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T R A N S P O R T E  D E  C L O R O  Y  D E  S O D I O  A  T R A V E S  D E  L A  P I E L  I N  S IT U  
D E  A N F I B I O S  S U D A M E R I C A N O S

Primera Parte

INTRODUCCION GENERAL

1. Generalidades.

La Clase Amphibia constituye un eslabón 
crítico en la colonización de la tierra '. De 
las dos mil especies de batracios actuales, 
las salamandras y tritones (Subclase Urode­
la o Caudata) se encuentran mayormente en 
las zonas templadas del Hemisferio Norte. 
Los sapos y ranas (Subclase Anura o Sa- 
lientia) tienen una distribución mucho ma­
yor, desde el Artico hasta las zonas desérti­
cas de Africa, Australia y América. La ter­
cera Subclase, Apoda, está confinada a zo­
nas tropicales y es, posiblemente, la más pe­
queña y la menos conocida desde el punto 
de vista fisiológico. El continente Antàrtico 
no posee Anfibios vivientes2.

La Paleontología nos informa acerca de 
la estrecha relación que liga a los anfibios 
con los peces por un lado, y con los reptiles 
por otro. Se trata de un proceso que empezó 
en el Devónico (o posiblemente en el Silú­
rico) cuando los crosopterigios originaron a 
los antecesores de los anfibios actuales, los 
laberintodontes, y que se completa al final 
del Paleozoico, cuando una parte de ellos 
da lugar a los reptiles ( R o m e r ,  1972, 1973; 
S z a r s k i ,  1962).

La transición de p eces-----> anfibios, pri­
mera etapa de la transición vida acuáti­
ca -----> vida terrestre, implica vina serie de
adaptaciones morfológicas ( C a r r o l l ,  1970; 
R o m e r ,  1972; S c h a e f e e r ,  1969; S c h m a l -  
h a u s e n ,  1968) y  fisiológicas ( B e n t l e y ,  1966 
a; G a n s ,  1970; S c h m a l h a u s e n ,  op. cit.; 
T h o m s o n ,  1971; W h i t f o r d ,  1973). De éstas, 
quizás las más importantes están asociadas 
a la vida en un medio de sequía estacional

A l f r e d o  S a l i b i á n  *

que favoreció tanto la selección de adapta­
ciones a la respiración aérea como las mo­
dificaciones que permitieran mantener ade­
cuadamente su equilibrio hidrosalino.

La branquia, y en mucho menor grado 
el intestino, es el lugar por el que los peces 
dulceacuícolas regulan su equilibrio hidro- 
electrolítico ( M a e t z ,  1971); es en ella donde 
se hace el pasaje de agua y en donde se in­
tercambian iones monovalentes del medio 
externo por otras especies endógenas 
( M a e t z ,  1970; M o t á i s  y G a r c ía  R o m e u ,  
1972). Prácticamente en todos los peces de 
agua dulce la piel es una estructura inerte 
frente a los cambios del medio; en cambio, 
la de los anfibios adultos tiene un rol pre­
ponderante en este tipo de intercambio 
constituyendo la estructura que permite 
captar agua, iones, y es, además, el lugar

1 El nombre de la Clase (del griego amphi, do­
ble y bios, vida), acuñado por Linneo, apunta al 
hecho de que la mayor parte de las especies actua­
les habita en la tierra y pasa parte de su vida en 
el agua dulce. Sin embargo, dicho carácter "anfi­
bio" no es exclusivo de los batracios.

2 Son interesantes los hallazgos recientes de nu­
merosos restos fósiles de laberintodontes en el 
Triásico Inferior de Antártida (véase, Péfaur, 
1972). Este importante descubrimiento es una va­
liosa evidencia en favor de la deriva continental 
y de la ligazón que hubo entre dicho continente y 
algún otro del Hemisferio Sur.
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por donde se hace gran parte del intercam ­
bio gaseoso. Asimismo, lo que en adelante 
llamaremos "sistema renal” (vejiga urina­
ria y riñón), pasa a ocupar un lugar desta­
cado en la preservación del balance hidro- 
mineral ( B e n t l e y  1966 b, 1971).

Debido al gradiente osmótico que existe 
entre su medio interno y el externo, los pe­
ces de agua dulce deben desprenderse del 
agua que los invade constantemente. Dicho 
exceso de agua se ilimina por el riñón que 
emite copiosas cantidades de orina hipo tóni­
ca (L a h l o u , 1970). Los batracios, por el con­
trario, debido a las características de su ha­
bitat, enfrentan el problema inverso: la de­
secación; en este sentido, su problemática 
es similar a la de los teleósteos marinos.

2. Captación de iones por la piel de
anfibios,
— Estructura esquemática de la piel. La 

piel de los anfibios es una compleja estruc­
tura que es objeto de estudio desde hace 
varios años. La mayor parte de la inform a­
ción que sigue fue tomada de los estudios 
de F a r q u h a r  y P a la d e  (1964, 1965, 1966) so­
bre material proveniente de diversos anuros 
y urodelos. < ; ■

En la Figura 1 se representan, en. forma 
esquemática, las capas que la constituyen.

Las células del stratum  corneum  son es­
camosas, parcialmente cornificadas, y están 
unidas entre sí por los zonula occludens y 
constituyen la única estructura continua de 
la piel. Las células de los otros strata es­
tán en contacto por desmosomas. El s. gra- 
nulosum  y el 5. spinosum  están formados 
por células cúbicas o poliédricas; el s. ger- 
minativum  está formado por células colum- 
nares o cúbicas. El corium  (tejido conecti­
vo) contiene glándulas, cromatóforos y fi­
bras musculares.

El espesor total de la piel de los anfibios 
varía de una especie a otra, siendo el corium  
unas 4-5 veces más ancho que la epidermis 
(C z o p e c k , 1962, 1967). Mediciones efectua­
das por nosotros 3 indican que la dermis de 
Calyptocephalella caudiverbera recién cap­
turada es 4.5 veces más ancha que la epider­
mis; el espesor total de la piel oscila alrede­
dor de 0.9 mm.

En la Figura 2 se representan, también 
de m anera simplificada, las inter-relaciones 
de los diferentes tipos celulares de la epi­
dermis.
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FIG. 1. Capas celulares de la piel de anfibios; E: 
medio externo, I: medio interno.

FIG. 2. Representación esquemática de las capas 
celulares de la epidermis de anfibios. E: 
exterior; I: medio interno; ME: membra­
na externa; ZO: zonula occludens; D: 
desmosomas; SC: stra tum  corneum; 
S.GR: stratum  granulosum; S.GE: stra­
tum germ inativum ; MB: membrana ba- 
sal; EE: espacio extracelular.

3 E n  colaboración con los Dres. S. A. M oreno  y
D. C rovari hemos iniciado un estudio sobre la mor­
fología de la piel de la rana chilena; la Figura 3 
es parte de dicho trabajo (en preparación).



En un trabajo  reciente histoquímico de 
VAN L e n n e p  y  K o m n ic k  (1971) se sugiere 
que el mucus que generalmente cubre la 
epidermis de muchos anfibios, puede jugar 
un papel no despreciable en el transporte 
de iones absorbiendo Cl~ (y  posiblemente 
N a+).

En la Figura 3 se m uestra, por último, la 
imagen microscópica (óptica) de la piel de 
C. caudiverbera; sus características se co­
rresponden, de m anera general, con las des­
critas para otros anuros.

—  El modelo de K o e fo e d -J o h n s e n  y 
U ss in g . De 1935 data la prim era comunica­
ción (H u f)  dando cuenta de la capacidad 
de la piel aislada de transportar activamen­
te Na+. Poco después, K r o g h  (1937) demos­
tró que la piel in situ  también era capaz de 
absorber iones desde soluciones muy dilui­
das. A p a rtir de entonces, la bibliografía 
m uestra una gran masa de información 
acerca de las propiedades "transportado­
ras” de la piel de anfibios. La mayor parte 
de la misma se obtuvo gracias a una prepa­
ración diseñada por U s s in g  y Z e r a h n  (1951) 
la que con ligeras variantes sigue siendo uti­
lizada no sólo para el estudio de los flujos 
iónicos a través de la piel, sino también para 
el de otros epitelios.

Cuando un trozo de piel ventral de anfi­
bio es colocado separando dos soluciones 
de igual concentración, se genera una dife­
rencia de potencial transepitelial de apro­
ximadamente 100 m V , siendo el lado inter­
no (o seroso) positivo. Se demostró que la 
corriente necesaria para anular dicho poten­
cial espontáneo ("corriente de corto circui­
to”) es una medida indirecta y proporcional 
del transporte de Na+ desde el lado externo 
(o mucoso) al interior (U ss in g  y Z e r a h n ,  
op. c it.) . Asimismo, bajo condiciones de cor­
to circuito, es posible distinguir los flujos 
iónicos activos de los pasivos; en ausencia 
de gradientes de concentración, los flujos 
unidireccionales son iguales en el caso de 
los elementos transportados pasivamente 
(véase L in d le y ,  1970).

La Figura 4 (tomada de U ss in g , 1960) 
ilustra esquemáticamente el modelo que es­
tamos discutiendo.

Básicamente, el modelo que en lo suce­
sivo llamaremos "de U s s in g ” (K oefoed- 
J o h n s e n  y U ss in g , 1958) establece que:
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FIG. 4. Modelo de transporte de Na+ de K o e fo e d - 
J o h n s e n  y U s s i n g ; E: exterior; I: medio 
interno; S.GE: stratum  germinativum; e: 
cara externa del S.GE; i: cara interna del 
S.GE; B: bomba de sodio. La flecha a in­
dica el sitio del primer potencial; la fle­
cha b señala el lugar del segundo poten­
cial de difusión.

a) la piel "norm al” (no cortocircuitada 
o en circuito "abierto”) transporta Na+ en 
contra de gradientes eléctricos y químicos 
(transporte activo); el Cl_  acompaña pasi­
vamente al Na+, por arrastre electrostático,

b) La piel en corto circuito transporta 
Na+ (también activamente) y su flujo neto 
es proporcional a la corriente necesaria pa­
ra anular aquélla diferencia de potencial 
espontáneo, y

FIG. 3. Imagen al microscopio óptico de la piel 
ventral de Calyptocephalella caudiverbe­
ra 63 x.
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c) El potencial eléctrico transepitelial 
aum enta proporcionalmente con el aumento 
de la concentración de Na+ en contacto con 
la epidermis y cuando disminuye la de K+ 
en contacto con la cara interna de la piel. 
La diferencia de potencial y el pasaje de 
N a+ y de Cl~ quedan anulados ouando no 
hay potasio en el lado interno.

Fue sugerida la existencia de dos barre­
ras selectivamente permeables al Na+ (la 
externa) y al K+ (la interna). El Na+ di­
funde pasivamente (por gradiente de con­
centración) desde el exterior al interior de 
la célula por la mem brana externa del stra- 
tum  corneum, la célula se hace positiva (con 
respecto al exterior) generando una diferen­
cia de potencial. El pasaje de Na+ (ahora 
intracelular) al medio interno se haría en la 
mem brana del s. germinativum  en contacto 
con la mem brana basal de la célula, por in­
tercambio estequiométrico con K+ extrace- 
lular. En otras palabras, la bom ba de Na+ 
propiamente tal no sería electrogénica. Los 
K+ difundirían libremente desde la célula 
al medio interno a favor de un gradiente de 
concentración generando otro potencial de 
difusión (el medio subepitelial se hace po­
sitivo con respecto al medio intracelular). 
Consecuentemente, los niveles intracelulares 
de Na+ y de K+ quedarían constantes a pe­
sar de haber transferencia neta de NaCl.

La asim etría eléctrica, manifiesta en la 
diferencia de potencial espontáneo, sería 
igual a la suma de aquéllos dos potenciales 
de difusión (de N e r n s t )  en serie:

E =  E +  E =  RT/F ln /  Na /Na . K /K
Na K i)

donde: E: diferencia de potencial total, 
E : diferencia de potencial en la cara ex- 

Na
terna, E : diferencia de potencial en la ca- 

K
ra  interna, R, T y F: constantes, Na : con-

o
centración de N a+ en el medio externo, 
Na : concentración intracelular de Na+, K : 

c i
concentración de K+ en el medio interno y 
K : concentración intracelular de K +. 

c

Recientemente se han confirm ado m u­
chas de las propiedades anteriorm ente enu­
m eradas en preparaciones de epiderm is ais­
lada de Rana pipiens ( E r l i j ,  1971), Rana 
esculenta (C arasso , F avard , Jard  y R a je r i-  
so n , 1971) y de Bufo bufo  ( R a w lin s ,  M a te u ,  
F r a g a c h a n  y W h it t e m b u r y ,  1970).

Este esquema de transporte "transcelu- 
la r” de Na+ (y de C l~) es, hasta  hoy, el de 
mayor difusión a pesar de que el trabajo  
experimental basado o inspirado en el mo­
delo ha sugerido, con el transcurso del tiem ­
po, algunas modificaciones (U s s in g , 1969). 
Más aún, su validez ha sido cuestionada y 
en su lugar se ha propuesto o tro  modelo de 
transporte "pericelular" (C e r e ij id o  y Ro- 
t u n n o ,  1970). Alternativamente, N o r r is  y 
colaboradores (1972) concluyeron, por su 
parte, que el transporte transepitelial de 
Na+ por la piel de B ufo spinulosus arunco 
implica la activa participación de las glán- 
dudas coriónicas.

No es nuestro propósito extendernos en 
la referencia específica a las objeciones que 
merece el modelo de U s s in g ;  el lector inte­
resado puede consultar, además de los tra ­
bajos del grupo del Dr. C e r e ij id o , recientes 
artículos que se ocupan de presentarlas y 
discutirlas extensamente (H e r r e r a , 1971; 
K e y n e s , 1969; M o tá is  y G a rc ía  R o m eu ,  
1972).

