimento tanto en grupos de sapos intactos (I)

comohipofisoprivos (HR) (tabla I). Por otra parte los valores

de producc1on de orina registrados mediante este procedimiento

fueron semeJantes a los obtenidos en sapos con canulacion

cronica de los conductos de Wolff (Petriella et al, 1987).

Tratamientos experimentales.

a) Administracion sistemica.

Las siguientes hormonassoluciones g drogas fueron disueltas

en NaCl 115 mMg administradas sistemicamente a traves del saco

linfatico dorsal en un volumen de 1 m1/kg:

Arginina Vasotocina (Arg B Vasotocin. Sigma) 1Q ng/kg. IBÜ

ng/kg, 1 ug/kg g 1B ug/kg.

Angiotensina II (Val 5, Angiotensin II. Sigma) 10 ug/kg g IÜÜ

ug/kg.



Grupo Captacion de agua Produccion de orina

(m1/1ÜÜg*h) (ml/1Ü@g*h)

Intactos 2.81 +/- B.31 4.87 +/- B.20

(n=ó) 2.91 +/- 0.16 3.79 +/- 0.21

t=@.3óó (2Pí0.80) t=Ü.B47 (2P<Z.5Ü)

HR 2.73 +/- Ü.33 4.96 +/- 8.54

(n=ó) 2.79 +/- 0.24 4.E2 +/- 8.20

t=0.28@ (EPiB.BB) t=1.704 (2Pí0.20)

Tabla I: Variaciones de 1a captacion de agua a traves de la

piel y de 1a produccion de orina de sapos intactos o

hipofisectomizados con lesion del tegmentum (HR). Los valores

corresponden a la media +/- error estandard de 1a primer g

segunda hora de mediciones. Durante este intervalo los animales

fueron sometidos al vaciado periodico de la vejiga (ver

materiales g metodos).
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Adrenalina (Epineprhine, Sigma) 100 ug/kg.

Noradrenalina (Arterenol. Sigma) 180 ug/kg.

Metaraminol (Aramine. Merck Sharp & Dome) 5 mg/kg (agonista alfa

adrenergico competitivo).

Isoproterenol (Sigma) 5 mg/kg (agonista beta adrenergico

competitivo).

Tolazolina (Tolazoline, Sigma) 5 mg/kg (bloqueante alfa

adrenergico competitivo).

Propranolol (Sigma) 5 mg/kg (bloqueante beta adrenergico

competitivo).

Prazosin 5 mg/kg (bloqueante alfa L adrenergico competitivo).

Yohimoina 5 mg/kg (bloqueante alfa 2 adrenergico competitivo).

Uretano 2 g/kg.

MS222 (Tricaine Metanosulpnonate, Sigma). En este caso los

animales fueron transferidos a1 comienzo de la segunda hora ae

mediciones a una solucion 3.21 (peso/volumen) de dicha droga.

En los experimentos de carga sistemica de solutos se ensagaron

soluc1ones de NaCl 115 mM, NaCl Im g Sacarosa 2M. La

administracion de las soluciones se realizo a traves del saco

linfatico dorsal siendo el volumen ingectado en este caso de 5

ml/Hg.

b) Administracion intracerebroventricular.

Las siguientes soluciones hormonasg drogas fueron

administradas intracerebroventricularmente (ICV):

NaCl 115 mM



NaCl 1 M

Arginina Vasotocina (Vasotocin, Sigma) 1mug/ml.

Angiotensina II (Val 5. Angiotentin II, Sigma) 100 ug/ml g 1

mg/ml.

La microingeccion (1 ul) fue aplicada mediante una Jeringa

Hamilton de 5 ul conectada a una canula de acero inoxidable

ubicada en el III ventrículo a traves de un tubo de polietileno

de G.5 mmde diametro externo g Ü.26 mmde diametro interno.

Tecnicas quirurgicas.

a) Preparacion de animales con canulas en el III ventriculo.

Los animales eran anestesiados por exposicion a eter.

Posteriormente se procedía a eliminar la porc1on de piel

limitada lateralmente por los arcos superciliares. rostraimenre

por la linea que une la parte medio anterior de estos y

caudalmente por la articulacion occ1pitovertebral. Acto seguioo

se realizaba una craneotomia de 0.5 mmoe diametro en la

posicion X=Ü.Y=+2 (figura 1). Mediante un micromanipulador

Narishigue se descendia hasta la posicion 2:2.5 una canula de

acero inoxidable de @.28 mmde diametro externo g 12 mmde

largo. El volumen muerto de la canula era de aproximadamente 8.1

ul. A unos 2 mmrostralmente a la posicion de la canula se

aJustaba en el hueso un tornillo de bronce de G.8 mmde diametro

xterno g el conjunto se fiJaba con acrilico dental autocurable.

Los animales eran utilizados 72 horas luego de la operacion. Una



Figura 1: mapa estereotaxico del cerebro de Bufo arenarum. a)
seccion sagital. b) seccion horizontal en 2:2. la ubicacion de
la canula ICV fue X=Üa”=E, =E.5. a5: acueducto de Silvio, bo:
bulbo olfatorio, c: cerebelo, cgboa: capa glomerular del bulbo
olfatorio anterior, cmboa:capa mitral del bulbo olfatorio
anterior, cgrboa: capa granular del bulbo olfatorio anterior,
egst: estrato gris superficial del tectum, egct: estrato gris
central del tectum, egpt: estrato gris periventricular del
tectum, me: medula espinal, nadt= nucleo anterior dorsomedial
del talamo, nadt’: nucleo anterior dorsolateral del talamo, nch:
nucleo del lecho de la comisura hipocampal, nea: nucleo
entopeduncular anterior, n91: nucleo geniculado lateral, ni:
nucleo del istmo, nsl: nucleo septal lateral, nsm: nucleo septal
medial, net: nucleo posterolateral del talamo, npt’: nucleo
posterocentral del talamo, pcp: primordio de la corteza
piriforme, ph: primordio del hipocampo, qo: quiasma optico, s:
striatum, ts: torus semicircular, v1: ventrículo lateral, vt:
vegtriculo tectal, III V: tercer ventrículo, 21m:zona limitanteme 1a
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vez finalizado el experimento los animales eran sacrificados por

decapitacion g sus cerebros extraidos. La ubicacion de las

canulas era comprobada macroscopica g microscopicamente

mediante cortes seriados transversales de 15 umde espesor
coloreados con violeta de cresilo.

b) Preparacion de animales hipofisoprivos.

Los arimales eran anestesiados por exposicion a eter, se

practicaba una incision medial en la mucosa del techo'de la

cavidad bucal por debajo del hueso paraesfen01des, en el cual,

mediante un torno dental se realizaba un orificio circular de

aproximadamente 1.5 mmde diametro externo. Luego de exponerse

el area nipotalamomhipofisaria, se removza la hipofisis entera

por succion con un capilar de vidrio de Ü.6 mmde diametro

externo conectado a una bomba de vaCio. En todas las operaciones

se agrego a la hipofisectomia una secc1on retroquiasmatica del

tegmentummesencefalico. A continuacion se cubria el orificio

del hueso con un pequeno trozo de esponja de gelatina absorbible

(Gelfoam, UpJohn) g se suturaba la membrana mucosa. Los animales

eran utilizados luego de 2Q dias de realizada la operacion,

considerandose que en este periodo se producia la atrofia total

del compleJo magnocelular (Rodriguez & Dellmann, 1978). Durante

el periodo postoperatorio los animales fueron ingectados

diariamente con ACTH(Sgnacthen, Ciba-Geigg 0.2 mg/kg) con el

proposito de mantener el trofismo de la glandula adrenal.

Finalizados los experimentos. los animales fueron sacrificados
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por decapitacion y sus cerebros extraídos g fiJados en hidrato

de cloral 25%realizandose 1a tecnica de impregnacion argentica

de Nonides.-Los cerebros fueron deshidratados y embebidos en

parafina realizandose cortes seriados de 1Gum de espesor. 1a

destruccion del sistema productor de AVTfue certificada en

todos los casos observandose degeneracion retrograda del haz

hipotalamo-neurohipofisario y alteraciones del complejo

magnocelular (figura 2).

Analisis estadístico.

Los resultados se expresan comomedia +/- error estandard de

la media. Para la comparacion dentro de los grupos se utilizo el

test de Student para mediciones apareadas.
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Resultados

Efectos de la carga sistemica e intracerebroventricular de

solutos.

La carga sistemica de solutos (1 miliosmol/kg de NaCl o

sacarosa) a sapos mantenidos en agua deionizada reproduJo la

respuesta hidrosmotica o del balance acuoso (figura 3). La

ingeccion de 8.5 ml/lÜÜg de NaCl 1M aumento un 58.37% (2P{@.@01)

la captacion de agua a traves de la piel g redu‘o un 37.962

(2Piü.@@1) 1a produccion de orina. A diferencia de estos

resultados, la ingeccion de_sacarosa 2MproduJo un menor

incremento de la captacion de agua (34.40%, 2Pfifi.@5) g no

modifico significativamente los valores de la producc10n de

orina (2Pi0.20). Para evaluar la participacion de la

neurohipofisis en esta respuesta. un grupo de sapos implantados

cronicamente con canulas intracerebroventriculares fue inyectado

con 1 ul de NaCl 1M. La microingeccion de NaCl produjo un

descenso del 29.362 (2P<Ü.01) en la produccion de orina pero no

afecto significativamente (2P<Ü.1@)la captacion de agua a

traves de la piel (figura 4). El grupo control (inyeccion

intracerebroventricular de 1 ul de NaCl 115 mM)no presento

variaciones significativas de la produccion de orina (2P< 0.60)

ni de la captacion de agua 2P<Ü.ó@).
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POG

Figura 3: Cambios de la captacion de agua a traves de la Piel

(C) g de la produccion de orina (PO) en 3 grupos de sapos (n=ó

para cada grupo) administrados sistemicamente con 5 ml/kg de:

NaCl 115 mM(A), Sacarosa EN (B) g NaCl 1M (C). Las barras

blancas corresponden a los valores de C g POantes de la

administracion de 1a solucion (control) mientras que las barras

ragadas corresponden a los valores de C g PO despues del

tratamiento experimental. La parte oscura de cada columna indica‘

el valor del balance acuoso (C-PO). * EPíÜ.ÜS, *** EP<0.@Ü1.

34
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(mlx1OOg‘1xh'1)

POG

Figura 4: Cambios de la captacion de agua g de la produccion de

orina en dos grupos de sapos administrados ICV con 1 ul de: (A)

NaCl 115 mM(n=5) y (B) NaCl 1M (n=12). Las barras blancas

corresponden a los valores de C 9 POantes de la microingeccion.

** 2P{Ü.B1.
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Efectos de la administracion sistemica e intracerebroventricular

de AVT.

La administracion sistemica de AVTexogena a sapos hidratados

reproduJo parcialmente la respuesta hidrosmotica observada

durante los experimentos de carga de solutos. La inyeccion de

AVTprovoco un aumento dosis dependiente del balance acuoso

debido principalmente a 1a reduccion en la produccion de orina

(figura 5). El descenso porcentual de la produccion de orina por

la administracion de 1Q ng/kg, IÜÜ nq/kg, 1 ug/kg g 10 ug/kg de

AVT fue del 34.78% (EP{0.Ü1), 46.32% (EPfiÜ.@1), 62.39% (EPfiÜ.@1)

g 79.94% (2PíÜ.B1) respectivamente. En relacion con la captacion

de agua solo se observaron cambios Significativos de esta

variable por la administrac1on de IB ug/kg de AVT.En esre caso

el aumento de la captacion producido por la hormona fue de un

92.78 Z (2PíÜ.@1).

Por otra parte, la administracion de 1 ul de AVT10 ug/ml en

el III ventriculo produjo un descenso del 35.53% (EPñÜ.Ü5) en la

produccion de orina, pero no modifico significativamente

(2Pfiü.3®) 1a captacion de agua a traves de la piel (figura o).

Efectos de la administracion sistemica e intracerebroventricular

de AII.

La administracion sistemica de IQ ug/kg o 100 ug/kg de AII

exogena a sapos mantenidos en agua deionizada reduJo la
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(mlx1009-1xh—1)

Figura 5: Cambios de la captacion de agua (C) 9 de la produccion

de orina (P0) antes (barras blancas) y despues (barras ragadas)

de la administracion sistemica de AVT: IQ ng/kg (A), lüü ng/kg

(B), 1 ug/kg (C) g 18 ug/kg (D). ** 2P{@.Ü1.
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P06

Figura ó: :ambios en la captacion de agua (C) y en la produccion

de orina (P0) en 2 grupos de sapos administradas

intracerebroventricularmente con 1 ul de (a) NaCl 115 mM(n=5) g

(b) AVT12 ug/ml (n=ó). Las barras blancas corresponden a los

valores de C g PO antes de la microingeccion. ** 2P<B.Ül.
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produccion de orina en un 33X (2PéB.25) g 35.1% (2Pím.fi5)

respectivamente. pero no modifico significativamente (2P{Q.SÜ)

los valores de captacion de agua (figura 7). Resultados
similares fueron obtenidos al repetir estos experimentos en

sapos mantenidos en NaCl 23 mM(tabla II).

Por otra parte, la administracion de 1 ul de AII lüü ug/ml o 1

mg/ml en el III ventrículo redujo 1a produccion de orina en un

33.33% g 22.31% respectivamente, pero a1 igual que para los

experimentos de administracion sistemica no fueron observados

cambios significativos (2Píü.5@) de la captacion de agua (figura

8).

Efectos de los anestesicos.

