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SUMMARY

The diffusional permeability to water (Pdif) was measured in toad skin using tritia-
ted water. The effect of unstirred layers, previously described in the literature, was assessed,
and increases in Pdif brought about by treatment with oxytocin and angiotensin II were
demonstrated. It was also found that theophylline, an inhibitor of the enzyme phospho-
diesterase, also inereases Pdif in this preparation, thus providing additional evidence of the
involvement of cyelic AMP in the effects of these hormonal agents on water permeability.

La permeabilidad de las membranas de anfibios al agua ha sido el ob-
jeto de diversos estudios, basados en la determinacién de los flujos metos ¥
unidireccionales a través de estos tejidos.

Los valores obtenidos experimentalmente muestran diferencias entre la

permeabilidad osmética (Posm) y difusional (Pdif) con los valores obtenidos

" tedricamente; estas discrepancias podrian tener su origen en: la complejidad

de las membranas biolégicas, la resistencia que ofrece a la difusién el tejido

de sostén y la presencia de capas no mezeladas de la solucion adyacente a la
membrana (Parisi v Picecinni, 1973).

Numerosos estudios han demostrado el papel de las hormonas neurohipo-
fisiarias en la Posm en membranas de anfibios (Bently, 1958, Orloff y Han-
dler, 1964, Jard 1971). Los resultados obtenidos con dichas hormonas sobre
la Pdif, difieren segiin se estudien en vejigas urinarias de sapos o en piel
de rana. En las primeras, Hays y Leaf (1962) han obtenido la duplicacién
de los valores basales de la Pdif, en presencia de la hormona, mientras que
en piel de rana no se obtiene ninguna modificacién (Dainty y House, 1966).
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Por otro lado, se ha demostrado que la angiotensina II (AT;;) ineremen-
ta la Posm en piel de sapo (Coviello y Brauckmann, 1973). Con el objeto de
aportar nuevas evidencias sobre los efectos de una hormona neurohipofisiaria
(ocitocina, Oec) y la ATy sobre la permeabilidad difusional en piel aislada
de sapo se realizd el presente estudio en el que se midié el flujo unidireccio-
nal de agua, mediante el uso de agua tritiada (THO).

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron sapos Bufe arenarwm de ambos sexos, los que fueron hidra-
tados en agua corriente, en recipientes individuales, 24 horas antes del expe-
rimento, a temperatura ambiente. Una vez desmedulados v deseerebrados se
disecé la piel ventral de la zona pélvica, se la lavé en solucion de Ringer v
se procedié a montarla en tubos plasticos adaptados a tal fin, con la epider-
mis hacia el lado externo. De cada animal se obtuvieron dos preparados si-
métricos, control y experimental. Cada preparacion fue colocada en un bafio
externo individual de 15ml de solucién de Ringer isoténico, colocando como
bafio interno 1,5 ml de la misma solueiéon. El periodo de equilibracién fue de
60 minutos durante el cual se procedié a cambiar ambos bafios por ofros de
idéntica composicién. Seguidamente se comenzd el periodo experimental que
fue de 20 min para los estudios con Oc v ATy ¥ de 40 min en el caso de la
teofilina, eambiandose el bafio interno con una solucién de Ringer que con-
tenfa la droga a probar (experimentales) o por una solucién de Ringer solo
(eontroles). Cumplido el periodo de incubacién, cada preparado fue secado
por contacto con papel de filtro y colocade durante un min en una solucién
de Ringer que contenia THO (1 uCi/ml), la eual fue agitada mediante un
agitador magnético (210 rpm). El contenido del baio interno fue inmediata
mente vertido en un recipiente de boea ancha, vacio, previamente pesado, 2
los efectos de poder conocer el volumen total del bafio interno. Luego se to
maron muestras de 0,5 ml de dicho bafio, las que se contaron en un contador
de centelleo liquido (Beckman, LS-100 C). El liguido de centelleo era una
mezela de PPO, naftaleno y dioxano. En las mismas condiciones se contaron
muestras tomadas del bafio externo, para determinar la actividad especifica
del mismo. En todos los casos se mantuvo un error de 3 % en el contaje.

La solucién de Ringer utilizada es similar a la de otros trabajos (Covie-
llo y Brauckmann, 1973), la osmolaridad 210-220 mOsm/kg de agua, el pIl
fue ajustado a 7,4-7,6.

Las drogas usadas fueron ocitocina sintética (Syntocinon SANDOZ) en
concentracién final de 25 mU/ml (5,5.10-° M), angiotensina II (Hypertensin
CIBA-GEYGI) y teofilina (CALBIOCHEM) en dosis de 2.10°7 y 102 M
respectivamente.

Los resultados del flujo unidireccional asi determinado fueron expresados
en pl.em 2 h-l, La significacién estadistica fue estudiada por un test de “‘t”
para muestra pareadas.
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RESULTADOS

1. Determinacion del flujo unidireccional de agua

A los efectos de demostrar la validez del método empleado para estudiar
la aceién hormonal sobre la Pdif se llevaron a cabo una serie de experimentos
en los que se compararon los flujos de agua (epidérmico a dérmico) obteni-
dos en condiciones basales, entre los dos preparados simétricos de un mismo
animal, En la Figura 1 se presentan los valores promedios de 10 experimen-
tos no existiendo diferencias significativas entre las mitades de piel ventral.