— “ln  vitro” versus ”in vivo”. Breve aná­
lisis crítico. Con el tiem po se hizo evidente 
que la información cuali y cuantitativa ob­
tenida por interm edio de preparaciones in 
vitro  no era extrapolable a las propiedades 
de la piel in s i tu 4.

En el caso de la piel aislada de Rana es­
culenta y  R. temporaria, por ejemplo, sólo 
se ha podido detectar transporte  activo de 
Na+ siendo el de Cl~ un pasaje pasivo, tal 
como lo prevé el modelo de U s s in g . Sin em­
bargo, J o r g e n se n , L e v i y Z e r a h n  (1954) de­
m ostraron en dichas especies la  existencia, 
in vivo, de transportes activos de Na+ y de 
C l~. En la piel aislada de R. pipiens tam ­
bién se observó pasaje activo de Cl~ cuando 
la concentración en el medio es adecuada­
mente m odificada (M a r t in , 1964; M a r t in  y  
C u rra n , 1966).

4 En las páginas que siguen utilizaremos las 
expresiones in situ e in vivo como sinónimos, esto 
es, la piel del animal intacto.
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Discrepancias cualitativas como las men­
cionadas se entienden cuando se recuerda 
de que en condiciones de corto circuito es 
prácticam ente imposible detectar transpor­
te activo de aniones toda vez que sus elec­
trones son utilizados para transportar la co­
rrien te necesaria para  anular el potencial 
espontáneo de la piel aislada (D avson , 1970). 
Los diferentes “modelos” que se proponen 
son esquemas que justifican el pasaje de 
cationes “sobrentendiendo” la dificultad de

un mecanismo activo de pasajes de aniones, 
específicamente de Cl—.

Las diferencias también son cuantitati­
vas; en el Cuadro 1 se comparan los re­
sultados obtenidos en la piel in vivo de dos 
especies que han sido estudiadas por nos­
otros con algunos de los datos in vitro ; de 
los últimos, con el objeto de que las cifras 
sean comparables, hemos escogido aque­
llos en los que el lado mucoso de la piel es­
tuvo en contacto con bajas concentraciones 
de Na+ (1 — 10 mM ).

CUADRO 1. Comparación de los flujos netos de N a+  (fn Na+) a través de la piel in vivo e in vitro  
de Leptodactylus ocellatus y  Calyptoc ephalella caudiverbera. Datos en nEq/hr x cm2 ±  
ESM. ^

E s p e c ie N f n  N a + R e fe re n c ia s  b ib lio g rá f ic a s

L. ocellatus:

inLvivo * 8 0.018 ±  0.007 E s te  t r a b a jo ,  C u a d ro  5.
in v itro 9 0.50 ±  0.07 R otunno  y C e r eijid o , 1966.

C. caudiverbera

in vivo * 7 0.022 ±  0.004 E s te  t r a b a jo ,  C u a d ro  8.
in vitro — 0.09 Ca rlisk y , 1970 .*

*  R e-calculados con  el auxilio  d e  las  ecuaciones de l C uadro  4 ; N : n úm ero  d e  experim en tos; a :  el a u to r  n o  ind ica  el núm ero  
d e  m ed ic iones n i s u  e r r o r  s ta n d a rd .

Varias son las razones que podríamos 
argüir para  justificar discrepancias como 
las que acabamos de com entar e ilustrar. 
En general, diremos que las condiciones in 
vitro  constituyen un sistema en sí mismas, 
con sus propias variables, que no necesaria­
mente corresponden a las situaciones de los 
animales intactos. Recordaremos que prác­
ticam ente todos los datos in vitro se obtu­
vieron poniendo el lado externo de la piel 
aislada en contacto con soluciones Ringer 
cuyas composiciones casi nunca correspon­
den a las que los animales están sometidos 
en su habita t natural. Dichas soluciones son 
isotónicas con respecto al medio interno; en 
cambio, los anfibios no están en contacto 
con soluciones cuya concentración de Na+, 
por ejemplo, sea superior a los 5—10 mM, 
siempre hipo-osmóticas con respecto a su 
medio in te rn o 5. Más aún, confirmando el 
com entario anterior están algunas de las 
críticas al modelo de U s s in g  que surgen del 
hecho de que dicho esquema de transporte

de Na+ a través de la piel aislada no se cum­
ple cuando su concentración en el Ringer 
utilizado es menor de 10 mM (C e re ijid o , 
H er re r a , F la n ig a n , y C u rra n , 1964). Otro 
tanto ocurre con el C l~  (M a r t in , op. cit.; 
M a r tin  y C u rran , op. c it.) . C e r e ij id o , R ei-  
s in  y R o tu n n o  (1968) demostraron que las 
modificaciones en la concentración de Na+ 
externo van acompañadas de cambios en la 
concentración de Na+ del epitelio de Lepto­
dactylus ocellatus; en la misma especie, 
también se ha visto que la magnitud del flu­
jo  neto de Cl— in vitro es dependiente de su 
concentración externa a partir de los 60 mM 
(F isch b a r g , Z a d u n a isk y  y de F is c h ,  1967).

Además, en 1966, B ib er , C h e z  y C u rra n  
vieron que los influjos de Na+ a través de 
la piel aislada de Rana pipiens cuyo lado 
mucoso está bañado con solución de NaCl

5 Se conocen unas pocas excepciones (Rana 
cancrivora y Bufo viridis, por ejemplo) que viven 
en contacto con agua de mar.
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1 mM, varían significativamente según la 
condición bajo la cual se hacen las medicio­
nes (0.40 y 0.08 ¡xM/hr x cm2 en "corto cir­
cuito” y en "circuito abierto”, respectiva­
mente) .

Por otra parte, se ha llamado la atención 
acerca de los artefactos que se provocan en 
las preparaciones de piel de anfibios in vitro 
debido a daños mecánicos (D o b s o n  y K id d e r , 
1968; H e l m a n  y M i l l e r , 1971) o a la dife­
rente velocidad de difusión de los isótopos 
radiactivos a través del corium  (H o s h i k o , 
L i n d l e y  y E d w a r d s , 1964). Recientemente 
V o û t e  y U s s i n g  (1968) m ostraron que la ul- 
traestructura de la piel aislada de R. tempo­
raria se modifica irreversiblemente según 
esté o no bajo condiciones de corto circuito.

N u t b o u r n e  (1968) mostró que el trans­
porte de Na+ y las propiedades eléctricas 
de la piel son afectadas por pequeños gra­
dientes de presión hidrostática que puedan 
existir a ambos lados del epitelio aislado de 
la misma R. temporaria o por el pandeo de 
la piel; sabemos que dichas variables son 
muy difíciles de controlar.

La piel aislada es una preparación en la 
cual el epitelio en estudio está denervado y 
carente de los aportes provenientes de su 
sistema circulatorio; se sabe que dichos fac­
tores no son despreciables y que afectan 
significativamente la permeabilidad iónica 
de la piel aislada de los anfibios (G o n z á l e z , 
S á n c h e z  y C o n c h a , 1967, 1969; S a l é e  y V i n - 
d r e q u i n -D e l i é g e , 1967; S c h o f f e n i e l s  y S a ­
l é e , 1965).

No es justo  ignorar aquéllos trabajos 
que a pesar de utilizar técnicas in vivo, so­
meten a los animales a condiciones experi­
mentales que son tanto o más "anti-fisioló- 
gicas” como las que separan la piel y la 
montan entre dos cámaras de plástico o vi­
drio y lleno de Ringer. En este sentido, debe­
mos mencionar que excepción hecha de los 
clásicos experimentos de K r o g h  (ver K r o g h , 
1939) —y ahora los nuestros— los datos de 
flujos iónicos que provienen de experimen­
tos con la piel in situ  también merecen cier­
to reparo ya que se tra ta  de animales deme- 
dulados (T o r e l l i , C e l e n t a n o , C o r t i l i  y 
G u e l l a , 1968), anestesiados con pentobar- 
bital ( B r o w n , 1962), etc. y sin haber contro­
lado adecuadamente el efecto de estos tra ta ­
mientos sobre las propiedades de transpor­
te iónico del epitelio.

Todo lo que antecede no significa rene­

gar definitivamente de las técnicas in vitro; 
más bien implica una llam ada de atención 
para subrayar la necesidad de estar compa­
rando crítica y perm anentem ente sus resul­
tados con aquéllos obtenidos sobre el ani­
mal entero.

Diremos, en resumen, que la inform ación 
proveniente de las técnicas in vitro  o in vivo 
debe a) ser integrada adecuadam ente en el 
correcto contexto (fisicoquímico, fisiológi­
co, ecológico, etc.) en el que la naturaleza 
abriga en la actualidad a los anfibios, y b) 
que toda extrapolación a situaciones experi­
mentales más complejas debe ser cuidado­
samente evaluada.

En las páginas que siguen nos ocupare­
mos, principalmente, de los mecanismos de 
captación de Cl— y de Na+ a través de la  piel 
in vivo de tres especies de anfibios sudam e­
ricanos: Leptodactylus ocellatus ( L . ) , Ca- 
lyptocephalella caudiverbera (L .)  y Bufo  
arunco (L e s s o n ) . Adicionalmente, en el ca­
so de C. caudiverbera, hemos incursionado 
en el estudio del efecto de las horm onas 
neurohipofisarias sobre esos mecanismos 
de transporte iónico. Tratarem os de contes­
ta r algunas preguntas básicas: ¿cómo pe­
netran el Cl— y el Na+?, ¿cuáles son los 
iones endógenos intercam biados por los ex­
ternos?, ¿de qué m anera afectan los cam­
bios externos a los mecanismos de pasaje 
de iones?, ¿cuál es la regulación endocrina 
de dichos mecanismos? Cuando sea posible, 
compararemos nuestros resultados con la 
información disponible de experimentos rea­
lizados sobre los mismos epitelios in vitro.

El conocimiento de la regulación electro­
lítica de las especies arriba mencionadas 
ofrece un interés especial ya que su secuen­
cia de hábito (acuático, semi-acuático y te­
rrestre) perm ite conocer^ com parativam en­
te, algunos aspectos de la fisiología hidro- 
mineral de los anfibios y, por extensión, de 
los vertebrados acuáticos.

El estudio de los mecanismos de capta­
ción de iones a través de la piel de anfibios 
posee, además, un valor potencial para  el 
entendimiento de procesos cualitativam ente 
similares a los que se observan en otros epi­
telios como, por ejemplo, el del túbulo dis­
tal del nefrón de mamífero ( D i c k e r , 1970); 
en este sentido, otras disciplinas, como la 
farmacología, pueden ser enriquecidas con 
la información brindada por estudios como 
el presente.
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Segunda Parte

TRANSPORTE DE Cl~ Y DE NA+ A TRA­
VES DE LA PIEL IN  SITU  DE LEPTODAC- 
TYLUS OCELLATUS, BUFO Y CALYPTO­

CEPHALELLA CAUDIVERBERA.

Capítulo I. Disociación e inhibición selecti­
va de los flujos iónicos netos.

1. Introducción. Algunos antecedentes
bibliográficos.

Largo sería enum erar los antecedentes 
bibliográficos que se ocupan específicamen­
te de los mecanismos de transporte iónico a 
través de la piel del leptodactílido Lepto- 
dactylus ocellatus. Entre los aportes moder­
nos quisiéramos destacar los valiosos tra­
bajos producidos en el laboratorio del Dr. 
M a r c e l i n o  C e r e i j i d o , en Buenos Aires (C e - 
r e i j i d o  y R o t u n n o , 1970; C e r e i j i d o , M o r e ­
n o , R e i s i n , R o d r í g u e z , R o t u n n o  y Z y l b e r , 
1973; M o r e n o , R e i s i n , R o d r íg u e z , R o t u n n o  
y C e r e i j i d o , 1973), quien desde hace varios 
años está estudiando sus mecanismos de 
captación de Na+ in vitro. L. ocellatus es 
una especie de hábitos semi-acuáticos y una 
de las pocas en las que se ha descrito un 
transporte activo de C l ~  a través de l a  piel 
aislada ( Z a d u n a i s k y , C a n d í a  y C h i a r a n d i - 
n i , 1963).

Con referencia1 al bufónido Bufo arunco, 
debemos mencionar de m anera especial los 
aportes del grupo de la Universidad de Con­
cepción que se ha ocupado del efecto de di­
versos mediadores de la conducción nervio­
sa sobre las propiedades eléctricas de la piel 
en relación al transporte de Na+ in vitro 
(G o n z á l e z , S á n c h e z  y C o n c h a , 1966, 1967, 
1969; N o r r i s , C o n c h a , G o n z á l e z  y S á n c h e z , 
1972; S á n c h e z , G o n z á l e z  y C o n c h a , 1966).

Calyptocephalella caudiverbera es tam ­
bién un leptodactílido, especie y género en­
démicos de Chile, que en estado adulto es 
de hábito acuático (C a r l i s k y , C e r e i j i d o , 
B a r r io  y M ig l i o r a , 1970; C e i , 1962). C a s a m i - 
q u e l a  (1963) ha comunicado el hallazgo de 
Gigantobatrachus parodii, anuro fósil del 
Mioceno de la Patagonia argentina, cuya 
morfología es, salvo la talla, casi idéntica a 
la de C. caudiverbera. La denominación sis­
tem ática de la "rana chilena fue reciente­

mente modificada por D o n o s o  -  B a r r o s

(1 9 7 0 )  6; la nomenclatura anterior era Ca- 
lyplocephalella gayi. La única información 
que pudimos conocer referente al transpor­
te de iones a través de la piel de C . caudi­
verbera se encuentra en los trabajos de 
C a r l i s k y  (1 9 7 0 )  y de C a r l i s k y , C e r e i j i d o , 
B a r r io  y M i g l io r a  (op. c it.) .