La anestesia con uretano o M8222produJo marcados cambios en

1a captacion de agua a traves de la piel con independencia de la

integridad del sistema productor de AVT(figuras 9 g 1B). La

administracion sistemica de uretano (2g/kg) aumento

drasticamente 1a captacion de agua en el grupo de sapos intactos

(111.36%, 2P<Ü.01) asi comoen el grupo de sapos hipofisoprivos

(97.33%, 2P<0.Ü1). Resultados similares se obtuvieron baJo los

efectos de 1a anestesia con M8222. En este caso la captacion de

agua aumento un.98.75Z (2P<Ü.05) en el grupo de sapos intactos g

un 78.43% (2PíÜ.Ü5) en el grupo de sapos hipofisoprivos. En

relacion con la produccion de orina se observo un aumento de

esta variable en el grupo hipofisoprivo bajo el efecto del
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Figura 7: Cambios de la captacion de agua (C) 9 de la produccion

de orina (P0) en 2 grupos de sapos administrados sistemicamente

con (a) Angiotensina II 1Q ug/kg (n=12) g (b) Angiotensina II

IÜÜ ug/kg (n=&).
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Grupo

Control

AII (lüug/kg)

(n=ó)

Control

AII (lüüug/kg)

(n=ó)
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Captacion de agua Produccion de orina

(ml/1009*h) (ml/1089*h)

3.04 +/- Ü.41 3.23 +/- G.27

.._l.21 +/- 0.55 ï.48 +/- 0.37r

t=Ü.59, ÉP<Ü.óÜ t=2.33, 2P{0.10

2.96 +/— G.32 4.82 +/- G.45

2.69 +/- 9.43 3.13 +/- Ü.43

t=0.29. 2P<Ü.SÜ t=2.32. 2PfiÜ.lfi

Tabla II: Variaciones de 1a captacion de agua g de la produccion

de orina en 2 grupos de sapos mantenidos en NaCl 23 mMantes g

despues de 1a administracion sistemica de AII 1B g 106 ug/kg.

Los valores corresponden a 1a media +/- error estandard.
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O

POG

Figura 8: Captacion de agua (C) g Produccion de orina

g despues de la administracion ICV de 1 ul de:

(n=5), (b) AII IÜÜ ug/ml (n=12) y (C) AII 1 mg/ml

(PO)

(n=ó).

antes

(a) NaCl 115 mM

mi
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POg‘

Figura 9: Captacion de agua (C) 9 produccion de orina (P0) en

grupos de sapos intactas (I), n=ó e hipofisoprivos (HR), n=7

antes 9 despues de la administracion sistemica de uretano

(ig/kg).
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Figura 1B: Captacion de agua g produccion de arina en grupos de

sapos intactas (n=ó) e hipofisoprivos (n=4) antes 9 despues del
.-, .7, .1,agregado al medio externo de M8¿hh .2 Z.
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uretano g un descenso de la misma durante la anestesia con M8222

en el grupo de animales intactos.

Efectos de la administracion sistemica de catecolaminas g

agonistas g antagonistas alfa g beta adrenergicos.

La imposibilidad de reproducir los cambios de la permeaoilidad

de la piel al agua observados en 1a respuesta hidrosmotica

mediante la administrac1on ce AVTo AII exogena asi como el

marcado aumento de la captacion de agua producido durante la

anestesia con uretano o M8222tanto en sapos intactos como

hipofisoprivos planteo la posibilidad de una part1c1pac10n

nerviosa en el control oe ia captaCion de agua a traves de la

piel. Conel proposito de evaluar la partiCipacion del sistema

adrenergico en este :ontrol se estudiaron los efectos de la

administracion de catecolaminas g de agonistas g antagonistas

alfa g beta adrenergicos a sapos mantenidos en agua deionizada.

La administracion sistemica de adrenalina exogena (100 ug/kg)

provoco un descenso del 37.39% (EPíB.Ü5) en 1a producc1on oe

orina pero no modifico significativamente (2Pfifi.88) los valores

de captacion de agua (figura 11).

A diferencia de los resultados obtenidos con adrenalina, la

administracion de noradrenalina (100 ug/kg) aumento la captacion

de agua a traves de la piel pero no afecto la produccion de

orina (figura 11). El incremento de la captacion de agua luego

de 1a inyeccion de noradrenalina fue del 117.47% (2PéÜ.Ü1)
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Figura 11: Captacion de

G

agua H produccion de orina antes 9

despues de la de 100 ug/kg de adrenalina (A), n=ó o

-n0radrenalina (NA), n=5. i 2P{@.Ü5, ** 2PíÜ.Ül.
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mientras que la produccion de orina no presento variaciones

significativas (2PiÜ.5@).

La administracion sistemica de un agonista alfa adrenergico

(metaraminol 5mg/kg) reproduJo 1a respuesta observada con

adrenalina mientras que 1a administracion de un agonista beta

adrenergico (Isoproterenol 5 mg/kg) reproduJo la respuesta

observada con noradrenalina (figura 12). La produccion de orina

luego de la estimulacion alfa adrenergica descendio un EÜ.9Z

(2PíÜ.B5) no registrandose cambios significativos en la

captac10n ce agua (2Pfiü.9fl). A su vez, la estimulacion beta

aorenergica produJo un aumento de la captacion de agua de un

39.o21 (EPïÜ.@1) as1 comouna leve reduccion no significativa

(27.35%, 2°fü.l®) de 1a produCCion de orina.

Por otra parte. la administracion de un bloqueante adrenergico

¿alfa l g alfa 2) competitivo (Tolazolina 5 mg/kg) produJo un

aumento del 99.59% (2PíÜ.Ü5) en la captac1on de agua, pero no

modifico <2PïB.BÜ) la producc1on de orina (figura L3). IÏI h

ologueo de los receptores aorenergicos alfa E con Yohimbina

(Smg/kg) reproduJo parcialmente la reSpuesta ooservada con

Tolazolina, obteniendose en este caso un aumento de la captaczon

de agua del 4Q.52%(2PíD.Ü5). A diferencia de estos resultados

el bloqueo de los receptores adrenergicos alfa 1 con Prazosin (5

mg/kg) no produJo cambios significativos (EPíÜ.4Ü) de la

captacion de agua (tabla III).

La administracion de un bloqueante beta adrenergico

(Propranolol, 5 mg>kg)a sapos hidratados no produJo

modificaciones de 1a captacion de agua (2P<Ü.5B) ni de la



(mlX1009“xh")

Figura 12: captacion de agua y produccion de orina antes y

despues de la administracion sistemica de: Metaraminol (M),

Smglkg (n=12) o Isoproterenol (I) 5 mg/kg (n=ó). * 2Pfi0.051

2Pí®.®1.

fini
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Figura 13:

despues de

(T), n=ó;

Propranolo

A

T
.c
X

T
m Ooo
X
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POeL

Captacion de agua a produccion de orina antes y

la administracion sistemica de Tolazalina 5 mg/kg

Propranolol 5 mgíkg (P), n=ó y Tolazalina 5 mg/kg +

1 5 mg/kg (T+P)1 n=ó. ** ÉPiÜ.Ül.
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Grupo Captacion de agua

(m1 / 1009 * h)

Control 2.27 +/—0.46

n=ó, 29€B.Ü5

Yohimbina (5 mg/kg) 3.19 +/- Ü.35

Control 2.87 +/- 0.46

Prazosin (5 mg/Hg) +/- Ü.39

n=ó. EPiÜ.4Ü

Tabla III: Valores de captacion de agua antes y despues de 1a

administracion de un antagonista adrenergico alfa 1 (Prazosin) o

de un antagonista alfa 2 (Yohimbina)

deionizada.
a sapos mantenidos en agua
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produccion de orina (2P4Ü.80). Sin embargo, el incremento en la

captacion de agua producido por el bloqueo alfa adrenergico fue

en gran parte reducido por el bloqueo beta adrenergico (figura

13). La administracion simultanea de Propranolol (5 mg/kg) g

Tolazolina (5 mg/kg) produjo un aumento de 1a captacion de agua

del 32.112 (2Pé0.01), siendo este aumento un 67.75% menor que el

observado durante el bloqueo alfa adrenergico con Tolaznlina

(figura 13).
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Discusion.

Los resultados presentados en este capitulo muestran que la

respuesta hidrosmotica o del balance acuoso del anfibio anuro

Bufo arenarum esta mediada tanto por AVTcomo por el sistema

adrenergico. La participacion de AVTen esta respuesta esta

principalmente asociada a los cambios en la produccion de orina

mientras que la participacion del sistema adrenergico, en
especial traves de receptores beta, esta asociada a los cambios

de captacion de agua a traves de la piel.

Efectos de la administracion sistemica e [CVde NaCl. sacarosa g

AVFsobre el balance acuoso.

Arginina vasotoc1na es el principio antidiuretico de la

neurohipofiSIS de los vertebrados inferiores (Pang g Furspan,

LQBS),produciendo en la magoria de los tetrapodos respuestas

vasopresoras (Chan, 1977) g antidiureticas (Pang, 1977). La

part1c1pac1on de AVTen el control del balance acuoso en

anfibios es controvertida. Arginina vasotocina es liberada por

la neurohipofisis ante un descenso del volumen plasmatico o un

aumento de la pres1on osmotica del plasma (Bentley, 1969; Sawyer

& Pang, 1975). En anfibios AVTactua sobre el rinon, aumentando

la reabsorcion tubular g produciendo vasoconstriccion

preglomerular (Pang et al, 1988) g sobre 1a vejiga urinaria,

aumentando la recaptacion de agua (Emer. 1952; De Sousa g

Grosso, 1981). Ademas; se ha propuesto que en los anfibios
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anuros AVTaumenta el flujo hidrosmotico g natriferico de agua a

traves de la piel (Bentley, 1957; Dicker g Elliot, 1967; Elliot,

1968b; Bentley. 19747 De Sousa g Grosso, 1981). La

administracion de soluciones hiperosmoticas de NaCl a anfibios

anuros hidratados aumenta la captacion de agua g reduce la

produccion de orina (Shoemaker, 1965: Middler et al. 1967;

Shoemaker & Naring, 1968; Christensen & Jorgensen. 1972). Esta

respuesta, segun algunos autores (Shoemaker, 1965; Middler et

al, 1967: Shoemaker & Naring. 1968, Bentley, 1974) estaria

mediada por AVT.Sin embargo. animales con lesiones del sistema

productor de AVT(lesiones hipotalamicas o hipofisectomia) son

capaces de aumentar la permeabilidad de la piel al ser sometidos

a una carga de sales (Christensen & Jorgensen, 1972; Bakker á

Bradshau, 1977). sugiriendo la partiCipacion de factores

extrahipofisarios en esta respuesta.
Los resultados obtenidos al administrar sistemica o ICV

soluciones hiperosmoticas de NaCl o sacarosa muestran una

disociacion entre los cambios en la captacion de agua g la

produccion de orina. Esta respuesta diferencial parece depender

tanto del soluto como de la via de administracion del mismo.

Asi, la inyeccion sistemica de 1 miliosmol de NaCl o de sacarosa

aumenta la captacion de agua a traves de la piel pero solo el

NaCl reduce la produccion de orina. Ademas, la administracion de.

2 microsmoles de NaCl en el III ventriculo reduce la produccion

de orina pero no afecta la captacion de agua a traves de la

piel. Estos resultados muestran 1a presencia de receptores

hipotalamicos sensibles a los cambios en la concentracion de
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NaCl (sodioreceptores) cuya estimulacion causa una reduccion de

la produccion de orina. Este descenso podria deberse a 1a

liberacion de AVTa partir de 1a neurohipofisis. En tal sentido,

la administracion ICVde soluciones hipertonicas de NaCl

produce un aumento de los niveles circulantes de AVTen

mamiferos iMcKinleg. 1985), mientras que en anfibios, la

administracion intracarotijea de NaCl 1Mproduce una

antidiuresis dependiente de 1a integridad de la hipofisis

(Segura et al, 1987).

En relacion con los cambios en la captacion de agua, estos se

Producen (para el caso de sacarosa) aun en ausencia de

respuestas antidiureticas. Este resultado apoga la hipotesis de

un control independiente de la captaCion de agua g de la

produccion de orlna.

En forma semeJante, los resultados obtenidos al administrar

distintas dosis de AVTexogena muestran la existencia de

diferentes umbrales en la respuesta renal g cutanea. La cantidad

de AVTnecesaria para reducir 1a producc1on de orina es

aproximadamente 100D veces menor que 1a necesaria para aumentar

ia captacion de agua a traves de la piel. Asumiendoque la

hormona ingectada se redistribuge uniformemente en el espac1o

extracelular (aproximadamente1/3 de los fluidos corporales) g

que en el genero Bufo el BBKdel peso corporal corresponde a

agua (Ferreira g Jesus, 1973), las dosis de AVTadministradas

implican niveles circulantes de 37.5 pg/ml. 375 pg/ml. 3.75

ng/ml g 37.5 ng/ml. Estas concentraciones son mugsuperiores a

las determinadas en anfibios sometidos a deshidratacion o
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hemorragia (80 pg/ml. Sawyer g Pang, 1975). g en consecuencia

resulta improbable que las respuestas correspondientes puedan
darse en condiciones naturales.

Por otra parte» algunos autores proponen la participacion de

un sistema ADHextrahipofisario en el control de la ingesta de

liquidos en mamíferos (Szcepanska-Sadowska et al, 1982; 1984).

La ausencia de cambios de la captacion de agua en los

experimentos de administracion ICV de soluciones de AVTsugieren

que tal sistema no estaria presente en esta especie de anfibios.

En relacion con el descenso de la Produccion de orina

consecutivo a la administracion ICV de AVT, 1a hipotesis mas

pars1moniosa es que el mismosea produc;d0 Por 1a recirculacion

g accion periferica de la hormona ingectada centralmente.

Efectos de la administracion de AII. anestesicos g catecolaminas

sobre el balance acuoso.

