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SUMMARY

The hydrosmotic effeet of epinephrine (E), vasopressin (VP) and angiotensin IT
(AT) were measured gravimetrically in untreated and phentolamine —or propranolol—
treated toad skin. The existence of autoinhibition for high doses of E, previously re-
ported to exist in frog skin, was confirmed in toad skin in the present series of expe-
riments. Beta-adrenergic blocking agents significantly inhibit the hydrosmotie effect
of submaximal doses of E, but it was found that, in contrast to previous reports, phen-
tolamine also blocks such effects. No explanation exists as yet for this observation. Neither
alpha-nor beta-blockers affect the response to VP or AT, showing that different receptors
exist in toad skin for catecholamine and peptide hormones.

La piel del sapo, tejido que transporta activamente sodio y pasivamente
agua, es sensible a diversos agentes hormonales como los polipéptidos neuro-
hipofisiarios (vasopresina y ocitocina), catecolaminas (Jard, 1971) y angio-
tensina II (Coviello, 1972).

Existe evidencia sobre la existencia de receptores alfa y beta adrenérgi-
cos en la piel de rana (Rajerison y col., 1972) individualizables por el uso
de bloqueadores especificos: fentolamina y fenoxibenzamina para los alfa y
propanolol para los beta. Segin Kunos y Nickerson (1976), diversos facto-
res como la temperatura posibilitarian la interconversién de estos recepto-
res. Las diversas especies de anfibios presentan diferencias en los receptores

alfa y beta (Watlington 1968, Jard 1971).

(*) Auxiliar Docente de Primera y (**) Miembro de la Carrera del Investigador
Cientifico del Consejo Nacional de Investigaciones Clentfficas y Técnicas.
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Bl objeto del presente estudio fue demostrar su existencia en la piel
aislada del sapo Bufo arcnarum y obtener evidencia sobre el posible efecto
de los blogqueadores alfa v beta en la respuesta hidrosmdtica de la angioten-
sina Il ¥ vasopresina.

METODO

Se usaron sapos Bufo aremaruwm de ambos sexos mantenidos en agua
corriente la moche previa a los experimentos, los que fueron realizados du-
rante el verano a temperatura ambiente regulada a 24°C. Los animales fue-
ron inmovilizados por destruceion medular y la piel ventral disecada.

Para la medicién de la permeabilidad osmdtica (Posm) se usd el méfo-
do gravimétrico. Tres porciones de piel proxima fueran atadas al extremo
de un tubo quedando la dermis hacia afuera. El interior del compartimien-
to asi formado fue llenado eon 1ml de Ringer diluido 1/5 v la preparacion
sumergida en un bafio de 10ml de Ringer isoténico en el cual se hizo bur-
bujear aire (Figura 1). Después de un periodo de equilibracion de una hora
en el enal ambos bafos fueron cambiados dos veces se procedié a realizar un
primer perfodo de 20 minutos midiéndose en una de las preparaciones el
efecto de un bloqueador adrenérgico v en las restantes la permeabilidad
hasal. En un segundo perfodo de la misma duracién, después de cambiar los
banos, nna preparacion se mantuvo en Ringer como control (tubo 1), a otra
se le cambié Ringer mas la hormona (tubo 2) ¥ a la tercera (tubo 3), so-
metida desde el perfodo precedente a la aceion del blogueador, nn nueve
hafio con bloqueador mas hormona. De esta manera se pudo disponer de un
doble control en el perfodo experimental y medir, en el primer perfodo, e!
posible efecto del blogueador sobre la permeabilidad basal.

Todas las drogas fueron agregadas al lado dérmico. Los resultados fne-
ron expresados en mg. em 2 h'l como la media y su error standard, siendo
la superficie de piel utilizada 1,54 em®, El efecto medio de la hormona con
(tubo 3) ¥ sin inhibidor (tubo 2) fue obtenido de la doble diferencia entre
¢l periodo experimental y su control y la variacién espontinea de la per-
meabilidad registrada en el restante (tubo 1). La significacion estadistics
de los efectos medios y sus diferencias fue obtenida mediante un test de ““t7
para muestras pareadas.