Los experimentos que se presentan a 
continuación procuran contestar uno de los 
interrogantes que nos planteamos en la In­
troducción General; ¿cómo penetran el Cl~~ 
y el Na'! a través de la piel de estas espe­
cies? Veremos que bajo ciertas condiciones 
experimentales es posible dem ostrar que los 
flujos iónicos netos de Cl— y Na+ a través 
de la piel in vivo son independientes, diso- 
ciables.

Además, en el caso de C. caudiverbera se 
verá que la captación de dichos iones se ha- 
cé por intercambio con HCO~» e H + endó­
genos respectivamente.

En lo que sigue denominaremos, siguién- 
do la nomenclatura vulgar, como "ranas” a 
L. ocellatus y C. caudiverbera, a pesar de no 
pertenecer al género Rana; asimismo, nos 
referiremos a B. arunco como "sapo”.

2. Material y métodos.

— Origen y mantenimiento de los ani­
males. Leptodactylus ocellatus fue captura­
do en la provincia de Buenos Aires, Argen­
tina, en los alrededores de la ciudad de La 
Plata. Los ejemplares de Calyptocephalella 
caudiverbera y de Bufo arunco provinieron 
de la zona central de Chile. En casi todos 
los casos, una vez llegados al laboratorio, 
los animales fueron colocados en recipien­
tes con agua potable; en ciertos casos, fue­
ron mantenidos en piscinas, al aire libre. 
La cantidad de agua a la que tenían acceso 
era regulada de acuerdo con sus hábitos.

Los animales permanecieron en estas 
condiciones por períodos variables (desde 
pocos días hasta 8 semanas, aproximada­
mente) ; eran alimentados por la fuerza con

6 P o co  d e sp u é s , L y n c h  (1971) p u b lic ó  u n  e x te n ­
so  t r a b a io  c r í t ic o  a c e rc a  d e  lo s  le p to d a c tí l id o s  en  
e l c u a l d is c u te ,  e n t r e  o t r a s  c o sa s , s u  u b ic a c ió n  s is ­
te m á tic a .
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trozos de diversas visceras de vacuno, por­
cino, u  ovino. A veces fueron alimentados 
con renacuajos de C. caudiverbera o con pe­
queños Pleurodema; en este últim o caso la 
alimentación es espontánea.

En todos los experimentos se utilizaron 
ejemplares adultos, sin considerar su sexo. 
Los animales con heridas en la piel, con sig­
nos de alguna infección o que no aparenta­
ban estar en buenas condiciones de salud, 
fueron, según el caso, aislados hasta su me­
joría o sacrificados. Tampoco fueron utili­
zados aquéllos animales que en el momento 
del experimento estaban mudando. El rango 
de peso de los animales usados, en gra­
mos ± error estandard de la media (ESM ), 
figura en los diferentes Cuadros. "N ” signi­
fica, en todos los casos, número de medicio­
nes o experimentos.

— Pre-adaptación de los animales. Con 
anterioridad a la medida de los flujos ióni­
cos, los animales fueron mantenidos en pe­
queños recipientes por períodos que oscila­
ron, según el protocolo experimental, entre 
2 y 4 semanas, en alguna de las soluciones 
cuyos detalles de concentración se dan en 
el Cuadro 2; el pH de las soluciones osciló 
alrededor de 6.4 y el del agua potable fue 
de 7.7 — 7.9.

Los animales pre-adaptados en solucio­
nes de NaCl fueron considerados como con­
troles; en el Cuadro 3 se m uestra que la clo- 
remia y la natrem ia de C. caudiverbera no 
es diferente de la  de las ranas m antenidas 
en agua potable; el hem atocrito prom edio 
de los animales pre-adaptados en agua po­
table fue de 29.8%, m ientras que el de los 
mantenidos en NaCl 3.4 mEq/1 fue 26.0%. 
La pre-adaptación en Na2S04 se hizo con el 
propósito de exaltar los mecanismos de 
transporte de Cl—; inversamente, la  pre- 
adaptación en Cl-colina o en NH4C1 se hizo 
con el objeto de exaltar los mecanismos de 
transporte de Na+.

CUADRO 2. Concentraciones de las soluciones de 
pre-adaptación.

Solución

NaCl
NaCl
NaCl
Na2S 0 4
Cl-colina
NH4C1
Agua potable

Concentración
(mEq/1)

0.4
1.7
3.4
3.4
3.4
0.4

2.0 — 4.0

CUADRO 3. Concentraciones de Cl— y de Na+ en el suero de Calyptocephalella caudiverbera, pre- 
adaptada en agua potable y  en soluciones de NaCl. Datos en mEq/1 ±  ESM.

Pre-adaptación

Agua potable 
NaCl 1.7 mEq/1 
NaCl 3.4 mEq/1

N

6
5
6

Cloremia

69.9 ±  2.3 
72.3 ±  0.6 
72.1 ±  1.4

Natremia

105.6 ±  2.4 
106.3 ±  1.8 
106.1 ±  1.9

En general se acepta que el SC>4= no pe­
netra la epidermis de anfibios (A lv a ra d o  y 
M oody, 1970; D ie t z ,  K ir s c h n e r  y P o r te r ,  
1967); en el caso particular de la piel in situ  
de C. caudiverbera ciertos experimentos pre­
liminares (A. S a l ib iá n  y C. M a ta m a la , iné­
dito) nos perm iten afirm ar que dicho ion 
no la penetra. Asimismo, la colina es un 
catión que también se considera impermean- 
te en la piel de anfibios ( K ir s c h n e r ,  1960), 
aunque puede afectar el influjo de N a+ a 
través de la piel aislada de Rana pipiens 
(M a cey  y K o b lic k ,  1963).

La pre-adaptación en agua destilada y 
deionizada se efectuó con la intención de de- 
p letar los animales de Cl~ y de N a+.

El período de pre-adaptación transcurrió  
siempre en el laboratorio; en verano a  la 
tem peratura am biente y en invierno a 18 — 
20 °C (estufas). La alim entación era  gene­
ralm ente suspendida una sem ana antes de 
los experimentos.

Todas las especies utilizadas soportaron 
fácilmente la pre-adaptación en las solucio­
nes de NaCl, agua de llave, agua deionizada y 
Na2S 04. El Cl-colina provocó una desusada
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m ortalidad en las tres especies; L. ocellatus 
tolero bien la pre-adaptación en soluciones 
diluidas (0.4 m Eq/J ) de NH4C1. La adapta­
ción de C. caudiverbera al resto de las so­
luciones fue excelente; hemos tenido algu­
nos ejem plares que estuvieron sumergidos 
en ellas por espacio de 60-75 días sin apa­
rentes molestias.

Canulación. 36 - 48 horas previas al 
experimento, los animales fueron pesados. 
Luego su cloaca fue canulada con un tubo 
de plástico que fue fijado por medio de una 
ligadura subepitelial concéntrica. De esa 
rorma, la orina era recogida fuera del baño 
externo, con lo cual quedaba asegurado de 
que la piel era la única responsable de los 
cambios detectados; además, esta prepara­
ción perm ite evaluar el volumen de orina 
excretado durante los experimentos. Siendo 
que las soluciones externas casi siempre fue- 
I01} más diluidas que la orina, el análisis 
químico del baño externo permite también 
descubrir posibles pérdidas de orina por fi­
suras de la cánula o de la piel afectada por 
la sutura.

Una vez canulados los animales, fueron 
colocados en frascos individuales en contac­
to con la m isma solución de pre-adaptación. 
Así fueron mantenidos hasta el momento 
del experimento, renovando dos veces por 
día la solución en la que estaban sumergi­
dos, por sifón, evitando toda perturbación 
de los animales. Todas las especies tolera­
ron la cánula por espacio de 3-5 días; des­
pués de dicho lapso empezaba un proceso 
necròtico, casi siempre reversible. Después 
de la descanulación, la piel alrededor de la 
cloaca cicatriza rápidamente.

— Medida de los flu jos iónicos netos. El 
día del experimento, se reemplazó la solu­
ción de pre-adaptación externa por la que 
sería utilizada en la medida de los paráme­
tros que interesaban (pH, conductividad, 
Cl—, N a+, etc.). El volumen de la nueva so­
lución, que fue cuidadosamente medido, era 
generalmente el suficiente para cubrir la 
mayor parte del cuerpo; la relación peso 
corporal/volum en del baño externo era de 
aproxim adam ente 1/3 o 1/4.

El sistem a (Figura 5) se dejaba estabi­
lizar durante unos 20-30 minutos, momento 
en el que se tom aba la prim era m uestra del 
baño externo (5-12 m i) , mediante una pi­
peta o jeringa. Posteriormente, se continua­
ba tom ando m uestras cada 30-60 minutos.

durante lapsos que oscilaban entre 1.5 y 6 
horas, aproximadamente.

En los pocos experimentos en los que 
interesaba conocer simultáneamente la evo­
lución de la conductividad del medio, se in­
trodujo la correspondiente celda a un cos­
tado del recipiente, de manera que se evi­
tara cualquier perturbación del animal.

La concentración de los iones considera­
dos en el baño externo (o de su conductivi­
dad) fue graficada contra el tiempo y los 
flujos (netos) fueron calculados a partir de 
las pendientes de las respectivas rectas de 
regresión. Para estos cálculos, se consideró 
como volumen del baño externo, un valor 
promedio durante el experimento (G a r c ía  
R o m e u  y M a e t z , 1964; M a e t z , 1956). Sólo se 
tomaron en cuenta aquellos experimentos 
en los cuales los flujos netos fueron positi­
vos, esto es, en los cuales había entrada ne­
ta de iones. Por convención, los flujos son 
"positivos” y se expresan precedidos del sig­
no " +  ” cuando la concentración del ion en 
la solución externa disminuye, absorbiéndo­
lo a través de su piel; inversamente, el au­
mento de la concentración de una especie 
química en la solución externa (flujo neto 
negativo) se indica con el signo "—

9. MUSEO N? 35
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Los datos de flujos iónicos siempre fue­
ron expresados en ¡j.Eq/hr x 100 gr de peso 
corporal ± error estandard de la media 
(ESM); la conversión de dicha unidad en 
|iE q /h r x cm2 puede hacerse recurriendo a

Jas fórm ulas del Cuadro 4. La conductividad 
se expresó en ¡iEq/1 de NaCl m ultiplicando 
sus unidades (o h m -1. c m -1) por un factor 
experimentalmente determ inado (8.662).

CUADRO 4. Ecuaciones exponenciales utilizadas para relacionar el peso (P) con el área (A) corporal.

Especie

L. ocellatus
B. arunco
C. caudiverbera

Ecuación

A =  11.3 . P“-58 
A =  12.7 . P°”  
A =  10.8 . P°-63

Referencias bibliográficas

H u t c h is o n , W h itfo r d  y  K o h l , 
E s p in a  y  R o ja s , 1972.
E s p in a  y  R o ja s , 1972.

1968.

— Anestésicos locales. En los experi­
mentos de inhibición selectiva utilizamos 
dos anestésicos locales: sulfato de procaína 
y pentobarbiturato de colina. El prim ero se 
preparó neutralizando la procaína base con 
H2SO4; la base fue precipitada tratando el 
clorhidrato con K O H . El pentobarbiturato 
de colina se preparó neutralizando el ácido 
pentobarbitúrico con colina base; el ácido 
fue preparado tratando la sal sódica con 
H2SO4.

Estos anestésicos fueron añadidos al ba­
ño externo en cantidad suficiente para lo­
grar una concentración final de 2 mM; el 
volumen necesario para ello fue desprecia­
ble con respecto al de la solución externa en 
la que los animales estaban sumergidos 
(0 .8 — 1.2 mi).

— Métodos analíticos. Todas las medi­
ciones se efectuaron por duplicado.

Sodio. Por fotom etría de emisión (fotó­
metros Yobin-Ivon y  Eppendorf) o por es- 
pectrofotometría de absorción atómica (Per- 
k in  E lmer, modelo 290).

Cloro. Por potenciom etría de acuerdo a 
la técnica de Sanderson (1952).

Conductividad. En un conductím etro 
P h il l ips  PR 9500.

Estadística. Nuestro nivel de "diferencia 
significativa” fue p <  0.05; la com paración 
entre grupos se hizo recurriendo al test de 
Student; dejamos constancia del valor de t 
sólo en los casos en que las diferencias de­
tectadas eran significativas.

3. Resultados.

I. Disociación de los flujos iónicos netos.

A. Leptodactylus ocellatus. Los experi­
mentos se efectuaron sobre animales pre- 
adaptados en diferentes soluciones de 0.4 
mEq/1; los flujos netos fueron medidos a 
partir de soluciones de NaCl 0.9 mEq/1. En 
el Cuadro 5 se presentan los resultados .

CUADRO 5. Flujos netos (fn) de Cl— y de Na+ a través de la piel in situ  de Leptodactylus ocellatus,

Diferencias*

hr x 100 gr ±  ESM).

Solución de Peso cor­
pre-adaptación N poral (gr.) in  Cl- fn Na+

NaCl 8 74.9 ±  9.5 + 5.9 ± 1.2 +  2.5 ± 1.0
Na,SO, 6 58.0 ±  4.3 + 9.5 ± 0.9 +  1.9 ± 1.2
Cl—colina 3 94.0 ±  26.2 + 6.2 ± 1.6 +  8.4 ± 2.2
NH4C1 7 78.5 ±  7.3 + 5.9 ± 1.9 +  6.2 ± 1.7

*) Diferencias medias de datos pareados (fn Cl-

a: p <  0.025 (t =  2.66). 
b: p <  0.005 (t =  7.10).

fn Na4- ±  ESM)

+  3.4 +  1.4“
+  7.6 ±  1.1b
—  2.2 ±  0.9
—  0.3 ±  0.5
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k ~ X' Animales pre-adaptados en NaCl 
(Giupo control). Los flujos netos resultan 
estadísticam ente diferentes; la misma ten­
dencia se verá en el caso de las otras dos 
especies.