La participacion de AII en la conducta de ingesta de agua ha

sido demostrada en distintos grupos de vertebrados. La

administracion intravenosa o intraperitoneal de AII es un

potente estimulo dipsogenico en peces (Hirano el al, 1978),

reptiles (Fitzsimons & Kaufman, 1977), aves (Evered &

Fitzsimons, 1976; Snapir et a1, 1976; Takei, 1977; Schwob a

Johnson. 1977; Evered & Fitzsimons, 1981) g mamíferos

(Fitzsimons & Simons, 1969; Epstein & Hsiao, 1975; Trippodo et

al, 1976). Ademas. la administracion de AII intracraneal en

dosis IQQÜveces menores a las sistemicas produce una respuesta
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dipsogenica en aves (Nada et al, 1975; Evered & Fitzsimons,

1976; Snapir et al, 1976, Schwob & Johnson, 1977) g en mamíferos

(Epstein et a1, 197G; Fitzsimons, 1980).

En anfibios se ha demostrado 1a presencia de un sistema

renina-angiotensina (Wilson, 1984). En todas las especies de

anfibios estudiadas han sido observados reservorios de renina

(Hartroft, 1966; van Dongen & van der Heinen, 1969; Bellocci et

al, 1971; Lammers á van Dongen. 19 2; Lamers et al. 1973; 1974;

Hanner & Ryan, l9BÜ; Yunge et al, 19GB) asi como evidencias

bioquímicas de actividad de renina (Yunge et al, 1980). En Bufo

arenarum se ha demostrado la existencia de renina y de

Angiotensina (Nollg & Fasciolo. 1971a2. Sin embargo, la

participacion de esta hormona en la homeosta51s del sodio parece

no ser importante (Nollu & Fasciolo, 1971b). Por otra parte, en

esta especie AII aumenta el fluJo hidrosmotico 9 natriferico de

agua "in vivo" (Cov1e111, 197Ü) e "in vitro“ (Cov1ello &

Brauckman, 1973) discrepando estos resultados con los obtenidos

en otras especies de anfibios (Hobagashi et al, 1978). Por este

motivo se decidio estudiar los efectos de AII sobre el balance

acuoso de Bufo arenarum.

La administracion tanto sistemica como ICV de AII reduce la

produccion de orina pero no afecta el fluJo hidrosmotico g

natriferico de agua. En relacion con los cambios de 1a

produccion de orina, los resultados obtenidos no permiten

afirmar que la respuesta observada sea producida directamnete

por AII. En anfibios la administracion sistemica de AII aumenta

los niveles circulantes de catecolaminas (Carroll & Opdgke,
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1982) que a su vez afectan la presion de filtracion glomerular g

la reabsorcion tubular de agua reduciendo 1a produccion de orina

(Gallardo et al, 198m). Por otra parte, en mamiferos la

administracion sistemica (Share, 1979) o intracraneal (Keil et

al. 1975, Hoffman et al. 1977) de AII aumenta los niveles

circulantes de ADH.En tal sentido, los resultados obtenidos en

los experimentos de administracion ICVde AII son consistentes

con la hipotesis de una regulacion de la secrecion de AVTpor

AII, si bien esta hipotesis no fue contrastada
experimentalmente.

En relac1on con la captacion de agua, la administracion

s1stemica o ICV de AII no afecto este parametro. Cabe senalar

que las dosis empleadas en los experimentos de administrac1on

ICV (10 -1Ü g lü -9 moles) son entre lüü g IÜÜÜveces magores

que las necesarias para Producir respuestas dipsogenicas en la

paloma o en la rata (10 -12 moles). Por lo tanto, resulta poco

probable que 1a ausencia de cambios de la captaCion de agua por

la-piel en Bufo arenarum sea debida al empleo de dosis

subumbrales de AII. Los resultados obtenidos sugieren gue la

aCCion dipsogenica ce AII descrlpta en otras clases de

vertebrados estaria ausente en esta especie de anfibios.

La ineficacia de AVTg AII en producir cambios en la captacion

je agua g los drasticos cambios de esta variable observados baJo

el efecto de la anestesia tanto en animales intactos como

hipofisoprivos sugieren la existencia de otros mecanismos

involucrados en los cambios de permeabilidad de la piel.

La participacion de agentes adrenergicos en la regulacion de
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la permeabilidad de la piel de anfibios fue demostrada

previamente "in vitro" (Jard et al, 1968; Bastide g Jard, 1968;

De Sousa g Grosso, 1982; Gamundi et al, 1984) e "in vivo"

(Elliot, 1968a; Hillgard, 1979; Segura et al, 1982a; 1982b;

1984; Yokota & Hillman, 1984). No existe, sin embargo

coincidencia respecto de la participacion relativa de adrenalina

g noradrenalina ni en cuanto a la accion de agonistas g

antagonistas alfa g beta adrenergicos en los cambios de

permeabilidad de la piel.

Los resultados aqui descriptos, muestran que la adrenalina no

modifica los valores de captacion de agua mientras que la

noradrenalina los aumenta claramente. Los cambios en la

captacion de agua observados con noradrenalina son reproduc1dos

por la administracion Ge un agonista beta adrenergico

(isoproterenol) g por 1a administracion de un bloqueante alfa

adrenergico (tolazolina). Sin embargo, el aumento de la

captacion de agua durante el bloqueo alfa adrenergico es

reducido por el bloqueo simultaneo de los receptores beta

adrenergicos, sugiriendo que tal respuesta es mediada en gran

parte por receptores beta adrenergicos. Estos resultados

permitirían explicar las discrepancias respecto de si la

permeabilidad de 1a piel "in vivo" esta baJo control alfa

(Segura el al, 1982a; 1982b) o beta adrenergico (Hillgard, 1979,

Yokota g Hillman, 1984). En tal sentido, nuestros resultados son

consitentes con los obtenidos en Bufo arenarum "in vitro" por

Gamundiet al (1984). Estos autores demostraron que tanto la

estimulacion de receptores beta comoel bloqueo de receptores
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alfa 2 aumentan 1a captacion de agua. En nuestros experimentos.

el aumento de captacion de agua observado con tolazolina

(bloqueante alfa 1 g alfa 2) solo fue reproducido por el bloqueo

con Yohimbina (alfa 2).

Si bien, los estudios realizados por De Sousa g Grosso (1982)

g por Gamundiet a1 (1984) mostraron la presencia de receptores

beta adrenergicos en 1a piel de Bufo marinus g Bufo arenarum

asociados al aumento de la captacion de agua "in vitro“, en los

experimentos "in vivo" deben considerarse los posibles efectos

de la estimulacion beta adrenergica sobre la vasculatura del

parche pelvico. En tal sentido, los resultados de Mahangy

Parsons (1979) muestran 1a influencia de variables

cardiovasculares sobre el intercambio de agua a traves de la

piel, sugeririendo que el aumento de la captaCion podria deberse

a un incremento tanto de la permeabilidad cutanea como de 1a

perquion vascular.

Por ultimo g en relacion con la participacion del sistema

adrenergico el el control de la funcion renal, los resultados

obtenidos con adrenalina g metaraminol son consistentes con lo

observado por Gallardo et al (198G). Estos autores postulan un

control alfa adrenergico de 1a vasoconstriccion preglomerular g

de 1a reabsocion tubular; superpuesto a1 ga conocido control

vasotocinergico. En tal sentido, la existencia de terminaciones

nerviosas g varicosidades asociadas a1 tubulo renal en el rinon

de Rana catesbiana (Tsuneki et al. 1984) costituiria una

evidencia adicional acerca de la participacion del sistema

adrenergico en 1a regulacion de 1a funcion renal en anfibios.
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Capitulo III

Efectos de la osmolaridad del medio externo sobre el balance

acuoso 

Introduccion

El balance acuoso en anfibios ha sido estudiado principalmerte

desde la perspectiva de mecanismosrealimentados o controlados

por el error. Asi, ante cambios del medio interno tales como la

deshidratacion intracelular o extracelular se ponenen

funcionamiento mecanismos compensatorios que restitugen el valor

de dicha variable a su nivel de referencia. Comose mostro en el

capitulo anterior dichos mecanismoscompensatorios involucran

entre otros factores al sistema hiuctalamo-neurohipofisario, el
sistema renina-angiotensina g el sistema adrenergico.

Sin embargo, se ha prestado poca atencion a la Posible

participacion de mecanismosanticipatorios o antealimentados

(feedforward). La antealimentacion ha sido reconocida como

necesaria por algunos autores (McFarland, 1970) y se refiere a

respuestas producidas en ausencia de cambios en el medio interno

ante estímulos que en el pasado han sido asociados con cambios

del mismo (Toates, 1979).

El modeloexperimental que se utilizara en este capitulo es el

de anfibios sometidos a una reduccion del gradiente osmotico a
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traves de la piel. BaJo estas condiciones, el fluJo hidrosmotico

de agua se reduce en forma proporcional a la caida del gradiente

osmotico pudiendo llegar a invertirse con perdida de agua a

traves de la piel, Para el caso en que la osmolaridad externa

supere a 1a interna (Bentley, 1957; Dicker & Elliot, 1967). En

anfibios la deshidratacion producida por una exposicion cronica

4 ambientes hiperosmoticos es compensada con un :ncremento de la

presion osmotica del plasma a traves de un aumento de las

concentraciones de sodio, cloro g urea (Henderson et al, 1972;

Ferreira á Jesus, 1973; Katz, 1973; Hatz, l975; _iggins & Grigg,

1985). En tal sentido, la mayoria de los trabaJos previos ha

puesto enfasis en la capacidad de adaptacion de animales

mantenidos durante varias semanas en ambientes de alta

salinidad, estudiando los cambios del medio interno y las

modificaciones de la captacion de agua 3 produccion de orina

asoc1adas a estos cambios (Henderson et al, 1972; Ferreira &

Jesus, 1973; Katz, 1973: Katz, 1975; Garland & Henderson, [975:

Liggins á Grieg, 1985). Sin embargo, a excepc1on del trabaJo de

Mayer (1969) se ha prestado poca atencion a los cambios del

balance acuoso producidos inmediatamente despues de 1a reduccion

del gradiente osmotico a traves de la piel.

E1 objetivo de este capitulo es estudiar los cambios en el

corto plazo del fluJo hidrosmotico g natriferico de agua g de la

produccion de orina de sapos sometidos a una drastica reduccion

del gradiente osmotico transepitelial. Se intentara contrastar
1a hipotesis de que los cambios en el medio interno Preceden a

los cambios de la funcion de los epitelios involucrados en la



regulacion del balance acuoso planteandose comohipotesis

alternativa la existencia de mecanismosantealimentados.

Materiales g metodos.

Determinaciones de la captacion de agua a traves de la piel g de

la produccion de orina.

La captacion de agua a traves de la piel g la produccion de

orina fueron determinadas gravimetricamente (Segura et al,

1982a). El procedimiento utilizado fue identico al descripto en

el capitulo II. Los resultados se expresan :omo m1 * 108 g de

Peso corporal -1 * h -1. El balance acuoso fue estimado como la

diferencia entre captacion de agua g produccion de orina para un

periodo dado.

Tratamientos experimentales.

Los experimentos se realizaron en grupos de animales intactos

e hipofisoprivos. El grupo de animales hipofisoprivos fue

preparado en forma identica a la descripta en la seccion

materiales g metodos del capitulo II.

La duracion de cada experimento fue de 2 horas. Durante la

primera hora los sapos fueron mantenidos en recipientes

individuales de plastico opaco conteniendo 15Wm1 de agua

deionizada (control). Al comienzo de 1a segunda hora el



gradiente osmotico fue reducido mediante el reemplazo del

Por 158 m1 de las siguientes soluciones:

Grupo intactos (I).

NaCl 23 mM (n=6)

NaCl 46 mM (n=6)

NaCl 69 mM (n=6)

NaCl 92 mM (n=6

NaCl 115 mM (n=18)

NaCl 115 mm+ Clorhidrato de Amilorida (Merk Sharp & Dome)

mM (n=12)

Sacarosa 46 mM(n=12)

Sacarosa 92 mM(n=12)

Sacarosa 138 mm (n=12)

Sacarosa 184 mm (n=12)

Sacarosa 230 mM(n=6)

Grupo hipofisoprivos (HR).

NaCl 115 mm (n=6)

NaCl 115 mM+ clorhidrato de amilorida (Merk Sharp & Dome)

mM (n=6)

Sacarosa 46 mM(n=11)

Sacarosa 92 mM(n=6)

Sacarosa 138 mM(n=10)

Sacarosa 184 mM(n=9)
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Sacarosa 238 mM (n=1@)

El clorhidrato de amilorida produce una rapida reduccion del

tranSporte de sodio por bloqueo de los canales del cation

presentes en el lado externo de la piel. Dicho bloqueo es

totalmente reversible g no afecta el fluJo osmotico de agua

(DeSousaa 1975).

Determinacion del coeficiente de permeabilidad osmotica (Lpd).

El Lpd fue calculado segun katchalskg g Curran (1965).

Jw = Lp * AP + epd * A“ (1)

donde Jm es el flujo de agua a traves de 1a piel, Lp es el

coeficiente de permeabilidad hidraulica, AP el gradiente de

presion hidrostatica g En el gradiente osmotico a traves de la

piel.ATr = (Oi - Oe) * R * T, donde R es la constante universal

de los gases, T es la temperatura absoluta (293 grados Nelv1n

para todos los experimentos) g Oi g Oe la osmolaridao interna g

externa respectivamente. Para todos los calculos se utilizo como

valor de Oi 245 müsM * Kg HÉO -1.