La solueion de ringer contenia CINa 90mM, CO;HNa 25 mM, CIK 3 mM,
(1Ca. 1mM, SO,Mg 0,5mM y PO,H.K 0,5mM. El pH fue ajustado a 74 5
la presién osmoética a 220 mOsm/kg.

DROGAS

Se usé angiotensina 11 (5-Val-Hypertensin-l-amide CIBA), vasopre-
sina (Pitressin PARKE DAVIS), adrenalina (MERCK) y como bloqueador
alfa adrenérgico clorhidrato de fentolamina (Regitina CIBA) mientras que
como bloqueador beta se usé propanolol (Noloten BETA).
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RESULTADOS

En la figura 2 se muestra una curva dosis—respuesta a la adrenalina
realizada durante el verano. Las dosis minimas se encuentran entre 109 y
10-8 M siendo la diferencia entre esta tltima y la de 107 M estadisticamente
significativa. A partir de 10-? M una dosis superior produce un efecto menor,
llamado por Jard (1971) autoinhibicién y descripto en la piel de rana (DBas-
tide y Jard 1968). En la figura 3 se observa cue el bloqueador alfa (feu-
tolamina) reduce significativamente (65 %) en dosis equimolares (105 M)
la respuesta a una dosis supramaxima de adrenalina. En la misma figura
puede observarse que esta dosis de fentolamina no afecta la respuesta a una
dosis de angiotensina II 50 veces menor ni a otra 500 veces menor de va.
sopresina.

Esta inhibicién obtenida con el bloqueador alfa con dosis supremaximas
de adrenalina difiere de los datos de Bastide y Jard (1968) y Rajerison y
col. (1972) por lo cual se procedié a realizar experimentos con el bloquea-
dor beta, propanolol. La figura 4 muestra que el propanolol en dosis de
105 M, sin efecto per se¢ sobre la permeabilidad basal, anula el efecto de
una dosis equimolar de adrenalina (supraméxima), mientras que no afecta a
la angiotensina IT y la vasopresina en dosis 200 y 2000 veces mayores respee-
tivamente.

DISCUSION

Los presentes experimentos muestran una accion inhibitoria de ambos
bloqueadores (alfa y beta) sobre la respuesta hidrosmética a la adrenalina
resultado en si contradictorio y en oposicién a los encontrados —entre otros-—
por Rajerison y col. (1972), para quienes la catecolaminas tienen una accién
estimulante (receptores beta) y otra inhibitoria (receptores alfa) sobre Ia
enzima adenilatociclasa, mediadora de los efectos sobre la permeabilidad.

En otras preparaciones (iitero, oviductos de rata y conejillos de la In-
dia), la fentolamina podria producir efectos secundarios debido a la libera.
¢ion de las prostaglandinas (M. Gimeno y col. 1974). Como en la piel del
sapo la prostaglandina E, inhibe la adenilatociclasa, la aceidn bloqueadora
sobre el efecto alfa de la adremalina quedaria enmascarada. Sin embargo, es-
ta accién secundaria de la fentolamina deberia bloquear también la respuesta
a la vasopresina y a la angiotensina II ya que el efecto hidrosmético de
estas hormonas en piel es inhibido por la PGE; (Coviello y col. 1975).

Los presentes resultados muestran el efecto de autoinhibicion de dosis
supramiximas de adrenalina sobre la permeabilidad osmética de piel de sapo
¥y una aecién inhibitoria comin de los blogueadores alfa y beta sobre la res-
puesta hidrosmética de esta hormona, sin explicacion en base a los presen-
tes resultados. Los bloqueadores carecen de accién sobre la Angiotensina II
y vasopresina, demostrando al menos gue existen receptores diferentes para
las hormonas neurohipofisiarias y para las catecolaminas.
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