A—2. Animales pre-adaptados en Na2S 04. 
La captación de Cl~ fue significativamente 
mayor (cinco veces) que la de Na+. La Fi­
gura 6 ilustra un típico experimento en el 
que puede visualizarse la independencia de 
ambos flujos.
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FIG. 6. Captación de Cl— y de Na+ a través de 
la piel in sita  de Leptodactylus ocellatus 
pre-adaptada en N a,S04 y sumergida en 
solución de NaCl (Rana N? 12). Los flujos 

netos (fn) están expresados en ¡iEq/hr 
x 100 gr.

A—3. Animales pre-adaptados en Cl-co- 
lina y en NH4CI. Como era de esperar, en las 
ranas pre-adaptadas en Cl-colina los flujos 
de Na+ fueron mayores que los de Cl—. Las 
diferencias detectadas no fueron estadísti­
camente significativas posiblemente debido 
al escaso núm ero de mediciones. Los flujos 
de Cl-  y de Na+ de animales pre-adaptados 
en NH4CI fueron prácticam ente iguales y no 
se detectó aauella tendencia observada en el 
grupo Cl-colina (fn Na+ >  fn Cl~). Llama

la atención que los fnCl tanto en las ranas 
del grupo control como en las de estos dos 
grupos sean prácticamente iguales.

A—-4. Animales pre-adaptados en agua 
destilada (Cuadro 6). En este grupo los flu- 
J°s Cl— y de Na+ fueron altos y
s.us diferencias resultaron estadísticamente 
significativas: el fn Cl~ fue mayor que el fn 
Na . Puede notarse que el flujo neto de 
NaCl, medido indirectamente, a través de la 
conductividad de la solución externa, está 
en estrecha relación con los flujos netos de 
Na+ pero no con los de Cl~.

CUADRO 6. Fluios netos (fn) de Cl—, Na+ y 
NaCl a través de la piel in situ de 
Leptodactylus ocellatus pre-adaptada 
en agua destilada y sumergida en so­
lución de NaCl 0.8 mEq/1 (iiEq/hr. 
x 100 gr. ±  ESM). ' 4

N
Peso corporal (sr) 
fn C l-  
fn Na+ 
fn Na*CI

Diferencias"*:

fn Cl------ fn Na+
fn C l- — fn NaCl 
fn Na+ — fn NaCl

71.3 ±  4.0
+  18.2 ±  7.3
+  12.2 ±  6.6
+  12.9 ±  7.2

+  6.0 ±  1.5a 
+  5.3 ±  0.6b
— 0.7 ±  1.3

*) Medido a partir de la conductividad de la so­
lución externa.

'■'*) Diferencias medias de datos pareados ±  ESM

0.01
0.001

(t =  4.08). 
(t =  9.30).

A—5. Experimentos varios. En sola­
mente dos casos medimos los flujos de Cl— 
y  de Na+ en ranas pre-adaptadas en agua 
de llave y sumergidas en solución de NaCl
0.8 mEq/1. Los flujos netos de Cl~ fueron 
+ 12.6 y + 7.5, y los de Na+ fueron + 2.7 
y +  0.8 ¡.iEq/hr x 100 gr, respectivamente. 
Asimismo, pudimos comprobar, en otros 
dos experimentos, que L. ocellatus pre-adap- 
tado en Na^SOj 0.8 mEq/1 es capaz de ab­
sorber Cl— cuando es sumergido en una so­
lución en la que el catión es impermeante 
(Cl-colina 0.8 mEq/1). Los fnCl- fueron 
+ 13.2 y + 5.2 y los de N a+ fueron + 0.9 
y +  0.2 |iE q/hr x 100 gr, respectivamente. 
La Figura 7 ilustra uno de los casos men­
cionados.
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T I E M P O  (ho ras )

FIG. 7. Captación neta de Cl— a través de la piel 
in situ  de Leptodactylus ocellatus pre- 
adaptada en Na2SOa y sumergida en solu­
ción de Cl—colina (Rana N" 40; 57,6 gr.). 
Los flujos netos (fn) están expresados en 
ItEq/hr x 100 gr.

B. Bufo arunco. Los sapos fueron pre- 
adaptados en diferentes soluciones de 1.7 
m Eq/I y los flujos netos fueron medidos 
sumergiéndolos en soluciones de NaCl de la 
misma concentración. Los resultados están 
en el Cuadro 7.

B— 1 . Animales pre-adaptados en NaCl. 
Los flujos netos no fueron significativamen­
te diferentes a pesar de que la tendencia 
fue, igual que en L. ocellatus, en el sentido 
de los flujos netos de Cl~ mayores que los 
de Na+.

B—2. Animales pre-adaptados en Na2S04 
y en Cl-colina. Tal como en L. ocellatus, es­
tos dos grupos dem ostraron una disociación 
significativa de sus flujos iónicos netos. En 
el caso de los sapos pre-adaptados en Na2S 0 4 
el flujo neto de Na+ fue imas 10 veces me­
nor que el de Cl- . Inversamente, los sapos 
pre-adaptados en Cl-colina tuvieron un  fn 
Cl-  tres veces inferior con respecto al de 
N a+.

B—3. Animales pre-adaptados en agua 
destilada. Los flujos no fueron tan  altos 
como en el caso de L. ocellatus y la pequeña 
diferencia detectada en este caso no fue es­
tadísticam ente significativa.

B—4. Animales pre-adaptados en agua 
potable. En este grupo experimental, pue­
den observarse flujos netos altos y estadís­
ticamente indistinguibles.

B—5. Experimentos varios. Bufo arunco 
es tam bién capaz de absorber a través de su 
piel in situ  Cl- '  o Na+ cuando está sumer­
gido en soluciones en las que el catión o el 
anión acom pañante es im perm eante; tam ­
poco hicimos un estudio sistem ático de este 
comportamiento.

CUADRO 7. Flujos netos (fn) de Cl— y de Na+ a través de la piel in situ  de Bufo arunco pre-adap- 
tado en diferentes soluciones y sumergido en solución de NaCl 1.7 mEq/1 (nEq/hr. x 100 
gr ±  ESM).

Solución de 
pre-adaptación N

Peso cor­
poral (gr.) fn CI­ fn Na+ Diferencias*

NaCl 7 67.9 ± 7.7 + RO ± 3.0 + 10.0 ± 1.6 +  4.0 ±  2.0

Agua potable 9 53.0 ± 7.2 + 16.8 ± 2.9 + 17.7 ± 2.1

•-<■Ho\o1

Agua destilada 7 88.9 ± 8.7 + 11.5 ± 3.9 + 12 2  ± 4.9 — 0.7 ±  12

Cl—colina 5 56.8 ± 1.6 + 8.4 3.1 + 26.6 ± 5.1 —18.2 ±  3.3a

Na2S 0 4 7 66.6 ± 6.3 + 9.2 ± 1.3 — 1.1 ± 1.3 +  10.3 ±  1.2b

*) Diferencias medias de datos pareados (fn Cl— — fn Na+ ±  ESM).

a: p <  0.01 (t =  5.54). b: p <  0.001 (t =  9.85).
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La Figura 8 ilustra un típico experimen­
to en el que B. arunco pre-adaptado en agua 
potable es capaz de captar Na+ cuando está 
sumergido en soluciones de Na2S 0 4 de dife­
rentes concentraciones. Nótese la dependen­
cia de la m agnitud del fn Na+ con su con­
centración en el baño externo.

«58-

■ • 100

'v  1700 

N . 1650- 

«■ ^ ___

x
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C—1. Animales pre-adaptados en NaCl. 
En el caso de C. caudiverbera también se 
observa una disociación de los flujos de Cl— 
y de Na+ siendo el fn Cl-  significativamente 
mayor que el fn Na+; en este caso no 
cabe ninguna duda de que la diferencia es 
real debido al elevado número de medicio­
nes efectuadas. Cuando los animales son 
pre-adaptados en soluciones más diluidas 
(0.4 mEq/1) los flujos son notoriamente 
mayores (primera línea del Cuadro 8).

C—2. Animales pre-adaptados en Cl-co- 
lina y en Na2S0 4. La disociación de flujos 
netos observados en L. ocellatus y en B. 
arunco existe también en esta especie; las

FIG. 8. Captación de Na+ a través de la piel in 
situ  de Bufo arunco pre-adaptado en 
agua potable y sumergido sucesivamen­
te en soluciones de N a,S04 de diferente 
concentración (Sapo N° 54; 81.0 gr). Los 
flujos netos (fn) están expresados en 
IxEq/hr x 100 gr.

C. Calyptocephalella caudiverbera. Es­
ta  es la especie en la  cual efectuamos el 
estudio más extenso. Todas las ranas fueron 
pre-adaptadas en agua destilada o en diver­
sas soluciones de 3.4 mEq/1. Los experimen­
tos se efectuaron sumergiendo los anima­
les en diversas soluciones de 1.7 mEq/1. 
Los resultados están enlistados en el Cua­
dro 8.

FIG. 9. Captación de Cl— y de Na+ a través de 
la piel in situ  de Calyptocephalella caudi­
verbera pre-adaptada en soluciones de 
NaCl (A), NajSOj (B) y Cl—colina (C) y 
sumergidas en soluciones de NaCl (Ranas 
Nos. 144, 21 y 93, de 204, 155 y 154 gr, res­
pectivamente). Los flujos netos (fn) es­
tán expresados en [j,Eq/hr x 100 gr.

CUADRO 8. Flujos netos (fn) de Cl— y de Na+ a través de la piel in situ  de Calyptocephalella cau­
diverbera  pre-adaptada en diferentes soluciones y sumergida en solución de NaCl 1.7 
mEq/1 (nEq/hr x 100 gr. ±  ESM).

Solución de 
pre-adaptación

NaCl 0.4 mEq/1 
NaCl 3.4 mEq/1 
Agua destilada 
Cl—colina 
Na2S 0 4

N

7
40 
21
41 
24

Peso cor­
poral (gr.)

278.9
205.9 
211.2 
188.0 
231.5

41.1
16.2 
13.1
14.0
22.0

+
+
+
+
+

fn C l-

11.1
7.8

11.7 
6.0

19.7

fn Na+

2.1
0.8
1.3
0.8
3.0

+ 8.1
+  5.5
+  7.2
+  8.5
+  6.5

*) Diferencias medias de datos pareados (fn Cl— — fn Na+ ±  ESM). 

a: p <  0.025 (t =  2.33) c: p <(t = 0.05

1.4
0.6
1.1
0.8
0.9

(t =

Diferencias*

+  3.0 
+  2.3 
+  4.5 
— 2.5 
+  13.2

±  2.4
±  0.9a
±  1.7b
±  1.1c
±  3.1d

2.15)
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diferencias observadas entre ambos flujos 
netos también son mucho mayores en el ca­
so de las ranas pre-adaptadas en Na2SOí
3.4 mEq/1. En la Figura 9 se ilustran tres 
típicos experimentos.

C—3. Animales pre-adaptados en agua 
destilada. Los flujos netos de Cl~ y de Na+ 
fueron mayores que en el grupo control o 
pre-adaptado en NaCl 3.4 mEq/1; sin em­
bargo, la diferencia entre dichos flujos ne­
tos fue estadísticamente significativa. En 
otro grupo de ranas pre-adaptado por el 
mismo tiempo en agua destilada (N — ,20), 
pero cuyos flujos de Cl~ y de Na+ fueron 
medidos sumergiendo los animales (peso 
corporal =  225.5 -  23.0 gr) en soluciones de
0.4 mEq/1 los resultados fueron: fn Cl— =  
+  11.2 ±1.0 y fn Na+ =  +  7.6 ± 0.6 |.iEq/ 
hr x 100 gr y la diferencia (+  3.6 +  1.4) fue 
también significativa (p <  0.025; t ± 2.62).

Llama la atención nuestra que los flujos 
iónicos netos son prácticam ente idénticos a 
los del grupo incluido en la tercera línea del 
Cuadro 8.

C—4. Experimentos varios. C. caudiver- 
be.ro. es también capaz de absorber Cl— y 
Na+ desde soluciones en las cuales el co-ión 
es impermeante. El Cl“  es absorbido a una 
velocidad que es independiente del co-ión 
acompañante (Na+ o colina) (Cuadro 9); la 
captación de Na+, en cambio, parece depen­
der del anión acom pañante ya que cuando 
las ranas están sumergidas en Na2SC>4 los 
l;n de N a 1 son significativamente m enores 
cuando son comparados con las mediciones 
efectuadas en animales sumergidos en NaCl 
(Cuadro 10).

Los flujos netos se hacen próximos 
cuando la concentración del Na2S0 4 externo 
se eleva unas cuatro veces (Cuadro 11).

CUADRO 9. Flujos netos (fn) de Cl— a través de la piel in situ  de Calyptocephalella caudiverbera  
pre-adaptada en agua destilada y sumergida sucesivamente en diferentes soluciones 

(|.i,Eq/hr x 100 gr ±  ESM).

Solución externa

I. NaCl 0.4 mEq/1

II. CI—colina 0.4 mEq/1

* Diferencia media de datos pareados (I - II ±  ESM).

Peso corporal =  162.3 ±  9.5 gr.

N fn Cl— Diferencia *

6 +  10.1 ±  1.8 

+  9.9 ±  2.3
0.2 ±  0.9

CUADRO 10. Flujos netos (fn) de Na+ a través de la piel in situ  de Calyptocephalella caudiverbera
pre-adaptada en agua destilada y sumergida sucesivamente en diferentes soluciones 
(|xEq/hr x 100 gr ±  ESM).