De la ecuacion 1 se :oncluge=

Lpd = (Ju /ATÏ)

AP=ID

Jw fue estimado de acuerdo a la formula utilizada por

Jorgensen (195m):

Ju = c / 0.1 * s = c / m.1 * 9 * Pc2’3
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donde C es la captacion de agua a traves de la piel en g * h -1.

S es 1a superficie corporal en cm2 g PC el peso corporal en

gramos. E1 factor de correccion 3.1 que multiplica al valor de S

fue introducido en los calculos debido a que la absorcion de

agua a traves de la piel se realiza en mas de un 90% por la

region pelvica cuya superficie es aproximadamente un 10%de la

superficie total del animal (HcClanahamg Baldwin, 1969).

Determinaciones del flujo de agua a traves de una preparacion de

piel aislada.

Los animales eran sacrificados por decapitacion g

posteriormente desmedulados. La piel de la region pelvica era

rapidamente aislada obteniendose un seccion cuadrada de

aproximadamente 4-5 cm de lado. Luego de 2 lavados en NaCl 115

mMla piel era mOntada a modo de diafragma entre dos hemicamaras

de acrilico traslucido. El area expuesta al fluido que llenaba

las hemicamaras era de 7.El cm2. La composicion de la solucion

del lado seroso de la piel era en milimoles/Kg: NaCl 185, RC1

2.4, POAHNaE3.6, PO4H2Na G.4, CaCl G.5 y glucosa 2 con una

osmolaridad de 230 müsM/Kg.Esta hemicamara recibio aereacion en

forma continua durante todo el experimento. La otra hemicamara

era llenada con agua deionizada o con NaCl 23. 46, 69, 92 o 115

mM.El sistema se dejo estabilizar durante 3B minutos

determinandose posteriormente el fluJo de agua durante una hora

a intervalos de 1B minutos mediante un capilar graduado en

microlitros adosado a una de las hemicamaras.
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Determinacion de la osmolaridad Plasmatica.

Las determinaciones de osmolaridad plasmatica se realizaron en

grupos de sapos intactos (n=ó) e hipofisoprivos (n=b). Los

animales fueron sometidos a la misma manipulacion (vac1ado

periodico de la vejiga) que se realizo en los experimentos de

balance acuoso. Durante la primera hora los animales

permanecieron en rec1pientes individuales que contenían agua

deionizada. Al termino de la primera hora el agua fue

reemplazada por NaCl l15 mM.Las muestras de sangre se

extraJeron a1 final de la primera g de la segunda hora

experimental a traves de una canula cronicamente implantada en

la aorta dorsal ¡canulaCion lateral).

El procedimiento seguido para la canulacion lateral de La

aorta fue el siguiente {Licoq 1958). 24 horas antes del

EMPEleEHtOlos animales fueron anestesiados con

tricainmetanosulfonato (M8222,Sigma) 3g/Hg. Posteriormente, se

practico una 1nc151on de unos 3 cm de largo en la piel del

dorso, 1 cm a la izquierda del urostilo g desde la vertebra

sacra hacia abaJO divulsionandose luego los musculos

coccigeo-11iacos hasta caer en el espacio retroperitoneal. Una
vez ubicada la arteria aorta se realizo una insicion transversal

en 1a pared de la misma unos 5 mmPor encima de la oifurcacion

de las arterias iliacas. A traves de la insicion se introduJeron

aproximadamente 5 mmde un tubo de polietileno de 1 mmde

diametro externo. El tubo se sujeto firmemente a la arteria con
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una ligadura que tomo los labios anterior g posterior de 1a

insicion g , con otra ligadura a la piel. Se obtuvo de esta

forma un desvio lateral de la arteria aorta que no impidio la

circulacion a traves de 1a misma.

El volumen de sangre de las muestras vario entre 50 g am ul,

lo que equivale a un Ü.5-1 Z de la volemia para un animal de 15Ü

g. Las muestras fueron heparinizadas con Liquemine (Roche) SÜÜÜ

U/ml a una concentracion final de 5B U/ml y posteriormente

centrifuqadas 15 minutos a IÜÜQX g. El volumen empleado para

las mediciones de osmolaridad fue de 8 ul g las mismas se

realizaron por duplicado en un osmometro de vapor marca Nescor

5120 C.

Ana1151sestadistico.

-os resultados se expresan comomedia +/« error standard de la

media. En los.ererimentos “in vivo“ la comparacion dentro de

los grupos se realizo mediante el test de Student para

mediciones apareadas o el analisis de la varianza de un factor

para mechiones repetidas . En los experimentos “in Vitro" se

realizo el analis1s de la varianza para la regresion lineal.

Resultados experimentales

Efectos del incremento de 1a osmolaridad del medio therno con

sacarosa sobre el balance acuoso "in vivo".
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En la primer serie de experimentos se estudiaron los efectos

de 1a reduccion del gradiente osmotico mediante el agregado de

soluciones de distinta concentracion de un soluto no permeable

(sacarosa) sobre la captacion de agua a traves de la piel. la

produccion de orina g el Lpd.

Los experimentos fueron realizados en grupos de animales

intactos e hipofisoprivos con el proposito de determinar la

participacion de hormonasneurohipofisarias en dichos cambios.

En el grupo de animales intactos, el incremento de la

osmolaridad del medio Hterno con concentraciones de sacarosa

mayores de 46 mMproduJo un descenso significativo de la

captacion de agua. Los valores de captacion medidos durante la

reduCCIon del gradiente osmstico fueron (Z del control en

agua)=70.38 (2Pïü.®1). 60.96 (2P{®.Bl), 51.87 (2Pí@.Ül) g 42.37

12P{Ü.Ü®1) para concentrac13nes de sacarosa 92, 138, 184 g EEB

mmrespectivamente (figura 1). Ademas, con soluciones de

sacarosa 184 g 220 mMse observo un aumento del Lpd de 2.88

(2Pü0.ÜÜl) g 4.12 (ÉP{0.801) veces respectivamente (figura 2).

Resultados semeJantes se obtuvieron al repetir estos

experimentos en animales hipofisoprivos. En este grupo la

captacion de agua disminugo (Z del control en agua) a 69.2

(2Pfiü.10), 69.35 (2PéQ.Ü1), 43.75 (2PiB.ÜÜ1) y 27.20 (2P<@.ÜÜI)

para concentraciones de sacarosa 92, 138. 184 g 220 mM

respectivamente (figura 3). Al igual que en el grupo de animales

intactos, con soluciones de sacarosa 184 g 228 mMse observo un

aumento en el Lpd de 1.75 (2Pñü.@1) y 2.67 (2P4Ü.01) veces
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p{0_@1, *** PíB.QÜl.
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Figura 2: Cambios en la captacion de agua a traves de la piel en

5 grupos de sapos hipofisoprivos sometidos a la reduccion de

gradiente osmotico con sacarosa. El numero de quetos para cada

grupo fue: 4a mM (n=11), 92 mM (n=ó), 138 mM (n=1®), 14 mM (n=9)
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respectivamente (figura 4).

Efectos del incremento de la osmolaridad del medio externo con

NaCl sobre el balance acuoso "in vivo".

En estos experimentos se estudiaron los efectos de la

reduccion del gradiente osmotico con NaCl sobre 1a captacion de

agua, produccion de orina g Lpd.

Los experimentos fueron realizados en grupos de sapos intactos

e hipofisoprivos.

A diferencia de los resultados obtenidos con sacarosa, la

reduccion cel gradiente osmotico con NaCl 23, 46, 69 g 92 no

produJo un descenso de ia captacion de agua a traves de la piel

en el grupo de animales intactos (tabla I).

El reempLazo del agua deionizada por NaCl 115 mM(lo que

equivale a un gradiente osmotico de L5 miliosmoles) tampoco

estuvo asociado a una reduccion de la captacion de agua a traves

de la piel tanto en el grupo de sapos intactos (EP{@.3@)como en

el grupo de sapos hipofisoprivos (2Pi0.2@) (figura 5). Sin

embargo, 1a reduccion del gradiente osmotico con NaCl 115 mm+

clorhidrato de amilorida 8.25 mMproduJo un claro descenso de 1a

captacion de agua para ambos grupos. La captacion de agua

disminugo (Z del control en agua) a1 52.82 (2Píü.0@1) g 41.87

(2Pí0.01) en los grupos intactas e hipofisoprivos

respectivamente (figura ó). Ademas, durante la reduccion del

gradiente osmotico con NaCl 115 mM+ amilorida se observo un

drastico aumento del Lpd. Este aumento estuvo presente en ambos
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Figura 4: Cambios en el Lpd en 5 grupos de sapos hipofisoprivos

sometidos a reduccion del gradiente osmotico con sacarosa. *

PiB.Ü5; ** PíB.Ü1, *** PíÜ.ÜÜl.



Grupo Captacion N t P
Experimental (m1/1ÜÜg*h)

Control: 2.77 +/- 0.49
ó 2.66 6.05

NaCl 23 mM: 3.63 +/— Ü.5Ü

Control: 1.78 +/- 0.22
ó B.39 n.s.

NaCl 46 mm: 1.57 +/- 6.43

Control: 2.54 +/- 8.30
12 0.20 n.s.

NaCl 69 mm: 2.58 +/- Ü.25

Control: 2.37 +/- Ü.27
o 1.B8 n.s.

NaCl 92 mm: 3.26 +/- 0.69

Control: 3.14 +/- 8.32
18 1.15 n.s.

NaCl 115 mM 3.53 +/- 0.16

Tabla I: Captacion de agua a traves de la piel de 5 grupos de

animales mantenidos en agua destilada (control) g posteriormente

sometidos a la reduccion del gradiente osmotico transepitelial

con distintas concentraciones de NaCl.
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Figura 5: Cambios en la captacion de agua a traves de la piel

(C) y en la produccion de orina (PO) de un grupo de sapos

intactas (I) n=18 o hipofisoprivos (HR) n=ó. Las barras blancas

corresponden a los valores control (agua destilada) de C H PO

mientras que las barras ragadas corresponden a los valores luego

del reemplazo del agua destilada por NaCl 115 mM.*** Pi@.3®1.
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Figura ó: Cambios en la captacion de agua a traves de

en la produccion de orina en sapos intactos (n=12) o

hipofisoprivos (n=ó). Las barras blancas corresponden los

valores control (agua destilada) y las barras rayadas a los

valores luego del reemplazo del agua por NaCl 115 mMfi

clorhidrato de amilorida 8.25 mM(bloqueo del transporte de

sodio). ** PíÜ.Ü1, *** PíÜ.ÜÜ1.
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grupos, g fue de 8.61 veces (2Pi0.0@1) para los sapos intactos g

6.83 veces (2PíÜ.ÜÜI) para los hipofisoprivos (figura 7).

Con relacion a la produccion de orina, durante 1a reduccion

del gradiente osmotico con NaCl 115 mMse observo una

disminucion del 27.58% 2Pi0.@01) en el grupo de animales

intactos. Este descenso no fue observado en el grupo de animales

hipofisoprivos (2Piü.20)(figura 5). Resultados similares se

obtuvieron con la reduccion del gradiente osmotico mediante NaCl
115 mM+ amilorida (figura ó). El grupo de animales intactos

presento una antidiuresis del 18.85% (2P<8.ÜB1)mientras que el

grupo de animales hipofisectomizados no presento variaciones

significativas (2P{0.5Ü).

La reduccion del gradiente osmotico con NaCl 115 mMno produJo

cambios significativos de 1a osmolaridad plasmatica en el grupo

de animales intactos. A1 final de la primera hora (control en

agua) la osmolaridad plasmatica fue de 242.7 +/- 4.41

miliosmoles/kg mientras que al final de la segunda hora fue de

246.69 +/- á.Ü4 miliosmoles/kg. En el grupo hipofisoprivo los

valores obtenidos fueron 175.42 +/- 7.50 g 209.75 +/- 6.33

miliosmoles/kg respectivamente (PíÜ.BÜl).

Efectos del incremento de la osmolaridad del medio externo con

NaCl "in vitro".

El flujo de agua a traves de una preparacion de piel aislada

disminugosignificativamente a1 reducir el gradiente osmotico

transepitelial (F 5,20 = 8.27, P<Ü.ÜÜI).El analisis de la
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Figura 7: Madificacion del Lpd durante el experimento de

reduccion del gradiente osmotico con NaCl + Amilarida. I: grupo

de sapos intactas, HR: grupo hipafisoprivo, c control en agua.

*** Piü.üÜ1.



varianza para la regresion lineal permitio interpretar los

cambios de la variable independiente (fluJo de agua) en funcion

de la variable dependiente (concentracion del medio externo) (F

1,4 = 31.86. PiÜ.B1) no siendo estadísticamente significativos

los desvios de la regresion (F 4.2Ü = 1.15). La relacion

obtenida entre ambasvariables fue:

J = 2.85 - (8.00949 * C)

donde J es el fluJo de agua a traves de la piel en ul/cmí*h g C

es la concentracion en miliosmoles del medio externo (figura B).