2. Influencia de las “‘capas no mezeladas™

Dainty y House (1966) investigaron la influencia de las capas no mez-
cladas presentes en las superficies adyacentes de la dermis y epidermis, en
la determinaciéon de los flujos de agua. Estos autores demostraron que 2!
aumentar la velocidad de agitaeién del bafio, aumentan los valores obtenidos
de Pdif a través de la piel de rana. En las condiciones de los presentes ex-
perimentos se obtuvieron resultados similares a los citados, como puede ob-
servarse en la Figura 2 en la que se representan los promedios de 10 medi-
ciones; un preparado fue colocado en un bafio sin agitacién y su par en otro
con una velocidad de agitacion de 305 rpm, durante el minuto de medicién del
flujo unidireceional,

3. Efecto de la ocilocina

En la Figura 3 se observa que las mitades ineubadas con ocitocina pre-
sentan un ineremento significativo del parametro estudiado en relacién a los
controles.

4. Efecto de angiotensina II

La Figura 4 presenta los resultados de una serie de 8 experimentos rea-
lizados en el otofio, en los cuales puede verse que la ATy actiia aumentando
la Pdif de la piel del sapo. Resultados similares se obtuvieron en primavera,
en una serie de experimentos efectuados en similares condiciones,

5. Efecto de la teofilina

Las pieles incubadas con teofilina durante 40 min presentan un aumento
significativo de la Pdif sobre las mitades controles (Figura 5). El efecto de
la teofilina es medido por la inhibicién de la enzima fosfodiesterasa efecto que
incrementa el MAP efelico tisular, el que seria el responsable final del au-
mento observado. Debido a que la concentracién elevada de teofilina emplea-
da (102 M) podria aumentar la osmolaridad del bafio interno produciendo un
gradiente osmético capaz de afectar el pardmetro estudiado, se realizaron una
serie de experimentos en los cuales se agregé al bafio interno glucosa 10-2 M.
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Los resultados, (Figura 6) muestran que este gradiente osmético no reprodu-
ce el efecto observado.

DISCUSION

La piel aislada del sapo Bufo arenarwm ha sido usada para medir la
Posm con el objeto de determinar efectos hormonales, entre ellos el de la
ATy (Coviello, 1972). Sin embargo en la piel de esta especie no existe in-
formacién sobre los valores de Pdif y su modificacion por diversos agentes.
Con este fin se adopté la téenica de medicion del flujo unidireccional de agua
en periodos cortos de tiempo, descripta para la vejiga de sapo por Parisi y
Piceininni (1973).

La medicién de la Posm se realiza clisicamente por métodos gravimétri-
cos 0 volumétricos no pudiendo usarse un indicador como el agua tritiada por
el hecho sin explicacién clara en la literatura hasta el momento, por el cual
la Posm y la Pdif evidencian un comportamiento transepitelial diferente
(Hays y Leaf, 192, Leaf y Hays, 1962, IIays y Franki, 1970).

En la metodologia de la mediciéon de la Pdif es critica la agitacién de las
capas de agua en contacto con la membrana (“unstirred layers’’). A este res-
pecto debe mencionarse que la agitacion modifica los valores basales en piel
de rana (Dainty y Hous, 1966) lo que es confirmado por los resultados de los
presentes experimentos aunque estos valores no son modificados en vejiga
(Hays y Franki, 1970) por razones sin explicaciéon hasta el momento. Por el
contrario, mientras las hormonas neurohipofisiarias producen un aumento de
la Pdif en vejiga de sapo (Hays y Leaf, 1962; Leaf y Hays, 1962; Hays y
Franki, 1970; Parisi y Piecini, 1973), no se observa modificacién alguna en
piel de rana (Dainty y House, 1964). Los resultados obtenidos en los pre-
sentes experimentos demuestran que en la piel de sapo, la Oc produce, como
en vejiga, un aumento de la Pdif que es el doble de la basal, aunque usando
una dosis 2,5 veces mayor que la de Parisi y Pieccini. Por otra parte, un efec-
to hormonal similar es también obtenido con ATy en dosis 3,6 veces mayores
sobre una base molar (2.1007M de ATy y 5,5.10 M de Oc). Hays (1968)
sostiene que este ineremento en la Pdif obtenido con la vasopresina, se de-
beria a que la misma provoca el aumento del nimero de poros de la barrera
densa del borde luminal, de acuerdo a la teoria de las dos barreras en serie,
una densa y otra porosa.

El hecho que la teofilina, inhibidor de la fosfodiesterasa, aumente la
Pdif, evidencia que la Posm y la Pdif poseen un mecanismo inicial similar
mediado por el AMP ciclico, el enal actuaria posteriormente en forma dife-
rente sobre una y otra permeabilidad.

En el presente estudio se ha partido de la premisa que la Pdif en piel
tiene un comportamiento similar al de vejiga reproduciendo la téenica usada
por Parisi y Piceinni en este altimo tejido.
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TUna mejor aproximacién en estas mediciones se obtendrd mediante una

comprobacién del tiempo minimo de equilibracién y una valoracién del efecto
de las capas no mezcladas del lado epidérmico.
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