Solución externa N fn N a +  Diferencia*

I. NaCl 0.4 mEq/1 6 +  7.2 ±  1.6

II. N a,S04 0.4 mEq/1 6 +  2.5 ±  1.1 +  4’? *  ^

4 Diferencia media de datos pareados (I -  II ±  ESM ). 

a: p <  0.005 (t =  4.40)

Peso corporal =  162.3 ±  9.5 gr.
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CUADRO 11. Flujos netos (fn) de Na+ a través de la piel in situ  de Calyptocephalella caudiverbera 
pre-adaptada en agua destilada y sumergida sucesivamente en diferentes soluciones 

(¡iEq/hr x 100 gr ±  ESM).

fn Na+ Diferencia*

— 2.7 ±  1.1

Solución externa N

I. NaCI 0.4 mEq/1 4 +  6.2 ±  2.2

II. N a,S04 1.7 mEq/1 4 +  8.8 ±  3.4

* Diferencia media de datos pareados (I-II ±  ESM).

Peso corporal =  200.8 ±  27.8 gr.

CUADRO 12. Efecto del sulfato de procaína (2 mM) sobre los flujos netos (fn) de C l-  y de Na+ 
a través de la piel in situ  de Calyp tocephalella caudiverbera pre-adaptada en agua des­
tilada y sumergida en solución de NaCI 0.4 mEq/1 (,tEq/hr x 100 gr ±  ESM).

Periodo fn C l-  fn Na+

I. Pre-procaína +  9.5 ±  1.9 +  4.4 ±  1.4

II. Post-procaína -f 8.4 ±  0.6 — 5.5 ±  1.3

Diferencias * +  1.1 ±  0.9 +  9.9 ±  1.3;

* Diferencias medias de datos pareados (I -  II ±  ESM). 
a: p <  0.01 (t =  7.50).

Peso corporal =  272.0 ±  85.3 gr . (N =  4).

CUADRO 13.

Período

Efecto del pentobarbiturato de colina (2 mM) sobre los flujos netos (fn) de Cl— y de 
Na+ a través de la piel in situ  de Calyptocephalella caudiverbera pre-adaptada en agua 
destilada y sumergida en solución de NaCI 1.7 mEq/1 (u,Eq/hr x 100 gr ±  ESM).

fn C l- fn Na+

I. Pre-pentobarbital
II. Post-pentobarbital 

Diferencias *

+  9.2 ±  1.0 
+  1.4 ±  0.5 
+  7.8 ±  1.3’

+  8.0 ±  0.7 
+  8.9 ±  0.9 
— 0.9 ±  1.0

* Diferencias medias de datos pareados (I 
a: p <  0.001 (t =  6.14).

II ±  ESM).

Peso corporal =  185.8 24.1 gr (N =  8).

Esta dependencia de los fn Na+ con res­
pecto a su concentración en el baño exter­
no, también señalada para  Bufo arunco, se 
ilustra en la Figura 10; en la Figura 11 se 
ve ilustrado un caso de independencia de 
la captación neta de Cl- .

II. Inhibición selectiva de los flujos iónicos 
netos.

Los experimentos que a continuación re­
sumiremos, se efectuaron sólo sobre C. cau­
diverbera pre-adaptada en agua destilada y 
sumergidas en soluciones de NaCI.

Inspirados en el trabajo de B la u s t e in  
y G old m an  (1966) investigamos el efecto de 
un anestésico catiónico (procaína) y otro 
aniónico (pentobarbital) sobre los flujos 
netos in vivo de cloro y de sodio; la adición 
de dichos anestésicos prácticamente no al­
teró la concentración de Cl-  y Na+ del baño 
externo ya que las sales utilizadas estaban 
desprovistas de dichos iones. Los resultados 
se presentan en los Cuadros 12 y 13. La Fi­
gura 12 ilustra dos experimentos típicos de 
inhibición selectiva.



136 BOLETIN DEL MUSEO NACIONAL DE HISTORIA NATURAL

4 0 0

2 0 I 2 

TIEMPO (horas)

FIG. 10. Captación neta de Na+ a través de la 
piel in situ  de Calyptocephalella caudi- 
verbera  pre-adaptada en agua destilada 
y sumergida sucesivamente en solucio­
nes de Na2S 0 4 de diferente concentra­
ción (Rana N9 39; 146,0 gr). Los flujos 
netos (fn) están expresados en uBq/hr 
x 100 gr.
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FIG. 11. Captación neta de Cl— a través de la 
piel in situ  de Calyptocephalella caudi- 
verbera  pre-adaptada en agua destilada 
y sumergida sucesivamente en solucio­
nes de NaCl (A) y Cl—colina (B ) (Rana 
N° 39—B). Los flujos netos (fn) están 
expresados en |j,Eq/hr x 100 gr.

FIG. 13. Efecto de la acidificación del baño exter­
no H2S 0 4 sobre el flujo neto de Na+ 
a través de la piel in situ  de Calypto­
cephalella caudiverbera  pre-adaptada en 
agua destilada y sumergida en solución 
de Na2S 0 4 (Rana N? 243; 155,0 gr).

FIG. 12. Efecto de la adición al baño externo de
2 mM de sulfato de procaína (A) y de 
pentobarbiturato de colina (B ) sobre los 
flujos netos de Cl— y de Na+ a través 
de la piel in situ  de Calyptocephalella  
caudiverbera. Las ranas (Nos. 75 y  101, 
de 242,0 y 207,0 gr., respectivamente) fue­
ron pre-adaptadas en agua destilada y 
sumergidas en solución de NaCl.
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En ambos casos hubo rapidísim a inhibi­
ción de uno de los flujos m ientras que el 
otro permaneció prácticam ente inalterado. 
El efecto de los anestésicos duró 3—4 horas.

El sulfato de procaína disminuye noto­
riam ente el pH del baño externo; por ello, 
investigamos, aunque no de m anera siste­
m ática, el efecto del cambio de pH por adi­
ción de H2SO4 (aproximadamente 0.01 N) 
en cantidad suficiente para reducirlo a 3.9. 
Del mismo modo que con procaína, esta mo­
dificación produjo una inmediata y prolon­
gada inhibición del flujo neto de Na+ (Fi­
gura 13).

El pentobarbiturato  de colina, por su 
parte, eleva el pH de la solución externa a 
valores entre 8.2 — 8.9; en este caso, la adi­
ción de colina base (hidróxido) en cantidad 
para provocar aquel cambio de pH no mos­
tró afectar los flujos iónicos netos de la ma­
nera en que lo hace el pentobarbiturato.

Capítulo II

LOS IONES INTERCAMBIADOS POR 
C l- Y Na+

1. Introducción.

Establecido el hecho de que los anima­
les son capaces de captar Cl~ y Na+ del me­
dio externo, a) de m anera independiente, y
b) por intercam bio contra iones endógenos, 
nos preocuparem os en lo que sigue de con­
testar o tra  de las preguntas que nos hici­
mos al comienzo: ¿cuáles son los iones en­
dógenos intercam biados por los externos? 
Demostraremos que dichos iones internos 
son HCOí-  e H +.

La m ayor parte de los experimentos de 
este Capítulo fueron efectuados sobre Ca- 
lyptocephalella caudiverbera. Más incomple­

ta  es la información que poseemos al res­
pecto sobre Leptodactylus ocellatus en la 
que una parte del Na+ externo se intercam­
bia por NH4+ interno.

2. Material y métodos.

Las condiciones en que los animales fue­
ron procesados y muchas de las técnicas 
analíticas utilizadas son prácticamente igua­
les a las señaladas en el Capítulo I. En este 
Capítulo hemos incorporado algunas medi­
ciones adicionales cuyos detalles son los 
siguientes:

Amonio. Por la técnica de microdifusión 
modificada (Balinsk y  y B aldwin, 1961) 
sobre alícuotas del baño externo en el que 
los animales estaban sumergidos.

Alcidez y alcalinidad totales. Se midieron 
a la tem peratura ambiente, con NaOH (1.9 
mEq/1) y HC1 (3.5 mEq/1), en un equipo 
autotitulador Radiometer (TTI), provisto 
de una bureta automática SBU-1 y un re­
gistrador SBR-2 Titrigraph. Se utilizó un 
equipo con electrodos de vidrio y referencia 
separados. Los puntos de equivalencias y los 
pK se determinaron gráficamente.

Valor amortiguador (0). Se determinó 
por cálculo, de acuerdo a Davenport (1966) 
y se lo expresó en |-iEq de ácido (o de base) 
unidad de pH /hr.

3. Resultados.

I. El catión endógeno.

A. Amonio. Los experimentos efectua­
dos en L. ocellatus están resumidos en el 
el Cuadro 14.

CUADRO 14. Flujos netos (fn) de Na+ y de NH.+ a través de la piel in si*udeL eptodac
tus pre-adaptada en agua potable y sumergida en solución de NaCl (0.5 — 1.3 mEq/1) 
((lEq/hr x 100 gr ±  ESM).

N

9

Peso corporal (gr) 

53.2 ±  4.1

fn Na+

+  3.7 ±  1.6

fn NH4+

— 0.9 ±  0.4
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El coeficiente de correlación entre am­
bos flujos es alto (r =  — 0.78) y estadís­
ticamente significativo (p <  0.025; t =  3.31) 
(Figura 14). La correspondiente recta de re­
gresión se expresa por;

fn Na+ =  — 3.11 fn NH4+ +  0.87

Se consideró la posibilidad de que el 
NH4+ detectado en el medio externo provi­
niese de bacterias que habitualm ente viven 
sobre la piel y /o  del mucus; para ello se 
incubaron raspados de la piel de estas ra­
nas. En esas condiciones el NH.¡+ del medio 
es bajo y permanece prácticamente constan­
te indicando así que el origen del amonio 
detectado no es espúreo.

En el caso de C. caudiverbera no hici­
mos un estudio exhaustivo y sistemático de 
la excreción de NH.i+ por la piel. En este 
animal nos aseguramos de que sólo el inter­
cambiador catiónico sea el funcional para  lo 
cual los flujos de Na+ y de NH4+ fueron eva­
luados sumergiendo las ranas (pre-adapta- 
das en agua destilada) en solución de 
Na2S04 1.7 mEq/1. Los resultados se resu­
men en el Cuadro 15.

En estas condiciones, no existe c ó r r e la - i  
ción entre la cantidad de Na+ absorbido y H  
la cantidad de NH.r excretado al medio 
(r =  — 0.66; 0.4 <  p <  0.3). La Figura 15 
ilustra uno de los experimentos resumidos 
en el Cuadro 15.

¡. 14. Correlación entre la captación de Na + 
(fn Na+) y la excreción de NH+ (fn 
NH4+) a través de la piel in situ  de Lep- 
íodactylus ocellatus (experimentos del 
Cuadro 14).

CUADRO 15. Flujos netos (fn) de Na + y de NH4 ■ a través de la piel in situ  de Calyptocephalella
caudiverbera pre-adaptada en agua destilada y sumergida en solución de Na2S 0 4 1.7
1.7 mEq/1 (¡¿Eq/hr x 100 gr ±  ESM).

N Peso corporal (gr) fn Na+ fn NH4+

5 245.6 ±  45.1 +  2.8 ±  2.1 — 0.4 ±  0.3

B. Hidrógeno. La medida del H + ex­
cretado al medio externo se hizo titulando 
la acidez de alícuotas del medio externo 
(Na2S 0 4 1.7 mEq/1) en el que estaban su­
mergidas las ranas (C. caudiverbera). El 
Cuadro 16 resume los resultados de estas 
mediciones.

En la Figura 16 se ilustra, con un expe­

rim ento típico, la correspondencia estequio- 
m étrica entre el N a+ captado y el H + excre­
tado. La misma correlación se ilustra  de 
m anera más elocuente en la Figura 17 don­
de se ve claram ente que la interrupción de 
la captación de Na+ va acom pañada de una 
evolución en la excreción de H + que es prác­
ticamente su imagen especular.
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TI EMPO (ho ras)

FIG. 15. Captación de Na^ (fn Na+) y excreción 
de NH4+ (fn NH4+) a través de la piel 
in situ  de Calyptocephalella caudiverbe- 
ra sumergida en solución de N a,S04 (Ra­
na N” 72—B; 160,0 gr). Los flujos netos 
(fn) están expresados en nEq/hr x 100 
gr.

FIG. 16. Captación de Na+ (fn Na+) y excreción 
de H+ (fn H+) a través de la piel in situ  
de Calpytocephalella caudiverbera su­
mergida de N a,S04 (Rana N- 100—B;
224.0 gr). Los flujos netos (fn) están ex­
presados en uEq/hr x 100 gr.

CUADRO 16. Flujos netos (fn) de Na+ e H+ a través de la piel in situ  de Calyptocephalella caudi­
verbera  pre-adaptada en agua destilada y sumergida en soluciones de N a,S04 1.7 mEq/1 
(¡lEq/hr x 100 gr ±  ESM).

N Peso corporal (gr) fn

9 235.2 ±  18.3 +  4.3

En la Figura 18 se ilustra la correlación 
entre los fn Na'1' e H +; el coeficiente de co­
rrelación es alto (r =  — 0.99 y estadística­
mente significativo (p <  0.001; t =  15.58). 
La recta de regresión se expresa por la fór­
mula: fnNa+ =  — 0.93 . fn H+ +  0.44.

II. El anión endógeno.

Para investigar la naturaleza del anión 
endógeno, las ranas fueron pre-adaptadas

N a - fn H+

±  1.2 — 4.3 ±  1.2

en agua destilada y sus flujos fueron medi­
dos estando sumergidas en soluciones de 
Cl-colina 0.4 mEq/1. Alícuotas del baño ex­
terno fueron igualmente tituladas con 
NaOH. El Cuadro 17 presenta los resultados 
de las respectivas mediciones.

En la Figura 19 se ilustra un experimen­
to característico. Puede verse que la absor­
ción de Cl— es acompañada por la excreción 
de una Base; la imagen gráfica de la desapa­
rición del Cl~ del baño externo va acompa-
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T IE M P O  (horas)

FIG. 17. Captación de Na+ y excreción de H+ a 
través de la piel in situ  de Calyptocepha- 
lella caudiverbera  sumergida en solución 
de Na2S 0 4 (Rana N° 103 A/B; 233.4 gr).