Discusion

Los resultados presentados anteriormente son consistentes con

la hipotesis del desarrollo de rapidos cambios del fluJo

natriferico, Lpd g produccion de orina produc1dos por la

reduccion del gradiente osmotico transepitelial. El aumento del

flujo natriferico g del Lpd se produce con independencia del

sistema hipotalamo-neurohipofisario mientras que 1a reduccion de

la produccion de orina depende de la integridad del mismo. Estas

modificaciones de la permeabilidad al agua g al sodio se

producen en ausencia de modificaciones apreciables del medio

interno.
Los "esultados obtenidos muestran que la reduccion del

gradiente osmotico mediante el aumento de la osmolaridad del

medio externo con soluciones de un soluto no permeable

(sacarosa) produce un descenso del fluJo hidrosmotico de agua a
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Figura 8: Variaciones del fluJo de agua a traves de la piel "in

vitro" en funcion de la concentracion (en miliosmoles/kg) de

NaCl del lado mucosa.
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traves de la piel en animales intactos e hipofisectomizados. Sin

embargo este descenso no es proporcional a 1a reduccion del

gradiente osmotico a traves de la piel para osmolaridades

externas de 184 g 228 miliosmoles/kg observandose baJo estas

condiciones un marcado aumento del Lpd. En forma semeJante,

durante la reduccion del gradiente osmotico con NaCl 115 mM+

clorhidrato de amilorida G.25 mMtambien Produce un drastico

incremento del Lpd. La diferencia entre las magnitudes de dichos

aumentos segun se utilice sacarosa o NaCl + amiloride puede

deberse a distintas causas. En primer termino el bloqueo de los

canales o sitios de transporte de sodio puede ser incompleto con

las concentraciones de amilorida utilizadas. En esta situacion

los valores de captacion de agua medidos corresponderian a la

suma de los flujos hidrosmotico g natriferico, obteniendose como

resultado una sobreestimacion de los valores de Lpd. Sin embargo

la concentracion de clorhidrato de amilorida utilizada en todos

los experimentos estuvo un orden de magnitud por sobre las

concentraciones que producen un bloqueo completo del fluJo de

sodio. Alternativamentea la piel de anfibios pudo ser mas

sensible a la estimulacion con soluciones de NaCl que con

soluciones de sacarosa obteniendose respuestas de magor

intensidad (este punto sera discutido con mas detalle en el

capitulo V).

El desarrollo de un fluJo natriferico subsiguiente a la

reduccion del gradiente osmotico con NaCl esta respaldado por

varias evidencias. La captacion de agua no disminuye

significativamente cuando el agua del medio externo es



reemplazada con NaCl 2 , 46, 69, 92 g 115 mMcomo seria

esperable para el caso de un fluJo exclusivamente hidrosmotico.

Por otra parte, el bloqueo del fluJo de sodio por el agregado de

clorhidrato de amilorida reduce la captacion de agua, resultado

consistente con la hipotesis del desarrollo de un fluJo

natriferico. Este flujo. al igual que el incremento del Lpd se

produce con independencia de la integridad del sistema productor

de AVT.

Una evidencia adicional del aumento del Lpd g del desarrollo

de un fluJo natriferico durante la reduccion del gradiente

osmotico con NaCles el resultado obtenido al restituir el

gradiente osmotico original luego de 1a etapa de reduccion del

mismo (figura 9). En esta situacion se observa un marcado

aumento tran51torio de 1a captacion de agua. Estos valores son

signi‘icativamente magores que los obtenidos en agua antes de la

reduccion del gradiente osmotico g refleJan los cambios

ocurridos durante la reduccion del mismo.
La posibilidad de que los cambios en el Lpd g en el fluJo

natriferico sean consecuencia de un cambio en las propiedades

biofisicas de la piel ante la reduccion del gradiente osmotico

transepitelial parece poco probable. En efecto, los experimentos

realizados con una preparacion de piel aislada muestran

resultados claramente distintos a los observados en el animal

entero. En esta situacion. el fluJo de agua disminuye en forma

proporcional al gradiente osmotico. Por otra parte, la

existencia de un descenso no lineal del fluJo de agua (Celentano

et al, 1978) o de un "efecto hidrosmotico salino" (Benedictis &
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Figura 9: Evolucion de la captacion de agua a traves de 1a piel

en un grupo de ó sapos intactas. El medio externo fue durante

los primeros óm minutos agua destilada, entre los óü g 120

minutos NaCl 115 mm(barras ragadas) y entre los 120 g ;80
minutos agua destilada. *** Pi 0.881.
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Lacaz-Vieira, 1982) que modifique el Lpd no permiten explicar el

mantenimiento de 1a captacion de agua durante la reduccion del

gradiente osmotico con NaCl observada en el animal entero. Los

resultados obtenidos sugieren la existenc1a de un control

extraepitelial de la permeabilidad de 1a piel en el cual parece

no estar involucrada AVT.

En relacion con los cambios en la produc:ion de orina un

Problema a tener en cuenta son aquellas disminuciones de la

misma no asociadas a cambios en la :aptacion de agua a traves de

la piel. Si asumimos gue los animales durante el experimento se

encuentran en estado estacionario, compensandola entrada

osmotica de agua con la producc1on de orina, cualquier

incremento o descenso en la captac;on de agua a traves de la

piel sera compensado por un igual cambio en la producc1on de

orina manteniendose constante el balance acuoso. En tal sentido

nos centraremos en aquellos cambios de la producc1on de orina no

asociados a cambios de la captacion de agua o lo que es igual

aquellos cambios que resultan en modificaciones del balance

acuoso. Una situacion de este tipo es la que se presenta en el

grupo de animales intactos sometidos a reduccion del gradiente

osmotico con NaCl. En este caso se observo un descenso

significativo en la produccion de orina subsiguiente a la

reduccion del gradiente osmotico. Este descenso esta

correlacionado con la integridad del sistema hipotalamo

neurohipofisario para las concentraciones ensagadas.

Un problema que surge a partir de los resultados obtenidos es

el del mecanismo de control involucrado en los cambios de LPd!
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flujo natriferico g produccion de orina. Un mecanismode

realimentacion negativa que actue controlando el error de una

variable interna (por ejemplo osmolaridad plasmatica o volemia)

parece no ser suficiente comoexplicacion en este caso ga que la

osmolaridad del plasma en el grupo de animales intactos

no se modifica durante 1a reduccion del gradiente osmotico con

NaCl 115 mm. Con respecto al grupo de animales hipofisoprivos

si oien se produce un aumento de la osmolaridad plasmatica
durante la reduccion del gradiente osmotico debe tenerse en

cuenta que este grupo a pesar de tener un tratamiento

sustitutiva de ACTH.probablemente no posee un normal

func1onamieto de su glandula adrenal resultando en una menor

secrec1on de aldosterona g una incapacidad de reabsocion de

sodio a traves del tubulo colector g del medio externo. En tal

s1tuac10n. la oferta de altas concentraciones de sodio externo

durante el experimento g el deficit original de sodio que

presentaban los animales puede explicar el aumento observado.

Por otra parte, en este grupo, los valores de osmolaridad

plasmatica durante la reduccion del gradiente osmotico fueron

menores que los valores "homeostaticos" de la especie por lo

cual no seria eseerable que los cambios observados resultasen de

un mecanismo de realimentacion negativa. Tambien resulta poco

probable que durante los experimentos se produJese un descenso

del volumen sanguineo. E1 procedimiento utilizado para

determinar captacion de agua g produccion de orina en animales

mantenidos en agua destilada resulta en un balance acuoso

negativo con el consiguiente descenso del peso corporal durante
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el experimento (Segura et al, 1982a). Sin embargo se observan

diferencias significativas de la variacion del peso corporal

entre grupos control (mantenidos en agua durante las dos horas)

g los distintos grupos experimentales. Este resultado nos

permite descartar la disminuCion del peso corporal (g su posible

v1nculac1on con un descenso de la volemia) como la causa de los

cambios observados.

La hipotesis alternativa a un control realimentado es la de un

control antealimentado. Un control antealzmentado de la ingesta

de liquidos ha sido descripto en anguilas transferidas de agua

dulce a agua de mar (Hirano, 1974). Si bien los anfibios anuros

no beben. captan agua a traves de La piel g como discutiremos

mas adelante el control de la permeabilidad de la piel puede

analogarse al control de La ingesta de liquidos de otros grupos

de vertebrados. La hipotes1s de respuestas anteaiimentadas en la

permeabilidad de la piel g el tubuio colector requiere de La

capaCidad de detectar cambios en el medio externo. procesar

dicha informacion g producir una respuesta. Respecto a la

capac1dad de detectar cambios en el medio externo, en el

capitulo V se presentan evidencias acerca de la existencia de

una sensibilidad de la piel de Bufo arenarum a soluciones

osmoticamente activas. Conrelacion a la via eferente, es decir

1a via por la cual se produce la respuestas. en el capitulo II

se discutio 1a insuficiencia de los mecanismosneurohipofisarios

para explicar los cambios en la Permeabilidad de los epitelios

asi como la participac1on del sistema nervioso autonomo en

dichos cambios. Los resultados obtenidos plantean la posibilidad
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Capitulo IV

Efectos de AVT, AII, catecolaminas g de la osmolaridad del medio

externo sobre la respuesta hidrosmotica.

Introduccion

La mayoria de los anfibios terrestres no ingieren agua por la

boca (Bentley, 1966) y en su lugar captan agua a traves de 1a

piel (Dole, 1967; McClanaham & Baldwin, 1969: Fair, 1970;

Chr;stensen, 1974; 1975; Tracy, 1976; 1978). La

deshidratac1on,con el consecuente aumento de la Dsmolaridad

plasmatica (Shoemaker, 1964) produce la denominada respuesta

hidrosmotica o del balance acuoso con51stente en un descenso de

1a produccion de orina g un drastico aumento de la captacion de

agua a traves de 1a piel (Shoemaker, 1965; Bentley, 1971;

Christensen, 1974; Bakker & Bradsham, 1977; Yokota & Hillman,

1984). La participacion de la hormonaantidiuretica de los

anfibios arginina vasotocina en estos cambioses controvertida.

Asi, La destruccion del sistema productor de 1a hormona reduce

1a magnitud de 1a respuesta hidrosmotica (Shoemaker & Naring,

1968; Bakker & Bradshaw, 1977). Sin embargo, la remocion de la

hipofisis (Shoemaker & Naring, 1968) o la seccion del tracto

preoptico neurohipofisario asi comolesiones de la region

preoptica o de la neurohipofisis (Jorgensen et a1, 1969;
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Christensen & Jorgensen, 1972) no modifican la velocidad de

rehidratacion de sapos deshidratadosr mientras que lesiones en

la pars distalis reducen la magnitud de la respuesta

hidrosmotica (Christensen &Jorgensen, 1972).

Ademas, mecanismos alternativos a AVTactuan modificando la

permeabilidad de la piel al agua. La administracion de agonistas

adrenergicos produce cambios en la captacion de agua "in vivo“

(Elliott, 1968a; Hillgard, 1979: Segura et al 1982a; 1982b;

1984; Yokota & Hillman, 1984) e “in vitro" (Jard et al, 1968;

Bastide & Jard, 1968; DeSousa & Grosso. 1982; Gamundi et al,

1984).

Por otra parte, a Pesar que los anfibios no beben, el proceso

de captac10n de agua a traves de la piel en un anfibio

deshidratado, puede analogarse a la ingesta de liquidos de las

restantes clases de vertebrados. En tal sentido, dicho

comportamiento es caracterizado tanto por la cantidad de liquido

ingerido como por la tasa a la cual es ingerido, g puede ser

representado comouna curva de ingesta acumulada o curva de

saciedad. Las curvas de saciedad son generalmente una funcion
negativamente acelerada en el tiempo, siendo la forma

exponencial predicha tanto por hipotesis causales (McFarland &

McFarland, 1968) como funcionales (Siblg & McFarland, 1976;

McCleergq 1977; McFarland & Houston, 1981).

E1 flujo de agua a traves de la Piel en anfibios posee un

componente hidrosmotico g otro natriferico (DeSousa & Grosso,

1981) siendo el primero de ellos dependiente del gradiente

osmotico transepitelial (Bentley. 1957; Dicker &Elliot, 1968).
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Debido a que 1a deshidratacion aumenta 1a osmolaridad del medio

interno g que durante la rehidratacion este parametro decrece

hasta retornar a los valores homeostaticos (E45 miliosmoles/kg),

el descenso de la tasa de captacion de agua durante la

rehidratacion (Christensen, 1974) que produce una desaceleracion

de 1a ingesta acumulada puede ser simplemente el resultado de la

reduccion del gradiente osmotico transepitelial. Unahipotesis

alternativa es que el descenso de la tasa de captacion de agua

durante 1a rehidratacion sea producido tanto por la reduccion

del gradiente osmotico como por la modificacaon de la

permeabilidad de la p;el. En este caso resulta importante

esclarecer la participacion relativa de AVT.AII g :atecolaminas

en dicho cambio.

En este capitulo se estudiara la evolucion temporal de 1a

osmolartdad interna. captac1on de agua s permeabilidad

hidrosmotica de la piel durante la rehidratac1on g la

participacion de AVT,AII g catecolaminas en dicho proceso.

Asimismose estudiara el efecto de la osmolaridad del medio

externo sobre 1a velocidad de rehidratacion.

Materiales g metodos

Deshidratacion y rehidratacion de los animales.

Antes de proceder a su deshidratacionq el peso estandard de

cada animal se determino de la Siguiente forma (Ruibal, 1962).



91

Los sapos eran mantenidos durante 24 horas en recipientes

individuales de plastico opaco (15 H 15 x 1B cm) que contenían

ISÜ ml de agua deionizada. Posteriormente, el peso del animal

con su veJiga vacia se determinaba a intervalos de 15 minutos

hasta que 1a variacion del peso entre dos mediciones sucesivas

era menor del 1%. Este valor fue tomado como el peso estandard

(100%)g ¿tilizado en los calculos subsiguientes.

Los sapos eran deshidratados en Jaulas individuales abiertas

en un ambiente con buena ventilacion a una temperatura de 23 C.

Bajo estas condiciones los animales perdian aproximadamente un

IQZ de su peso corporal cada 24 horas. Una vez alcanzado el 80%

del peso estandard cada animal era transferido a un recipiente

cerrado donde se lo mantenia sin variaCiones apreciables del

peso corporal hasta el comienzo del correspondiente experimento.

Todos los experimentos fueron realizados entre 48 g 72 horas

despues del inicio de la deshidratacion.

Los animales eran rehidrataoos en recipientes individuales

durante 3 horas (experimentos l g 3) o 1 hora (experimento 2).