FIG. 18. Correlación entre la captación de Na+  
(fn N a+) y la excreción de H+ (fn  
H+) a través de la piel in situ  de Calyp- 
tocephalella caudiverbera  (experimentos 
del Cuadro 16).

CUADRO 17. Flujos netos (fn) de Cl— y de Base a través de la piel in situ  de Calyptocephalella cau­
diverbera  pre-adaptada en agua destilada y sumergida en solución de Cl-colina 0.4 
mEq/1 (|j,Eq/hr x 100 gr ±  ESM).

N Peso corporal (gr) fn Cl— fn Base

6 216.9 ±  27.6 +  8.6 ±  1.8 — 11.8 ±  2.5

ñada simétricamente con la de la aparición 
de dicha Base.

El coeficiente de correlación (Figura 20) 
entre ambos flujos netos es alto (r =  — 0.96) 
y estadísticam ente significativo (p <  0.005; 
t =  6.78). La recta de regresión se expresa 
por la fórm ula siguiente: fn Cl— =  —0.69 . 
fn B -  + 0.40.

El pK de la Base excretada en los expe­
rimentos del Cuadro 17 fue 5.91 ± 0.03. Sos­
pechando que la Base en cuestión era 
HC03-  preparam os una serie de soluciones 
artificiales mezclando soluciones de bicar­
bonato de colina y de Cl-colina en cantida­
des equivalentes a las que por cálculo se 
tendrían en las alícuotas de algunos expe­
rimentos. El pK de estas soluciones fue

5.90 ± 0.03 (N — 11). Concluimos, pues, 
que la Base excretada po r intercam bio con 
Cl— externo era Bicarbonato.

III. Intercam bios iónicos y cambios 
de pH del medio externo.

Cuando las ranas (C. caudiverbera) es­
tán sumergidas en NaCl, el pH  del medio 
externo permanece prácticam ente inaltera­
do; interpretam os este hecho postulando 
que los H + secretados por el intercam bia­
dor catiónico neutralizan los HCOs~ que el 
intercam biador amónico excreta sim ultá­
neamente. De allí, el pH del medio externo 
no resulta ser un indicador apropiado de 
la secreción de H +.
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T I E M P O  ( h c - n s )

FIG. 19. Captación de Cl— y excreción de Base a 
través de la piel in situ  de Calyptocepha- 
leíla caudiverbera  sumergida en solu­
ción de Cl—colina (Rana N° 98—B; 201.5 
gr).

FIG. 20. Correlación entre la captación de Cl— 
(fn Cl—) y la excreción de Base (fn B—) 
a través de la piel in situ  de Calypto- 
cephalella caudiverbera  (experimentos 
del Cuadro 17).

Cuando el medio externo de una rana 
sumergida en NaCl es acidificado con H2SO4 
hay una inhibición del flujo neto de Na+; 
dicha inhibición es tem poraria y perdura 
sólo hasta que el pH de la solución externa 
alcanza valores próximos al del período pre­
vio a la adición del ácido. Este últim o caso 
se ilustra en la Figura 21; evidentemente, 
la base excretada por el intercam biador 
aniónico neutraliza el exceso de hidrogenio- 
nes y una vez restaurado el pH original se 
re-inicia la captación de Na+.

Confirmando esta interpretación ya vi­
mos (Figura 13) un caso en el que la rana 
estuvo sumergida en Na2S04 y su medio ex­
terno acidificado hasta pH 3.6; se observó 
la misma inhibición del fn Na+ que en la 
Figura 21, pero que perdura varias horas, 
prácticamente sin cambios en el pH.

T i f M P O  ( h o r a s )

FIG. 21. Efecto transitorio (inhibitorio) de la aci­
dificación del baño externo sobre la cap­
tación de Na+ a través de la piel in situ  
de Calyptocephalella caudiverbera  pre- 
adaptada en agua destilada y sumergida 
en solución de NaCl (Rana N° 148; 198
gr)-
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Cuando C. caudiverbera estuvo sumergi­
da en Na2S0 4, hubo una disminución del pH 
del medio externo de 0.30 ± 0.04 unidades/hr 
(experimentos del Cuadro 16). Cuando las 
mismas ranas estuvieron sumergidas en C1-- 
colina, la modificación del pH del baño ex­
terno fue en el sentido de la alcalinización; 
el pH aumentó 0.15 ± 0.05 unidades/hr (ex­
perimentos del Cuadro 17 (medias * ESM ).

IV. Intercambios iónicos y cambios 
en el poder am ortiguador del 
medio.

A. Ranas sumergidas en Cl-colina. Otra 
evidencia en favor de la conclusión anterior 
de que la Base endógena excretada por in­
tercambio con Cl~ exógeno es bicarbonato 
surge del cálculo del "valor am ortiguador” 
(P) del baño externo (D a v e n p o r t , op. cit.) 
que es "la cantidad de ácido (o Base) que 
debe añadirse para provocar una modifica­
ción de una unidad de pH por unidad de 
tiem po”.

Dicho cálculo indicó que cuando las ra­
nas están sumergidas en Cl-colina el poder 
amortiguador alcanza 76.3 ± 16.3 ¡iEq/uni­
dad de p H /h r (N =  6) . El coeficiente de co­
rrelación entre el fn Cl~ y el aumento de 8 
de la solución externa fue alto y significa­
tivo (r =  —0.86; p <  0.025; t  =  3.34). El 
coeficiente de correlación entre el fn Base 
y el aumento de (3 también fue alto y signi­
ficativo (r =  4- 0.95; p <  0.005; t  — 6.03).

B. Ranas sumergidas en NaiSO<. El po­
der am ortiguador fue, en este caso de 
13.1 i  3.8 [iEq/unidad de p H /h r (N =  9), 
esto es, casi seis veces menor que el de las 
ranas sumergidas en Cl-colina. El coeficien­
te de correlación entre el fn Na+ y la capa­
cidad am ortiguadora fue de — 0.71 y sin 
significación estadística.

Tercera Parte

EFECTO DE LAS HORMONAS NEURO- 
HIPOFISIARIAS SOBRE LOS FLUJOS NE­
TOS DE C l- Y DE Na+ A TRAVES DE LA 
PIEL IN  SITU  Y SOBRE LA DIURESIS DE 
CALYPTOCEPHALELLA CAUDIVERBERA

1. Introducción.

Se sabe que la neurohipófisis de los an­
fibios produce dos, o probablem ente tres, 
hormonas peptídicas: vasotocina, mesotoci- 
na y /u  ocitocina ( H e l l e r  y P i c k e r i n g , 1970; 
M o e n s , 1972; S a w y e r , 1968); los dos prim e­
ros suelen denominarse como derivados de 
la ocitocina: Arg-8-ocitocina e Ileu -8-oci- 
t orina.

La bibliografía referente a la acción de 
estas horm onas cíclicas sobre el transporte 
de iones a través de ciertos epitelios in vitro  
así como sobre el equilibrio hidrom ineral 
de batracios in vivo es frondosa; sólo cita­
remos dos extensos trabajos m odernos en 
los que se resume nuestro conocimiento: 
F o l l e t , 1970 y M o r e l  y J a r d , 1968.

Cuando son aplicados al lado seroso, es­
tos péptidos producen un "efecto natriféri- 
co”, esto es, aum entan el pasaje neto de N a+ 
(por un aum ento del influjo a través de di­
versos epitelios polares como la piel, vejiga 
urinaria y túbulo ren a l); el mecanismo celu­
lar de este efecto no es conocido en detalle 
(M a e t z , 1968; M o r e l  y J a r d , op. cit.).

La inyección de péptidos neurohipofisa- 
rios también provoca, en los anfibios adul­
tos in vivo un "efecto hidrosm ótico”; los 
batracios ganan peso por retención de agua. 
Dicho efecto es la resultante de la respuesta 
combinada de tres efectores: piel, vejiga 
urinaria y riñón los que aum entan su per­
meabilidad osmótica al agua del lado m u­
coso al seroso. La piel y vejiga in vitro  res­
ponden cualitativam ente de la m ism a m a­
nera. El riñón aum enta su reabsorción tu ­
bular al agua y /o  disminuye su velocidad 
de filtración glomerular. La m agnitud de la 
respuesta hidrosm ótica parece correlacio­
narse —dentro de ciertos límites— con el 
hábito de la especie considerada, siendo m a­
yor en las terrestres y m ínim a en las acuá­
ticas; el efecto natriférico no m uestra, en 
general, aquella correlación.

Siendo Calyptocephalella caudiverbera  
un leptodactílido perteneciente a un taxón 
terrestre y en estado adulto provisto de há­
bitos acuáticos, creimos de interés investi­
gar el efecto de la ocitocina, vasotocina y 
mesotocina sobre sus mecanismos de cap­
tación de Cl-  y de Na+ a través de su piel 
in situ. La demostración de la existencia de 
dos mecanismos independientes de trans­
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porte de iones nos hizo pensar en la posi­
bilidad de que la regulación endocrina de 
dichos mecanismos fuese igualmente inde­
pendiente.

La hipótesis de trabajo fue simple: cada 
uno de los péptidos producidos por el hipo- 
tálam o podría ser el responsable de la regu­
lación de los intercam bios aniónicos y ca- 
tiónicos respectivamente.

No hemos sabido de otros estudios rela­
tivos al efecto de las horm onas neurohipo- 
fisarias sobre la captación de Cl~ y de Na+ 
a través de la piel de C. caudiverbera.

2. M aterial y métodos.

Tanto las condiciones de mantenimiento 
y pre-adaptación de las ranas, como el mo- 
dus operandi de los experimentos fueron 
similares a las señaladas en el Capítulo I de 
la Segunda Parte.

En los animales de este grupo se implan­
tó un catéter intraperitoneal de plástico el 
que fue fijado por medio de una ligadura 
concéntrica (Figura 22) cuyo espacio m uer­
to fue previamente evaluado y generalmente 
osciló alrededor de 0.10 mi. Por este catéter 
se adm inistraron las hormonas, a distancia, 
sin pertu rbar a las ranas y con la certeza 
de que las dosis necesarias eran íntegramen­
te sum inistradas.

— Medidas de los flujos iónicos netos. 
Casi todas las mediciones se efectuaron su­
mergiendo los animales en soluciones de 
NaCl 1.7 mEq/1. En algunos experimentos, 
las ranas fueron sumergidas en Cl-colina o 
Na2S04 de la misma concentración con el 
propósito de evaluar independientemente 
sus flujos netos de Cl— o de Na+. En todos 
los casos se efectuaron experimentos "con­
tro l” inyectando el diluyente de las horm o­
nas (Ringer anfib io).

Se siguió la evolución de los flujos netos 
de Cl~ y/o  Na+ por el lapso de unas 2-3 
horas en un período que llamamos "testi­
go”; después de la inyección de las horm o­
nas (o del Ringer-anfibio) se continuó el 
control de los flujos de ambos iones en el 
baño externo por otras 2-3 horas (período 
"horm ona”). Así, los animales fueron con­
troles de sí mismos.

FIG. 22. Diagrama esquemático del dispositivo ex­
perimental utilizado en los experimen­
tos de esta Parte.

— Diuresis. En aquellos casos en que 
la orina era desprovista de heces se evaluó 
la diuresis midiendo el débito urinario di­
rectamente en el tubo de centrífuga gradua­
do o probeta en el que desembocaba la cá­
nula vesical.

— Hormonas. Los 3 péptidos utilizados 
fueron sintéticos. La ocitocina "Syntocinon” 
fue donada por los Laboratorios Sandoz- 
Chile; la vasotocina fue obsequiada por el 
Dr. B . B e r d e  (Sandoz-Suiza) y la mesoto- 
cina por los Profesores J. M a e t z  y J. Ru-
DTNGER.

Las soluciones originales fueron diluidas 
en Ringer-anfibio y el volumen inyectado en 
cada caso osciló entre 0.1 y 0.2 m l/100 gr 
de peso corporal; en los experimentos "con­
tro l” se inyectó ese mismo volumen de Rin­
ger-anfibio. Las dosis administradas de hor­
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mona (en M/Kg de peso corporal) fueron 
las siguientes: Ocitocina =  5.0 x 10~7; Va- 
sotocina =  3.0 x 10- 8 y Mesotocina =
3.4 x 10-11.

3. Resultados.

I. Flujos netos de Cl— y de Na+.

A. Efectos de la ocitocina y la vasoto- 
cina. Puede observarse (Cuadros 18 y 19 y 
Figura 23) que en las ranas pre-adaptadas 
en NaCl estos dos péptidos provocan, bási­
camente, un mismo fenómeno: "paraleliza- 
ción positiva" de los flujos netos de Cl-  y 
de Na+; en ambos casos hay una im portante 
inhibición del flu jo  neto de Cl~ hasta valo­
res próximos al de Na+.

En otro grupo de experimentos estudia­
mos el efecto de la adm inistración de ocito­
cina y vasotocina a ranas pre-adaptadas en 
Cl-colina y Na2S04. En el prim er caso se ob­
servó (Cuadros 20 y 21) igual paraleliza- 
ción; sin embargo, en estas ranas dicho 
efecto se logró por una im portante inhibi­
ción del fn  N a+ que se reduce hasta  valores 
próximos a los de Cl—.

En el segundo caso (ranas pre-adaptadas 
en Na2S0 4) se notó (Cuadro 22) después de 
la inyección de ocitocina una notoria acele­
ración del flujo neto de Na+ m ientras que el 
de Cl-  permanece prácticam ente inalterado; 
la tendencia a la paralelización es evidente 
toda vez que la diferencia entre los flujos 
de Cl~ y de Na+ se reduce en el período hor­
mona, a la mitad.

CUADRO 18. Efecto de la inyección intraperitoneal de ocitocina (5.0 x  10—7 M /Kg de peso corporal) 
sobre los flujos netos (fn) de Cl— y de Na+ a través de la piel in situ  de Calyptoce- 
phalella caudiverbera  pre-adaptada en NaCl 3.4 mEq/1 y sumergida en solución de NaCl
1.7 mEq/1 (^Eq/hr x 100 gr ±  ESM).

Período 

Testigo 
Ocitocina 
Diferencias *

fn C l-

+  9.8 ±  1.8
+  7.5 ±  1.3
+  2.3 ±  1.0b

* Diferencias medias de datos pareados ±  ESM.
p <  0.02 (t =  3.14).

Peso corporal =  305.8 ±  54.1 gr. (N =  7).

fn Na+ .

+  7.5 ±  1.3
+  7.3 ±  1.4
+  0.2 ±  0.5

0.1 <  p <  0.05 (t =  2.30).

Diferencias *

+  2.3 ±  0.7a 
+  0.2 ±  0.4

CUADRO 19. Efecto de la inyección intraperitoneal de vasotocina  (3.0 x 10—8 M /Kg de peso corporal) 
sobre los flujos netos (fn) de C l-  y de Na+ a través de la piel in situ  de Calypto- 
cephalelta caudiverbera  pre-adaptada en NaCl 3.4 mEq/1 y sumergida en solución de Na Cl
1.7 mEq/1 (|j,Eq/hr x  100 gr ±  ESM).

Período fn CI- fn Nax Diferencias *
Testigo + 9.1 ± 2.3 + 5.3 ± 1.6 -f- 3.8 ±  1.8a
Vasotocina +  ' 6.6 ± 2.3 + 5.6 ± 1.7 +  1.0 ±  0.6
Diferencias * + 2.5 ± 0.7b — 0.3 ± 0.6

* Diferencias medias de datos pareados ±  ESM. 
a: p <  0.05 (t =  2.22). 
b: p <  0.01 (t =  3.56).

Peso corporal =  192.5 ±  24.6 gr. (N =  6).



A. Salibián/  Cloro y Sodio a través de la piel de Anfibios 145

Queda claro entonces que lo general en 
el efecto de la ocitocina y de la vasotocina 
parece ser el fenómeno de la "paraleliza- 
ción” de los flujos netos. Dicha paraleliza- 
ción se logra por inhibición o aceleración 
de uno de los flujos dependiendo de la his­
toria previa del animal. El efecto (inhibi­
ción o aceleración) se ejerce siempre sobre 
uno de los dos flujos.

T I E M P O  (h o ra s )

FIG. 23. Efecto de la inyección intraperitoneal de 
ocitocina sobre los flujos netos de Cl— 
y de Na+ a través de la piel in situ  de 
Calyptocephalella caüdiverbera  pre-adap- 
tada en NaCl 3.4 mEq/1 (Rana N° 212; 
533,0 gr). Los flujos netos están expresa­
dos en aEq/hr x 100 gr.

10. MUSEO N? 35

B. Efecto de la mesotocina. Después de 
la inyección de mesotocina las ranas pre- 
adaptadas en NaCl responden con una "pa- 
raleiización negativa” de los flujos netos de 
Cl-  y de Na+ (Cuadro 23 y Figura 24). En 
otras palabras, ambos flujos se hacen nega­
tivos y las ranas pierden CI— y Na+ en can­
tidades equivalentes.

Con el propósito de investigar su efecto 
independiente sobre los flujos netos de Cl— 
y de Na+, inyectamos la misma dosis de 
mesotocina a ranas pre-adaptadas en NaCl 
pero sumergidas en Cl-colina y Na2S04, res­
pectivamente (Cuadros 24 y 25). Como se 
observará, el efecto antes mencionado (pa- 
ralelización negativa) vuelve a registrarse 
con las mismas características.

La misma inhibición de los flujos netos 
después de la inyección de mesotocina se 
observó en otro grupo de ranas pre-adapta­
das en Cl-colina y puesta en NaCl (Cuadro 
26); en este caso no se observó la "paraleli- 
zación” anterior.

C. Efecto de la inyección de Ringer- 
anfibio. Las respuestas de las ranas a la 
inyección de las hormonas neurohipofisa- 
rias mencionadas en A y B son específicas 
toda vez que en los experimentos “control” 
la sola administración de Ringer-anfibio no 
reprodujo ninguno de los efectos de dichas 
hormonas (Cuadro 27). Además, debe de­
cirse que las hormonas provocaron su efec­
to de manera inmediata (15--30 minutos) el 
que perduró varias horas.

' •  No'

T I E M P O  (horas )

FIG. 24. Efecto de la inyección intraperitoneal de 
mesotocina sobre los flujos de Cl— y de 
Na i' a través de la piel in situ  de Calyp- 
cephalella caüdiverbera pre-adaptada en 
NaCl 3.4 mEq/1 (Rana N? 271; 105,8 gr.). 
Los flujos netos (fn) están expresados 
en n,Eq/lir x 100 gr.
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CUADRO 20. Efecto de la inyección intraperitoneal de ocitocina (5.0 x 10—1 M /Kg de peso corporal) 
sobre los flujos netos (fn) de C1— y de Na+ a través de la piel in situ  de Calyptocepha- 
lella caudiverbera pre-adaptada en C1 -colina 3.4 mEq/1 y sumergida en solución de NaCl
1.7 mEq/1 (|.iEq/hr x 100 gr ±  ESM).

Periodo fn C l- fn Na+ Diferencias *

Testigo + 3.4 ± 1.0 + 7.8 ± 1.2 — 4.4 ±  1.1a

Ocitocina + 4.9 ± 1.2 + 4.2 ± 0.6 +  0.7 ±  0.8

Diferencias * — 1.5 ± 0.9 + 3.6 ± 0.8b

* Diferencias medias de datos pareados ±  ESM. 

a: p <  0.01 (t =  3.95); b: p =  0.001 (t =  4.63).
Peso corporal =  231.2 ±  53.1 gr. (N =  6).

CUADRO 21. Efecto de la inyección intraperitoneal de vasotocina  (3.0 x 10—8 M /Kg de peso corporal) 
sobre los flujos netos (fn) de Cl— y de Na+ a través de la piel in situ  de Calyptocepha- 
lella caudiverbera  pre-adaptada en Cl-colina 3.4 mEq/1 y sumergida en solución de NaCl
1.7 mEq/1 (¡iEq/hr x 100 gr ±  ESM).

Período fn C l- fn Na+ Diferencias *

Testigo + 5.7 ± 2.1 + 11.0 ± 1.3 — 5.3 ±  1.3a

Vasotocina + 4.9 ± 1.5 + 7.8 ± 1.3 — 2.9 ±  0.5b

Diferencias * + 0.8 ± 1.2 + 3.2 ± 0.6c

* Diferencias medias de datos pareados ±  ESM.
a: P <  0.01 (t =  4.21). b: p <  0.001 (t =  5.48). c: p <  0.001 (t =  5.28).
Peso corporal =  144.5 ±  16.2 gr. (N  =  6).

CUADRO 22. Efecto de la inyección intraperitoneal de ocitocina (5.0 x 10—7 M /Kg de peso corporal) 
sobre los flujos netos (fn) de C l-  y de Na+ a través de la piel in situ  de Calyptocepha- 
lella caudiverbera  pre-adaptada en Na^O,, 3.4 mEq/1 v sumergida en solución de NaCl
1.7 mEq/1 (,tEq/hr gr ±  ESM).

Período fn C l- fn Na+ Diferencias *

Testigo +  20.6 ± 1.5 4- 7.4 ± 0.8 +  13.2 ±  1.5a

Ocitocina +  19.0 ± 1.5 + 11.9 ± 1.3 +  7.1 ±  1.0b

Diferencias * +  1.6 ± 1.1 — 4.5 ± 1.2c

" Diferencias medias de datos pareados ±  ESM.

a: p <  0.001 (t =  
Peso corporal =  243.3

8.60). b; 

±  22.5 gr. (N =
p <  0.001 (t 

6).
= 6.87). C : p <  0.01 (t =  3.62).
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CUADRO 23. Efecto de la inyección intraperitoneal de mesotocina  (3.4 x 10-11 M/Kg de peso corpo­
ral) sobre los flujos netos (fn) de C l -  y de Na+ a través de la piel in situ  de Calypto­
cephalella caudiverbera pre-adaptada en NaCl 3.4 mEq/1 y sumergida en solución de 
NaCl 1.7 mEq/1 (¡i,Eq/hr x 100 gr ±  EEM).

Período

Testigo 
Mesotocina 
Diferencias i

fn C l-

+  7.8 ±  1.4
— 4.3 ±  2.4
+  12.1 ±  2.7b

fn Na ~

5.5 ±  
3.8 ±  
9.3 ±

0.8
2.6
1.9c

Diferencias ’

+  2.3 ±
— 0.5 ±

1.6a
0.9

- Diferencias medias de datos pareados 
a; p =  0.20; b: p <  o .O l (t =  4.50); 
Peso corporal =  125.7 ±  6.6 gr. (N =  6).

ESM.
c: p =  0.001 (t =  4.85).

CUADRO 24. Efecto de la inyección intraperitoneal de mesotocina (3.4x10—11 M/Kg de peso corporal) 
sobre el flujo neto (fn) de Cl— a través de la piel in situ  de Calyptocephalella caudiver­
bera pre adaptada en NaCl 3.4 MEq/1 y sumergida en solución de Cl-colina 1.7 mEq/1 
(nEq/hr x 100 gr ±  ESM).

Período

Testigo 
Mesotocina 
Diferencia *

fn C l-

+  6.8 ±  1.8 
— 1.4 ±  2.2 
+  8.2 ±  1.0 a

CUADRO 25.

* Diferencia media de datos pareados ±  ESM. 
a: p <  0.001 (t =  8.37).
Peso corporal =  146.0 ±  30.9 gr. (N =  5).

Efecto de la inyección intraperitoneal de mesotocina (3.4 x 10—lI, M/Kg de peso corpo­
ral) sobre el flujo neto (fn) de Na+ a través de la piel in situ  de Calyptocephalella cau­
diverbera  pre-adaptada en NaCl 3.4 mEq/1 y sumergida en solución de Na2S 0 4 1.7 mEq/1 
(nEq/hr x 100 gr ±  ESM).

Período

Testigo 
Mesotocina 
Diferencia *

fn N af

+  2.4 ±  0.5 
—  1.6 ±  0.6 
+  4.0 ±  1.0 a

* Diferencia media de datos pareados ±  ESM. 
a: p <  0.01 (t =  3.97).
Peso corporal = 159.9 ±  21.3 gr. (N =  7).

CUADRO 26. Efecto de la inyección intraperitoneal de mesotocina (3.4 x 1 0 -11 M/Kg de peso corpo­
ral) sobre los flujos netos (fn) de Cl -  y de Na+ a través de la piel in situ  de Calyptoce­
phalella caudiverbera  pre-adaptada en  Cl-colina 3.4 mEq/1 y sumergida en solución de 
NaCl 1.7 mEq/1 (nE q/hr x 100 gr ±ESM ).

Período 
Testigo 
Mesotocina 
Diferencias *

fn C l-
+  1.8 ±  1.6
— 4.6 ±  2.6
+  6.4 ±  2.6c

fn Na+
+  5.7 ±  0.8
— 0.7 ±  
+  6.4 ±

1.5
1.7d

Diferencias medias de datos pareados ±  ESM.

a: p <  0.005 (t =  3.65).
<*: p <  0.005 (t =  3.83).
Peso corporal =  222.5 ± 17.9 gr (N =  6).

0.05 <  p <  0.10 (t =  2.14).

Diferencias *
— 3.9 ±  1.1a
-  3.9 ±  1.8b

p =  0.025 (t =  2.60).
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CUADRO 27. Efecto de la inyección intraperitoneal de Ringer-anfibio (1.0 m l/K g de peso corporal) 
sobre los flujos netos (fn) de Cl— y de Na+ a través de la piel in situ  de Calyptoce­
phalella caudiverbera  pre-adaptada en  diferentes soluciones de 3.4 mEq/1 y puesta en 
solución de NaCl 1.7 mEq/1 (promedios en |tEq/hr x 100 gr).

Pre-adapta-
ción

N Peso corporal 
(gr) pre

fn C l-
post pre

fn Na+
post

NaCl 3 158.3 +  7.2 +  6.5 +  1.4 +  1.7

Cl-colina 4 141.3 +  6.9 +  6.8 +  7.4 +  8.0

Na2SO,, 4 159.0 +  16.7 +  14.7 +  5.9 +  5.4

CUADRO 28. Efecto de la inyección intraperitone al de ocitocina, vasotocina  y mesotocina  sobre la 
diuresis de Calyptocephalella caudiverbera  pre-adaptada en NaCl 3.4 mEq/1 y sumergida 
en solución de NaCl 1.7 mEq/1 (m l/hr x 100 gr ±  ESM).

Cambio 
°/o

— 69.2

— 57.1 

+  28.6

Datos del Cuadro N°, 
Hormona inyectada

N Período
Testigo

Período
Hormona

Diferencia

18 — Ocitocina 6 1.3 ±  0.4 0.4 ±  0.1 — 0.9 ± 0.4

19 — Vasotocina 5 0.7 ±  0.1 0.3 ±  0.1 — 0.4 ± 0.1

23 — Mesotocina 6 1.4 ±  0.5 1.8 ±  0.6 +  0.4 ± 0.2

II. Diuresis.

En los animales pre-adaptados y sumer­
gidos en NaCl la ocitocina y la vasotocina 
produjeron una inmediata y drástica anti­
diuresis. La mesotocina, en cambio, está 
desprovista de aquél efecto; por el contra­
rio, produjo una considerable diuresis (Cua­
dro 28). Ambos tipos de respuesta fueron 
visualizados inmediatamente después de la 
inyección y duraron varias horas.