El peso corporal se determinaba a intervalos de 15 minutos

mediante una balanza Ohaus Dial-O-Gram con una precision de 100

mg.

Los sapos deshidratados raramente orinan durante las primeras

3 horas de rehidratacion de tal forma que el aumento de peso

corporal para un dado intervalo de tiempo es equivalente a 1a

captacion de agua en gramos durante dicho periodo. En aquellos

casos en que un animal disminugo de peso entre dos mediciones

sucesivas, este fue excluido en el posterior analisis de los



datos.

Tratamientos experimentales.

Experimento 1.

Los animales fueron rehidratados durante 3 horas utilizandose

como medio externo 150 m1 de agua deionizada (n=1@).

Se determino la captacion de agua a traves de la piel (ml/100

gramos de peso corporal * hora), la captacion acumulada de agua

(ml/IÜÜg de peso corporal), la osmolaridad del plasma

(miliosmoles/kg) g la permeabilidad de la interfase medio

interno —medio externo (captacion de agua por unidad de

gradiente osmotico = P). Este parametro es equivalente a1 Lpd

multiplicado por una constante. La eleccion de P en vez del Lpd

se deoio a que este ultimo es un indice de la permeabilidad

osmotica del epitelio g no contempla la variacion de la

perfusion vascular del parche pelvico durante la rehidratacion

(Mahang & Parsons, 1979).

Experimento 2.

Se estudiaron los efectos de AVT.AII g catecolaminas sobre

los cambios en la respuesta hidrosmotica. La rehidratacion (1

hora) se realizo en agua deionizada g los animales fueron

ingectados 10 minutos antes del inicio de la rehidratacion con:

NaCl 115 mM(grupo control, n=ó).
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Arginina Vasotocina (Arg 8 Vasotocin. Sigma) 10 ug/kg (n=5).

Angiotensina II (Val 5 Angiotensin II, Sigma) IÜug/kg (n=ó).

Salarasina (Sar 1, Ala 8 Angiotensin II. Sigma). 108 ug/kg

(n=ó).

Metaraminol (Aramine, Parke-Davis) Smg/kg (n=ó).

Tolazolina (Tolazoline, Sigma) 5 mg/kg (n=ó).

Isoproterenol (Sigma) 5 mg/kg (n=ó).

Propranolol (Sigma) 2.5 mg/Hg (n=5).

Las drogas fueron disueltas en NaCl 115 mMg administradas a

traves del sacc linfatico dorsal en un volumen de lml/kg de peso

corporal.

Experimento 3.

Se estudio el efecto de 1a osmolaridad del medio externo sobre

1a velocidad de rehidratac1on.

Los animales fueron desnidratados a un BÜZde su peso

estandard g posteriormente rehidratados en recipientes que

contenían 150 m1 de:

Agua deionizada (n=1B).

NaCl 115 mM (n=12).

NaCl 115 mM+ clorhidrato de amilorida (Merk Sharp & Dome) 1 mM

(n=ó).

Sacarosa 23W mM (n=ó).

En los 4 grupos experimentales se determino la evolucion del

peso durante las 3 primeras horas de rehidratacion.



94

Determinacion de la osmolaridad plasmatica

Conel obJeto de estudiar la relacion entre la osmolaridad

plasmatica y el grado de deshidratacion se tomaron muestras de

sangre de 20 animales no anestesiados sometidos a distintos

porcentajes de deshidratacion (0-202). Las muestras fueron

recogidas a traves de un tubo de Polietileno (1 mmde diametro

externo) colocado en la arteria aorta dorsal anteriormente a 1a

bifurcacion de las iliacas (canulacion lateral). El volumende

sangre extraido (SÜ-IÜÜul) fue heparinizado mediante el

agregado de Liquemine (Roche) 5000 U/ml a una concentracion

final de 50 U/ml g posteriormente centrifugado 15 minutos a 1803

x g. La osmolaridad del plasma fue determinada por duplicado

mediante un osmometro de presion de vapor Wescor 5128 C.

Analisis estadístico.

Para determinar la relacion entre la osmolaridad del plasma g

el porcentaje de deshidratacion se realizo el analisis de la

regresion para una funcion lineal. En el experimento 1 se

realizo el analisis de la varianza de un factor para mediciones

repetidas g posteriormente el analisis de la regresion para una

funcion exponencial. En el experimento 2 se realizo el analisis

de la varianza de un factor para muestras independientes y

posteriormente los contrastes entre los distintos tratamientos g
el control mediante el test de Dunnett. En el experimento 3 se

realizo el analisis de la varianza de 2 factores para mediciones



repetidas g posteriormente comparac1onesapareadas.

Resultados

Efecto de la deshidratacion sobre la osmolaridad plasmatica.

La osmolaridad plasmatica de sapos sometidos a desnidratacion

aumento en forma proporcional al PorcentaJe de deshidratac1on

(figura 1). La relac1on obtenida fue:

donde 01 = osmolaridad plasmatica en miliosmoies/kg, D = Z de

deshidratacion (respecto al peso estandard) g a g o son

constantes. La constante a = 240.12 miliosmoles/Hg corre5ponde

al valor homeostatico de la osmolaridad plasmatica mientras que

la consrante b = ó.®ó relaciona el incremento en el porcentaqe

de deshidratacion con el incremento de la osmolaridad

plasmarica. El coefiCiente de regresion de esta funcion fue:

Cambios en la captacion de agua, osmolaridad plasmatica s

permeabilidad durante la rehidratacion (experimento 1).

Se estudiaron los cambios en la captacion de agua, captacion

acumulada de agua. osmolaridad del plasma g permeabilidad de la

piel en un grupo de 1Q sapos deshidratados a un 88.36 +/—8.56%

de su peso estandard.
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Figura 1: Variaciones de la osmolaridad plasmatica

(miliosmoles/kg) en funcion de porcentaJe de deshidratacion

(respecfo al peso estandard) de un grupo de 20 sapos no

anestesiados.
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La captacion acumulada de agua durante la rehidratacion fue

una funcion negativamente acelerada en el tiempo (figura 2a).

Durante las 3 primeras horas de rehidratacion todos los animales

compensaron el deficit inicial de agua. Luego de 180 minutos 1a

captacion acumulada de agua fue de 24.74 +/- 1.41 ml/lüüg de

peso corporal. Por su parte, 1a tasa de captacion de agua

(figura Eb) disminugo significativamente durante 1a

rehidratacion (F 9,99 = 45.75, PíÜ.ÜÜ1). El valor inicial (15

minutos) del fluJo de agua a traves de la piel fue 18.56 +/

1.91 (ml/1BÜg*h) mientras que a los 190 minutos fue 2.78 +/

0.33 (m1/100g*h). En forma semeJante, durante la reh1dratacimn,

1a osmolaridad del plasma (figura 2C) disminugo de 365.2Ü +/

3.38 miliosmoles/kg (Q minutos) a 246.B3 +/- 1.63 miliosmoles/Hg

(189 minutos) (F 9.99 = 199.38, PíB.ÜÜ1}.

Por otra parte. la captaCLon de agua por unidad de gradiente

osmotico disminugo significativamente durante 1a rehidrataCIOn

(F 9,99 = 28.63, Pí@.®@1)(figura 2d). E1 valor al inicio je 1a

rehidratacion (15 minutos) fue 52.68 +/- 6.88 i 1B -3 mientras

que a los 188 minutos fue 1B.99 +/- 1.31 i 10 -3

(ml/1ÜÜg*h*mOsM).

Efectos de AVT,AII g catecolaminas sobre la respuesta

hidrosmotica (experimento 2).

La captacion de agua durante 1a primer hora de rehidratacion

en los grupos ingectados sistemicamente con AVT(lüug/kg), AII

(IÜug/kg) o Salarasina (100 ug/kg) (figura 3) no difirio
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Figura 2: Evolucion de a) captacion acumulada de agua (ml/lüüg)

b) captacion de agua (ml/1089*h), c) osmolaridad plasmatica

(mOSmoles/kg) y d) permeabilidad de 1a interfase medio externo 

medio interno (m1/1009*h*m05mol)durante el Proceso de

rehidratacion (3 horas) en un grupo de 10 sapos. Osmolaridad del

medio externo = B (agua deionizada).
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Figura 3: Captacion de agua a traves de la piel durante la

primer hora de rehidratacion de 4 grupos de sapos ceshidratados

al 80% de su peso estandard. Los grupos fueron ingectados 1Q

minutos antes del comienzo de 1a rehidratacion con C: NaCl 115

mM(control). AVT:Arginina vasotocina 10 ug/kg, AII:

Angiotensina II 10 ug/kg g Sal: Salarasina 100 ug/kg.
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significativamente del grupo control que recibio NaCl 115 mM(F

3,19 = 3.5385).

Por otra parte, la administracion sistemica de un agonista

alfa adrenergico (Metaraminol 5 mg/kg) o beta adrenergico

(Isoproterenol 5 mg/kg) asi comocon un bloqueante alfa

adrenergico (Tolazolina 5 mg/Hg) tampoco produjo cambios

significativos de 1a captacion de agua (figura 4). Sin embargo

la administracion de un bloqueante beta adrenergico (propranolol

2.5 mg/kg) reduJo significativamente la captacion de agua

durante 1a primera hora de rehidratacion. En este grupo el

descenso de 1a captacion de agua respecto del grupo control

administrado con NaCl 115 mMfue del 61.942 (PíÜ.Ül).

Efectos de la osmolaridad del medio externo sobre la captacion

de agua durante la rehidratacion (experimento 3).

La captacion acumulada de agua de un grupo de 12 sapos

deshidratados a un 79.86 +/- 1.14 Z de su peso estandard g

rehidratados durante 3 horas en NaCl 115 mMno presento

diferencias significativas respecto al grupo control (peso
estandard inicial 80.36 +/- 8.56) rehidratado en agua destilada

(figura 5). E1 gradiente osmotico transepitelial al comienzode

1a rehidratacion fue de 138.2 miliosmoles/kg para el grupo

rehidratado en NaCl 115 mM,mientras que para el grupo control

rehidratado en agua fue de 365.19 miliosmoles/kg.

A diferencia de estos resultados, la captaCion acumulada de

agua de un grupo de ó animales (peso estandard al comienzo de 1a
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Figura 4: Cambios en 1a captacion de agua a traves de la piel

durante la rehidratacion en 5 grupos de sapos deshidratados a1

BÜZde su peso estandard. C: NaCl 115 mn. Met: Metaraminol 5

mg/kg, T01: Tolazolina 5 mg/kg, Iso= Isoproterenol 5 mg/kg y

Pro: propranolol 2.5 mg/kg. ** P{@.01.
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clorhidrato de amilorida 1 mM(n=ó) g sacarosa 230 mM(n=ó).
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rehidratacion = 8Q.ó4 +/- 8.33) rehidratados en NaCl 115 mM+

clorhidrato de amilorida 1 mm,fue significativamente menor,

durante toda 1a rehidratacion que la de los grupos control g

NaCl 115 mM.El gradiente osmotico transepitelial del grupo NaCl

115 + Amilorida fue al comienzo de la rehidratacion de 133.5Ü

miliosmoles/kg. Resultados semeJantes a los del grupo precedente

se obtuvieron con un grupo de ó animales rehidratados en

sacarosa 230 mM.En este grupo el peso estandard al inicio de la

rehidratacion fue del 81.17 +/- Ü.7ó Z g el gradiente osmotico

transepitelial de 13@.28miliosmoles/kg.

Discusion

Los resultados presentados anteriormente muestran que la tasa

de captacion de agua durante la rehidrataCion depende del fluJo

hidrosmotico g natriferico de agua g de la permeabilidad de la

interfase medio interno-externo. Esta ultima variable esta bajo

control del sistema beta adrenergico g covaria con la

osmolaridad del medio interno.

La relacion entre el flujo hidrosmotico de agua g el gradiente

osmotico transepitelial resulta evidente al comparar los

resultados obtenidos en los grupos rehidratados en agua

destilada g en sacarosa 230 mM.Sin embargo, 1a presencia de un

flujo de agua proporcional al gradiente osmotico transepitelial
no explica los resultados obtenidos en el grupo rehidratado en

NaCl 115 mM.
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Unahipotesis alternativa a un flujo exclusivamente

hidrosmotico es la presencia de un flujo natriferico de agua

durante la rehidratacion en un medio con oferta de Na+. Esta

hipotesis esta respaldada por varias evidencias. En primer

lugar, la captacion de agua a traves de la piel no difiere entre

animales rehidratados en agua o en NaCl 115 mMa pesar de

existir una marcada diferencia en el gradiente osmoti:o

transepitelial entre ambosgrupos. Ademas, la captacion de agua

de animales rehidratados en NaCl 115 cae drasticamente al

bloquear los canales de Na+mediante el agregado de clorhidrato

de amilorida al medio.

Estos resultados son coincidentes con los obtenidos en

animales hidratados sometidos a una reduccion del gradiente

osmotico (capitulo III) g sugieren que Bufo arenarum posee la

capacidad de recurrir a un fluJo natriferico de agua en

condiciones de gradiente osmotico reducido.

Por otra parte, la reduccion en aproximadamente un 25% del

gradiente osmotico transepitelial durante la rehidratacion
resulta insuficiente para explicar un descenso del 85%en la

captacion de agua a traves de la piel. Esta observacion resulta

evidente al calcularse la captacion de agua por unidad de

gradiente osmotico, cociente que disminuye aproximadamente un

75%durante la rehidratacion.

Las variaciones en la permeabilidad de la interfase medio

interno - medio externo durante la rehidratacion plantean el

interrogante acerca de cual es el mecanismode control actuante.

Los resultados obtenidos con AVTg AII sugieren que estas
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hormonasno participarian de dicho control. La posibilidad de un

control adrenergico de la permeabilidad de la piel fue discutida

precedentemente en el capitulo II g los resultados obtenidos en

el presente capitulo son consistentes con dicha hipotesis. El

incremento de la permeabilidad de sapos hidratados por la

administracion del agonista beta adrenergico isoproterenol
(capitulo II) tuvo su contraparte al observarse una reduccion de

la misma en animales deshidratados por accion de un bloqueante

beta adrenergico (propranolol). Este resultado es el esperado

para el caso de un control beta adrenergico de la permeabilidad

ga que en animales deshidratados la estimulacion beta

adrenergica endogena seria maxima, mientras que en animales

hidratados esta seria minima.

Los resultados obtenidos no excluyen la posibilidad que los

cambios en la captacion de agua sean producto de una accion beta

adrenergica sobre la vasculatura del parche pelvico. En tal

sentido, los cambios observados pueden ser el resultado de una

reduccion del Lpd g/o de cambios en la perfusion vascular del

parche pelvico (Mahang& Parsons, 1979) a traves del cual los

anfibios captan agua el 90% del agua (McClanaham & Baldwin,

1969). Por tal motivo en el presente capitulo se opto por

definir un parametro equivalente a captacion de agua por unidad

de gradiente osmotico en vez de utilizar el Lpd. Este cociente

es un indice de la permeabilidad de la interfase entre el medio

interno g el medio externo g contempla tanto los cambios en la

permeabilidad de la epidermis comolos cambios circulatorios

producidos durante la rehidratacion.
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Un ultimo punto a discutir es si los cambios en la

permeabilidad son funcion de alguna variable del medio interno.

En la figura ó se presentan los resultados obtenidos en el grupo

de animales rehidratados en agua graficandose la permeabilidad

en funcion del peso estandard. Se observa una correlacion entre

ambos parametros que sugiere una posible relacion funcional

entre ambas variables. Dicha relacion predice con un buen ajuste

1a captacion de agua de animales sometidos a distintos

porcentajes de deshidratacion rehidratandose en medios de

concentraciones variables.

Estos resultados sugieren que la permeabilidad de 1a interfase

medio interno medio externo seria una funcion del error del

medio interno (osmolaridad plasmatica), modulada por el sistema

beta adrenergico. La variacion continua de la permeabilidad de

la interfase medio interno medio externo durante la

rehidratacion constituye otra evidencia indirecta que apogaria,

por la rapidez de dicho ajuste, 1a participacion de mecanismos

neurogenicos.
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Figura ó: Variacion de 1a permeabilidad de la interfase medio

interno - medio externo (ml/1009*h*müsmol) en funcion del peso

estandard (100
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animales totalmente hidratados con la vejiga

El analisis de 1a regresion para los valores presentados

en el grafico presento un meJor ajuste (r2=0.56) a la siguiente

funcion: Y = ó7@6.1 * e ( -Ü.ÜS9 * X),

permeabilidad de 1a

donde Y es la

interfase g X es el pesa standard.
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Capitulo V

Sensibilidad cutanea a soluciones de electrolitos.

Introduccion.

Los receptores cutaneos g sus fibras nerviosas aferentes

constituyen una via espacialmente organizada para informar al

sistema nervioso central acerca de la naturaleza de los

fenomenos que ocurren en, o sobre la piel.

En 1a piel de anfibios anuros se ha demostrado la existencia

de mecanoreceptores (Catton, 1958; 1976), termoreceptores

(Spray. 1974; 1976) g nociceptores (Adrian. 1926; 1931; 1932;

Hogg. 1935: Naruhashi et a1, 1952: Dodt, 1954; Catton, 1958;

Spray. 1976).

En relacion con la quimiorecepcion. esta sensibilidad se

encuentra ampliamente desarrollada en la cavidad bucal de los

anfibios (Sato, 1976) g en la piel de peces (Katsuki, 1969;

Atama, 1971). Sin embargo, solo se ha reportado un caso en la

piel de anfibios que involucra al organo de la linea lateral de

Xenopuslaevis. Esta especie detecta la concentracion salina del

medio externo, siendo sensible a soluciones de NaCl, RC1, CaClE

y NauGlutamato g a la remocion o lavado de las mismas con agua

destilada (Onoda et al, 1970). No se conoce hasta el presente la

existencia de quimioreceptores en la piel de anfibios anuros de
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vida adulta terrestre.

Teniendo en cuenta que en los anfibios el fIUJD hidrosmotico

depende del gradiente osmotico entre el medio interno y el medio

externo g que el flujo natriferico depende de 1a presencia de

sodio en el medio externo resultaría adaptativo para estas

especies Poseer 1a capacidad de discriminar la Presencia de

sodio H/o la concentracion osmotica en el medio externo.

Por otra parte. comose discutio anteriormente, los cambios en

la permeabilidad de 1a piel de Bufo arenarum desencadenados por

cambios de 1a concentracion del medio externo y en ausencia de

variaciones del medio interno (capitulo III) requieren 1a

presencia de algun mecanismo de deteccion de dicho cambio.

El obJetivo del presente capitulo sera estudiar la capacidad
de deteccion de cambios en la concentracion de electrolitos del

medio externo por la piel del anfibio anuro Bufo arenarum.

Materiales y metodos

Animales

Se utilizaron sapos machos de la especie Bufo arenarum que

pesaban entre 10mg 150 gramos. Los animales fueron mantenidos

durante las dos semanas previas a los experimentos en Jaulas de

30 X 2Q X 2Q cm con libre acceso a una fuente de agua. Durante

este periodo recibieron alimentacion fo‘zada una vez por semana.
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Experimentos “in vivo“.

Se estudiaron las variaciones en el tiempo de latencia del

refleJo flexor de los miembrosposteriores de sapos

descerebrados ante la estimulacion con distintas concentraciones
de soluciones de NaCl.

La lesion cerebral se realizo mediante un trocar, penetrandose

a1 espacio raquideo a la altura de la region cervical g

destrugendose posteriormente el cerebro anterior g medio. Luego

de la lesion los animales fueron deJados en reposo durante óÜ

minutos, (tiempo de recuperacion del "shock" espinal).

Durante el experimento los animales permanecieron suspendidos

por la region anterior del craneo. La estimulacion de la pata se

realizo descendiendo al animal e introduciendo la misma en un

recipiente que contenia agua destilada o soluciones de distinta

concentracion de NaCl. Cada pata fue sumergida, previamente a la

estimulacion con NaCl, en agua destilada durante 45 segundos. En

ninguno de los casos se observo la retraccion del miembro

posterior ante este procedimiento o en forma espontanea. A

continuacion se reemplazo el agua destilada por la

correspondiente solucion de NaCl. Cada animal fue sometido a lÜ

ensagos para cada concentracion. probandose en forma alternada

la pata izquierda g la derecha. Los ensayos en los que no se

observo la respuesta durante los 45 segundos de estimulacion

fueron considerados negativos. Inmediatamente despues de la

retraccion del miembro o luego de 45 segundos de estimulacion

para los ensagos negativos la solucion de NaCl fue nuevamente
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reemplazada por agua destilada. Cada animal fue ensagado con

soluciones de NaCl Ü.E, G.3, Ü.4, G.5, Ü.ó, Ü.7, 9.8, 8.9 g 1

molar.

La temperatura ambiente asi como la de las soluciones

empleadas fue en todos los experimentos de 20€.

Analisis estadístico.

Los resultados se erresan comotiempo de latencia (segundos)

del refleJo flexor del miembroestimulado. La comparacion entre

las distintas concentraciones se realizo a traves del analisis

de 1a varianza de un factor para mediciones repetidas. A su vez,

para determinar la relacion entre la variable dependiente y la

independiente se realizo el analisis de la regresion para las

funciones lineal, logaritmica g exponencial.

Experimentos "in vitro".

Se estudiaron las cambios en la frecuencia de potenc1a1es de

accion registrados en una preparacion de piel aislada con su

correspondiente inervacion ante 1a estimulacion con distintas
concentraciones de soluciones de NaCl.

Los animales fueron sacrificados por destruccion del encefalo

9 medula. Posteriormente se procedio a disecar la rama cruris

lateralis del nervio peroneal (figura 1) Junto con un parche de

piel de unos 1Q-15 cmZde la region postero-externa de la pata

posterior. En algunos experimentos tambien se diseco la rama



N. ísvhiml."ha ______ :'

M. gmc. min.
_ __.—WM. iliufi‘r.

M. al'm'. IIIIIJ_ ‘_- 1,3. ‘ ‘l ” ‘ H 7", N. [II'I'IHN'IIH

M. semimcmbru/" ’ . . _...._._—JLÏïhc. “Mi.
. . . /—‘.

N. tlblnlls’" _.._.1L cut. nur. Int.

1L II!(\fIth]ll‘i-*“”'I ' ' . =-- " NR. ("HL('rur.
N. tihinl. ' ‘ punt,

R. cut. cmrr/‘V ———7.‘Ii.FlllH‘I‘liv,
med. sul». N. hlnn .

M “b pml —-»-—.M. ¡xlunL lung,

Bácul. crur.'—’_“ ‘
mm]. inf.

—»\’I'o||(l:v Achill,
R. prof. N. lili." - «v _

____A__.4K. Hul n uuu 'ot,
IL.cut. tiln-mnrgxw >-——-—" "" llnmlzr' l

R. (“HLplant." _ ___/..\l. plant. ¡mi
1.1L

R. cul, plnnlx", 4‘ -- A——_.V.. 1L Hvx. suport".
et ¡Inrni pm], (liga,

»—«nM. |r:|un\'. plant.
VI'('\'.Prunhnll.’ ¡

\\\I. lrnnav.phlul
ulinl.

Figura 1: Esquema de la inervacion del miembro posterior“ de un

anfibio anur‘o mostrando la rama cutanea cr‘ur‘is lateralis del

nervio peroneal. Tornadode Anatomia des Froshes (Gaupp, 1896).
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cutanea femoralis medialis con la porcion de piel inervada por

esta. La diseccion del nervio se realizo baJo lupa binocular g

se separo el paquete vascular que acompana al nervio asi comoel

perineuro que lo recubre. La preparacion de piel g nervio ga

aislada fue lavada 2 veces en solucion Ringer de la siguiente

conposicion NaCl 115mm, KCl 2.4mM. P04HNa2 3.6mM, P04H2Na 0.4mM,

CaClE 0.5mM g glucosa 2mme inmediatamente montada a modo de

diafragma en un dispositivo de plexiglas. El nervio

(aproximadamente 10-15 mmde largo) fue montado sobre un par de

electrodos reversibles de Ag-AgCl de 0.4 mmde diametro g el

conjunto fue cubierto con aceite mineral. E1 sistema soporte de

1a piel Junto con el electrodo fueron colocados en un

micromanipulador Leitz-Netzlar con el cual se hizo descender la

preparacion sobre una capsula de pIEHiglas de 25 mmde diametro

g 20 mmde altura. La capsula fue llenada alternativamente con

agua destilada o 1a solucion de NaCl a probar mediante dos

Jeringas de 1Q m1 conectadas a una llave de 3 vias.

La actividad electrica del nervio fue amplificada mediante un

preamplificador Tektronix 122. La frecuencia de descargas del

nervio fue cuantificada con un contador digital de pulsos. En

todos los experimentos se realizo un registro directo de 1a

actividad electrica mediante un osciloscopio Tektronix 5103 N g

un poligrafo Grass modelo 7.

El procedimiento experimental seguido fue el siguiente. En

primer lugar se determino 1a frecuencia de descargas del nervio

al estimular la piel con agua destilada. Esta fase duro 45

segundos g la actividad electrica registrada fue tomada como
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actividad basal de la preparacion (mecanoreceptores, receptores

de dolor, termoreceptores). A continuacion, el agua destilada

fue reemplazada por la solucion de NaCl a ensayar registrandose

la actividad electrica durante 45 segundos. Finalmente la

solucion de NaCl fue nuevamente reemplazada por agua destilada

registrandose la actividad por otro periodo de 45 segundos. Este

procedimiento fue repetido en la mismapreparacion

aproximadamente cada 15 minutos. ensayandose soluciones de NaCl

8.2, 0.4, G.6, B.B y 1M. La preparacion de piel y nervio mantuvo

la actividad electrica durante 3 - 4 horas. siendo durante dicho

periodo sensible a estimulacion mecanica y termica.

La temperatura ambiente asi como la de las soluciones

ensagadas fue en todos los casos de EQ C.

Analisis estadístico.

Se adopto la denominacion de respuesta "on" a la producida por

la aplicacion de NaCl. g respuesta "off" a la producida por el

lavado con agua destilada luego de la estimulacion con NaCl.
IIPara cuantificar la respuesta on" se determino la frecuencia

de descargas para intervalos de 5 segundos a partir del momento

de 1a aplicacion del estimulo. tomandose el intervalo donde la

frecuenc1a (descargas/segundo) fue mayor. En todos los casos la

mayor frecuencia de descargas se produJo en el intervalo 5-10 o

IÜ-IS segundos. Con relacion a la respuesta "off", debido a 1a

menor duracion de la misma (4-5 segundos), se determino la

frecuencia de descargas para intervalos de 1 segundo a partir
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del momentode aplicacion del agua destilada. A1 igual que para

1a respuesta "on" se tomo el intervalo de mayor frecuencia de

descargas.

Los resultados se expresan como incremento de 1a actividad

electrica basal (media +/- error estandard de 1a media). La

actividad electrica basal correspondio a 1a frecuencia de

descargas registadas en el nervio a1 estimular el parche de piel

con agua destilada a 2m C g el valor de 1a misma fue de 4.1 +/

1.7 descargas/seg (media +/- desviacion estandard, n=8B). Este

criterio fue adoptado debido a las diferencias de actividad

electrica observadas entre preparaciones g dentro de una misma

preparacion en el transcurso del experimento.

La relacion entre el incremento en la frecuencia de descargas s

1a concentracion del estimulo se determino mediante el analisis

de 1a regresion para una funcion lineal. logaritmica y

exponencial.

Resultados experimentales.

Experimentos "in vivo".

La estimulacion de 1a piel del miembro posterior con

soluciones de NaCl G.2 a 1 molar produJo la retraccion del mismo

(respuesta "on"). La concentracion umbral a partir de la cual se

observo 1a respuesta vario entre individuos. Los umbrales

observados fueron Ü.3M (n=1), Ü.4 M (n=É), Ü.5 M (n=4) y 0.6 M



(n=ó). Por otra parte, la latencia de la respuesta para la

concentracion umbral fue tambien variable entre animales

obteniendose valores de 10.1 a 26.7 segundos.

El tiempo de latencia de la respuesta on“ disminugo al

aumentar la concentracion de la solucion de NaCl (F 5,30 =

14.09, PíÜ.BÜl)(figura 2). Dicha disminucion presento un mejor

ajuste a una funcion exponencial (rÉ=Ü.59) que a una funcion

lineal (r2=Ü.4ó) o logaritmica (r2=Ü.5@). La relacion obtenida

entre tiempo de latencia g concentracion de NaCl sobre la piel

fue:

L = 41.31 i e (-2.56 * C)

donde L es el tiempo de latencia en segundos del reflejo fleHor

del miembro estimulado g C es la concentracion molar de NaCl.

El lavado con agua destilada de la pata previamente estimulada

con soluciones de NaCl produjo la retraccion de la misma

(respuesta "off"). Esta respuesta tuvo tiempos de latencia

menores de 2 segundos, su duracion fue de pocos segundos g la

posterior aplicacion de agua destilada no logro evocarla. La

respuesta "off" se presento incluso luego de estimular la pata

con concentraciones subumbrales de NaCl. (tabla I). Los umbrales

observados para la respuesta "off" fueron (concentracion de NaCl

aplicada previamente a1 lavado) 0.2 M (n=2), Ü.3 M (n=4) g Ü.4 H

(n=3).

Experimentos "in vitro".

La estimulacion de un parche de piel aislada con soluciones de
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animales. En abcisas concentracion molar de NaCl.
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NaCl "on" "off"

0.2 0/8 1/8

0.3 1/8 5/8

0.4 3/8 8/8

8.5 7/8 8/8

Ü.ó 8/8 8/8

0.7 8/8 8/8

0.8 8/8 8/8

8.9 8/8 8/8

1.8 8/8 8/8

Tabla I: Concentraciones de NaCl g cantidad de animales que

presentaron la respuesta on g "off" para cada concentracion.

Los datos corresponden a los experimentos con animales

descerebrados (in vivo).



distinta concentracion de NaCl produJo un aumento en la

frecuencia de descargas registradas en el nervio (respuesta

"on"). El aumento de la frecuenc1a de descargas se presento

entre E 9 4 segundos despues de 1a aplicacion del estimulo g

alcanzo los valores maximos durante los primeros 15 segundos

mostrando posteriormente una lenta acomodacion sin retornar a

los valores basales (figura 3). La menor concentracion de NaCl

que produJo un incremento significativo de 1a actividad

electrica del nervio fue G.4 M(2.2 veces la actividad basal),

mientras que para concentraciones de NaCl 1 Mse obtuvieron

aumentos de la actividad electrica del nervio de 25.3 veces

(PiB.ÜÜl). La intensidad de 1a respuesta on fue proporcional a

1a concentraCion de la solucion con que se estimulo la piel

(figura 4). El incremento de la frecuencia de descargas a1

aumentar 1a concentracion de NaCl con que se estimulo la piel

presento un mejor ajuste a una funcion exponencial (r3=Ü.93) que

a una funcion lineal (r2=@.7B) o logaritmica (r2=Ü.óE). La

relacion obtenida fue:

I = Ü.38 * e (4.23 * C)

donde I es el incremento de 1a actividad electrica en el nervio

luego de la estimulacion con NaCl g C es la concentracion molar

de NaCl.

El lavado de 1a piel con agua destilada luego de la

estimulacion con soluciones de NaCl produjo un marcado aumento

de 1a frecuencia de descargas en el nervio (respuesta "off").

Este aumento se produJo durante los primeros dos segundos

posteriores a1 lavado con agua destilada y duro aproximadamente



12M

“A. L J. a .L n . . 
,l n 1,.“- n‘r‘ l 1‘

A . . . J‘ L v ¡“al U. . tu ¡.LL‘ L | A.) 1. ¿A ¿11.1.4 2.. 1 ¡J L “r \_W,w, rqun.nw¡wu,p‘11.v‘ 'H r ‘w m#

NGCl QGP4

1
4k“.

¡

‘y

NQCIQBM

l ,..¡‘ '_
num»+hwum%figfifififiw%wtm“%l

NGCI1M

..
l—-l

1seg

Figura 3: Registros poligvaficos de la actividad electrica de la

rama cutanea cruris lateralis del nervio peroneal durante 1a

respuesta "on". a) Actividad electrica basal (estimulacion con

agua destilada), b) NaCl Ü.ó M, C) NaCl G.8 M, d) NaCl 1 M. Las

flechas indican el momentode aplicacion del estimulo.
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Figura 4: Frecuencia de deecarga (espigefi/seg) de la rama

cutanea cruris lateralis al estimular 1a piel con eoluciones de

NaCl (parte superior del grafico) 9 al remover el NaCl (parte

inferior del grafico). Los valores corresponden al cociente

entre la frecuencia maximade la reepuesta (on o off) u la

frecuencia basal (estimulacion con agua destilada previamente a

la estimulacion con NaCl). Cada barra corresponde a 1a media +/—

error estandard de 8 preparaciones.



5 segundos. mostrando una rapida acomodacion hasta volver a los

valores basales (figura 5). El incremento de actividad electrica

del nervio durante la respuesta "off". luego de la estimulacion

con NaCl Ü.4 M fue de 11.8 veces (PiÜ.ÜÜ1). Por su parte, el

aumento de la frecuencia basal al "lavar" NaCl 1 M fue de 82.8

veces (PíÜ.ÜÜl). La respuesta "off" fue proporcional a la

concentracion de NaCl con que se estimulo previamente a la piel

(figura IV 5) mostrando la relacion entre la variable

dependiente g la independiente un meJor ajuste a una funcion

exponencial (r2=Ü.85) que a una funcion lineal (r2=Ü.71) o

logaritmica (r2=Ü.58). La relacion obtenida fue:

I = Ü.B9 * e (4.69 * C)

donde I es el incremento de la actividad electrica luego del

lavado con agua destilada g C es 1a concentracion molar de NaCl

con que se estimulo la piel previamente al lavado.

Discusion

Los resultados obtenidos tanto con animales descerebrados ("in

vivo") como con una preparacion de piel aislada con su

correspondiente inervacion (“in vitro") son consistentes con la

hipotesis de la existencia de una sensibilidad cutanea a
soluciones de electrolitos en Bufo arenarum.

La presencia de una sensibilidad cutanea esta avalada por

varias evidencias. En primer lugar, la estimulacion de los

miembros posteriores de sapos descerebrados con soluciones de
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Figura 5: Registro poligrafico de 1a actividad electrica en 1a
rama cutanea cruris lateralis del nervio peroneal durante la

respuesta "off" luego de estimular 1a piel con a) NaCl 0.6 M, b)

NaCl Ü.B M. C) NaCl 1 M. Las flechas indican el momento de 1a

remocion del NaCl (lavado).
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NaCl produce una respuesta flexora cuga latencia es funcion de

la concentracion del estimulo. Esta respuesta "in vivo" tiene su

correlato neurofisiologico al observarse "in vitro" un

incremento en 1a frecuencia de descargas que es proporcional a

1a concentracion de NaCl. En forma semejante. la respuesta "off"

que presentan los animales descerebrados, tiene su correlato

neurofisiologico a1 observarse un aumento en la frecuencia de

descargas "in vitro" al lavar con agua 1a piel previamente

estimulada. La respuesta "off" en los experimentos "in vitro" es

proporcional a la concentracion de NaCl con que se estimula

previamente 1a piel y. para todas las concentraciones ensagadas,

el aumento de la frecuencia de descargas en la respuesta "off"

es mayor que para la respuesta "on". Por ultimo, la respuesta a

1a estimulacion con NaCl 9 a la remocion del estimulo se

registran en distintos nervios cutaneos (rama cutanea cruris

lateralis del nervio peroneal. rama cutanea femoralis medialis)

sugiriendo que dicha sensibilidad esta distribuida ampliamente

en 1a piel.

Respecto al estimulo adecuado que actua sobre 1a piel, la

estimulacion con distintas sales que incluyeron, aniones y

cationes mono g bivalentes (NaCl, KCl, LiCl. NI, CaClZ, M9012,

SO4Na2g SO4Mg)y un cation organico (cloruro de colina) produjo

respuestas "on" g "off" tanto "in vivo“ como "in vitro" con

umbrales de Ü.4 - 0.6 molar. Sin embargo tambien se obtuvieron

respuestas con urea (0.8 molar) g en algunos experimentos se

observo una respuesta a altas concentraciones de sacarosa (1-2

molar). Estos resultados plantean el interrogante acerca de si



los quimioreceptores descriptos responden a cambios de la

osmolaridad o de la concentracion de electrolitos del medio.

La existencia de una respuesta a la remocion del estimulo fue

descripta previamente por Konishi (1966) en receptores palatales

de la carpa (Cgprinus carpio L.) sensibles a soluciones

hipotonicas de electrolitos g por Onodaet al (197%)en

receptores cutaneos de Xenopuslaevis sensibles a soluciones

hipertonicas. Este ultimo eJemplo es el unico caso de

quimiorecepcion cutanea descripto en anfibios e involucra al

organo de la linea lateral. Los anfibios anuros de vida

terrestre no conservan el organo de la linea lateral luego de la

metamorfosis (Russell. 1976). Por tal motivo, la sensibilidad

observada en Bufo arenarum a pesar de ser semejante a la

descripta en Xenopuslaevis en lo que refiere a estimulo

adecuado g respuesta a la remocion del estimulo no involucraria

las mismasestructuras.

En la epidermis de anfibios (generos Bufo y Rana) se han

descripto terminaciones nerviosas amielinicas libres

provenientes del plexo subepidermico que se ramifican

profusamente en el stratum basale g en menor grado en el stratum

granulosum (Whitear, 1955; 1974a; 1974b) g que se postula

podrian ser elementos de transduccion de varios estímulos.

constituir el sustrato morfologicoDichas terminaciones podrian

de 1a sensibilidad descripta si bien esta seria una hipotesis a
contrastar en futuros estudios.

HI



VI. Conclusiones.

En el presente trabajo se ha estudiado el control del balance

acuoso en el anfibio anuro Bufo arenamun bajo 3 situaciones

experimentales: a) Sapos en estado estacionario de captacion de

agua g produccion de orina sometidos a tratamientos

farmacologicos con AVT,AII, catecolaminas g agonistas g

antagonistas alfa g beta adrenergicos, b) Sapos en estado

estacionario de captacion de agua g produccion de orina

sometidos a una reduccion del gradiente osmotico transepitelial,

g c) sapos rehidratandose sometidos a tratamientos

farmacologicos con AVT,AII. catecolaminas g agonistas g

antagonistas alfa g beta adrenergicos, g a la reduccion del

gradiente osmoticotransepitelial.
Los resultados obtenidos en las 3 situaciones experimentales

muestran que en el control del balance acuoso de Bufo arenarum

estan involucrados conponentes neuroendocrinos g neurogenicos, g

que estos componentes actuan tanto ante cambios del medio

interno del animal (respuestas retroalimentadas) comoante

cambios del medio externo del animal (respuestas

antealimentadas)(figura 1).
Las principales conclusiones que se desprenden de los

resultados obtenidos son:

AVTactua modificando 1a permeabilidad de los Epitelios

involucrados en los procesos reabsorcion de agua (tubulo

colector de rinon g vejiga urinaria) pero en concentraciones

"fisiologicas" no produce cambios detectables en 1a
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permeabilidad de la Piel.

El sistema nervioso participa activamente en el control de la

permeabilidad de los epitelios involucrados en el balance

acuoso. Esta participacion parece ser principalmente importante

en el control de la captacion de agua a traves de la piel, 1a

cual es estimulada por efectores beta adrenergicos.

A diferencia de otros grupos de vertebrados, en esta especie

de anfibios. AII no esta involucrada en la conducta de ingesta

de agua.

La modificacion del medio externo sin que medien variaciones

detectables del medio interno produce cambios en la

permeabilidad de los epitelios. Estos cambios incluyen:

antidiuresis renal (mediada por AVT)g aumentos del Lpd g del

flujo natriferico de agua (mediados probablemente por el sistema

adrenergico). En relacion con este punto. Bufo arenarum posee

una quimiorecepcion cutanea que podria estar involucrada en las
r

respuestas antealimentadas descriptas.



128

|_I'

NG P
S N g MI am

‘ NE : R_V

Figura 1: En el diagrama de bloques se muestran los principales

subsistemas, componentese interacciones que participan en el

control del balance acuoso.en Bufo arenarum. MI: medio interno.

NE: componentes neuroendocrinos. NG: componentes neurogenicos,

Oi: osmolaridad interna. Oe: osmolaridad externa, P: piel, R:

valor de referencia de la osmolaridad del medio interno, RE:

receptores externos (quimioreceptores). RI: receptores internos
(osmoreceptores), R-V: rinon g vejiga, SN: sistema nervioso.
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