Cuarta Parte

DISCUSION GENERAL

1. Efecto de las pre-adaptaciones sobre 
el medio interno.

En el Cuadro 29 se enlistan, comparativa­
mente, las natrem ias y cloremias de b a tra ­
cios de diverso habitat. Como puede apre­
ciarse, a pesar de su hábito (acuático) dichos 
valores de Calyptocephalella caudiverbera 
adulta m antenida en agua potable no son di­

ferentes de la de otros anuros. Asimismo, la 
natrem ia de Bufo arunco es muy próxim a 
a la de otros Bufo; tam poco se notan  dife­
rencias entre anuros y urodelos. El caso de 
Ambystoma mexicanum  m uestra que la tran ­
sición larva (acuática) --------> adulto (te­
rrestre) no va acom pañada por cambios en 
las concentraciones séricas de Cl-  y Na+.

Los resultados del Cuadro 3 indican que 
los ejem plares de la rana chilena pre-adap­
tados en diversas soluciones de NaCl pue­
den considerarse legítimamente como "con­
troles” toda vez que, por lo menos, su na­
trem ia y cloremia no son diferentes de la de 
los animales mantenidos en agua potable.

Antes de ahora (Cuadros 7 y 8) llamamos 
la atención al hecho de que los flujos ióni­
cos de B. arunco y C. caudiverbera pre-adap- 
tados en agua destilada resultaban ser muy 
próximos a los del grupo "contro l”. Si bien 
este hallazgo merece m ayor trabajo  experi­
mental, hemos de recordar que C rabbé  
(1963) m ostró que la aldosteronem ia de Bu­
fo marinus mantenido en agua destilada es 
notoriam ente superior a la de los controles. 
Por o tra  parte sabemos que C. caudiverbera 
pre-adaptada en agua destilada se deshidra­
ta con respecto a los animales controles (Sa-
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CUADRO 29. Concentraciones de Cl— y de Na+ en  el suero de diversos anfibios. Datos en mEq/I.
Especie 

I. Anuros:
Hábito Cl— Na~ Referencias bibliográficas

C. caudiverbera acuático 69.9 105.6 Este trabajo, Cuadro 3.
R. tem poraria semi-acuático 75.4 103.8 SCI-IOFFENIELS y TERCAFS,

1965/66.
R. pipiens semi-acuático 77.0 104.8 H u f , W il l s  y Ar r ig h i , 

1955.
B. marinus terrestre 100.4 116.2 S h o e m a k e r , 1964.
B. arunco 

I I .  Urodelos:

terrestre 116.7 P reller y González , comu­
nicación personal.

A. mexicanum

larva acuático 76.0 107.4 Aceves, Erlij y 
Whittebury, 1970

adulto terrestre 81.2 106.1

l i b i á n , inéd ito); las prim eras (N =  5) tie­
nen 75.3 ± 0.8% de humedad, m ientras que 
las controles (N =  8) tienen 79.5 i  1.6% 
de hum edad (p <  0.005; t =  4.40). Esta 
deshidratación (4.2%) puede ser estímulo 
suficiente para aum entar significativamen­
te los niveles circulantes de neuropéptidos 
( B e n t l e y ,  1969 b ) .

Los dos factores antes mencionados (au­
mento de aldosteronem ia y de hormonas 
neurohipofisarias) pueden ser los responsa­
bles de una reabsorción aum entada de Na+ 
en la vejiga urinaria y el riñón, de manera 
que la “norm alidad” de los flujos netos de 
Na4" no sería más que el reflejo de una na- 
trem ia “norm al” obtenida, indirectamente, 
gracias a aquellos mecanismos endocrinos 
que se desencadenarían al pre-adaptar los 
animales en agua destilada.

B e n t l e y  (1973) ha m ostrado la validez 
de esta posibilidad en tres anfibios de diver­
so hábito sumergidos en soluciones dilui­
das de amilorida; dicho diurético bloquea el 
influjo de Na : de m anera que ese tratam ien­
to puede ser equivalente a nuestra pre-adap- 
tación en agua destilada. Después de una in­
mersión de 15 días la natrem ia de los batra­
cios en contacto con am ilorida no fue dife­
rente a la de los controles mantenidos en 
agua potable.

La hipótesis que estamos planteando, de 
ser válida, implica también una inhibición 
simultánea de la diuresis, una disminución

notoria de los iones excretados por el siste­
ma renal y, también, es probable un aumen­
to de la osmolaridad plasmática. En efecto, 
en algunos experimentos preliminares (Sa- 
l i b i á n , P r e l l e r  y R o b r e s , inédito) pudimos 
com probar que la pre-adaptación de B. arun- 
co en agua destilada produce una disminu­
ción, aproximada, del 70% de la excreción 
urinaria de Na+. Recientemente, A . P r e l l e r  
y T. G o n z á l e z  (comunicación personal) con­
firmaron aquellos resultados previos sobre 
un número mayor de ejemplares; en el gru­
po control (N =  25) la concentración de 
sodio en la orina fue de 4.4 ±_ 0.4 [iEq/1 
mientras que en el pre-adaptado en agua 
destilada (N =  15) fue de 1.2 .+ 0.2 [xEq/1. 
En otras observaciones, también inéditas 
hasta ahora, pudimos detectar una disminu­
ción del 60% en la diuresis de sapos pre- 
adaptados en agua destilada comparados 
con los controles mantenidos en NaCl.

El reciente hallazgo de A l v a r a d o  (1972), 
quien mostró que en Ambystoma tigrinum  
deshidratado el Cl-  pasa de los tejidos al 
plasma, aporta otro elemento más en favor 
de nuestra postulada “norm alidad” de los 
elementos plasmáticos de animales pre-adap- 
tados en agua destilada.

2. Independencia de los flujos netos
de Cl— y de Na+.

Los flujos netos de Cl-  y de Na+ a tra­
vés de la piel in situ  son independientes.
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Tres son las evidencias experimentales que 
con diversa fuerza justifican esta conclu­
sión:

a) captación desigual de Cl— y de Na+ 
desde soluciones de NaCl.

b) captación de iones a partir de solu­
ciones en las que el co-ión es imper- 
meante, y

c) inhibición selectiva e inmediata de 
uno de los flujos m ientras el otro per­
manece inalterado.

En el caso de Leptodactylus ocellatus la 
coincidencia de las medidas de la conducti­
vidad del baño externo con las de los flujos 
netos de Na+ (pero no con los de Cl—) (Cua­
dro 6), sugiere la posibilidad de que en esta 
especie una parte del Cl— sea acompañado 
de Na+ y que el resto pueda ser intercam ­
biado por algún otro ión endógeno. Posible­
mente esta ligazón entre ambos flujos desa­
parezca cuando aumenten sus concentracio­
nes en el medio externo.

Sin embargo, la disociación de los flujos 
netos que se observa en las tres especies es­
tudiadas, después de pre-adaptaciones en so­
luciones de Na2S 04, no deja lugar a dudas 
en cuanto a la posibilidad, por lo menos po­
tencial, de que el Cl~ y el N a+ puedan ser 
captados de manera independiente. En el 
mismo sentido, la captación de Cl— y de Na+ 
desde diferentes soluciones de Cl-colina o de 
Na2S 0 4 (en el caso de B. arunco y C. caudi- 
verbera) es una clara y adicional indicación 
de la independencia que nos ocupa.

Por último, la inhibición instantánea de 
sólo uno de los flujos (en C. caudiverbera) 
es otra prueba en favor de la independen­
cia de los mecanismos de captación de Cl~ 
y de Na+.

A pesar de que las evidencias menciona­
das pueden parecer conclusivas por sí mis­
mas, debemos señalar que nuestros resulta­
dos en B. arunco y en C. caudiverbera pare­
cen indicar que por debajo de ciertas con­
centraciones de NaCl, la presencia de Cl— 
condiciona, de una m anera difícil de inter­
p re tar por ahora, la perm eabilidad de la piel 
in situ  al Na+. Cuando los flujos de Na+ se 
miden en animales sumergidos en Na2S04 
es necesario aum entar varias veces la con­

c e n t r a c i ó n  d e l  m e d i o  e x t e r n o  h a s t a  l o g r a r  
f l u jo s  n e t o s  q u e  s e a n  c o m p a r a b l e s  c o n  lo s  
o b t e n i d o s  c u a n d o  e s t á n  e n  s o l u c io n e s  d e  
NaCl. D e  t o d a s  m a n e r a s ,  e s  e v i d e n t e  q u e  p o r  
e n c i m a  d e  c i e r t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  l a  i n d e ­
p e n d e n c i a  e s  r e a l  y  lo s  a n i m a l e s  s o n  c a p a ­
c e s  d e  c a p t a r  Na+ d e s d e  s o lu c io n e s  d e  s u l ­
f a t o  d e  s o d io .

A q u e l la  i n t e r d e p e n d e n c i a  d e  l o s  f l u j o s  d e  
C l_  y  d e  N a + in vivo p o r  d e b a j o  d e  c i e r t a  
c o n c e n t r a c i ó n  e x t e r n a  p a r e c e  s e r  u n a  c a r a c ­
t e r í s t i c a  c o m ú n  a  d i v e r s o s  e p i t e l i o s ;  t a m ­
b i é n  o c u r r e ,  p o r  e j e m p l o ,  e n  Astacus ( S h a w , 
1959, 1960 a ) ,  e n  l a r v a s  d e  Aedes aegypti 
(S t o b b a r t , 1965, 1967), e n  l a  p i e l  in vitro  d e  
Rana ridibunda ( F f.r r e ir a , 1968, 1973) y  d e  
Ambystoma mexicanus (A c e v e s , E r l i j  y  E d - 
w a r d s , 1968) y  e n  l a  d e  A. gracile, in vivo 
(A lvarado  y  S t i f f l e r , 1970).

T a n t o  e n  B. arunco c o m o  e n  C. caudiver­
bera i ia y  u n a  r e l a c i ó n  e n t r e  l a  c o n c e n t r a c i ó n  
d e  N a  ‘ e n  e l  b a ñ o  e x t e r n o  y  s u  f l u j o  n e t o  
in vivo ( F i g u r a s  8 y  10). C a r l is k y , C e r e i j i - 
do , B a r r io  y  M ig l io r a  (1970) m o s t r a r o n  q u e  
l a  p ie l  a i s l a d a  d e  l a  r a n a  c h i l e n a  e s  t a m b i é n  
c a p a z  d e  t r a n s p o r t a r  N a + a c t i v a m e n t e  d e s ­
d e  s o lu c io n e s  m u y  d i l u i d a s  d e  Na?,SC>4 y  q u e  
c u a n d o  l a  c o n c e n t r a c i ó n  e x t e r n a  l l e g a  a  l o s  
115. m M  e l s i s t e m a  s e  s a t u r a  (0.29 +  0.02 
¡ i E q / h r  x  c m 2) .  E s t a  m i s m a  d e p e n d e n c i a  
c o n c e n t r a c i ó n / f l u j o  n e t o  f u e  s e ñ a l a d o  p a r a  
e l  c a s o  d e l  t r a n s p o r t e  d e  C l— y  d e  N a + a  
t r a v é s  d e  l a  p i e l  a i s l a d a  d e  Leptodactylus 
ocellatus ( F is c h b a r g , Z a d u n a is k y  y  D e  
F i s c h , 1967; R o t u n n o  y  C e r e i j i d o , 1966). 
S in  e m b a r g o ,  n o s o t r o s  n o  h e m o s  p o d i d o  d e ­
t e c t a r  u n a  d e p e n d e n c ia  s i m i l a r  e n  l o s  f l u j o s  
n e t o s  d e  C l— in vivo  d e  C . caudiverbera p r e -  
a d a p t a d a  e n  a g u a  d e s t i l a d a  y  s u m e r g i d a  e n  
s o lu c io n e s  d i l u i d a s  d e  N a C l .  P o s i b l e m e n t e ,  
l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  N a C l  e n  q u e  l a s  r a ­
n a s  f u e r o n  s u m e r g i d a s  p a r a  l a s  m e d i d a s  d e  
lo s  f l u jo s  n e t o s  h a y a n  s id o  m u y  b a j a s .  L a  
v e lo c id a d  d e  p e n e t r a c i ó n  d e  C l— e s ,  e n  n u e s ­
t r o s  c a s o s ,  i n d e p e n d i e n t e  d e l  c a t i ó n  a c o m p a ­
ñ a n t e ;  e s t a  e s  u n a  d e  l a s  d i f e r e n c i a s  c r u c i a ­
le s  c o n  l a  m a y o r  p a r t e  d e  lo s  d a t o s  d e  f l u ­
j o s  n e t o s  d e  C l— in vitro  l o s  q u e  s e  d e s c r i ­
b e n  a c o p l a d o s  a l  N a + . N o s  l l a m a  l a  a t e n ­
c ió n  q u e  c u a n d o  s e  m i d e n  s i m u l t á n e a m e n t e ,  
lo s  f l u j o s  n e t o s  d e  C l— s o n  s i e m p r e  m a y o r e s  
q u e  lo s  d e  N a + ; s e  t r a t a  d e  u n a  c a r a c t e r í s t i ­
c a  q u e  r e s u l t ó  s e r  c o m ú n  a  l a s  t r e s  e s p e c i e s  
e s t u d i a d a s .
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La captación independiente de iones se 
sabe que ocurre in vivo a través de las bran­
quias de crustáceos ( S h a w , op. cit.) y de 
peces eurihalinos o de agua de m ar (M a e t z , 
1968; M o t á is , 1967; M o t á is  y G a r c ía  R o m e u , 
1972), en larvas de artrópodos ( S t o b b a r t , 
1965, 1967, 1971), salam andras (D i e t z , K ir s - 
c h n e r  y P o r t e r , 1967) y anuros (A lvarado

y  M o o d y , 1970), cutícula de anélidos (D ie t z  
y  A lv arado , 1970), plantas (M ac R o b b ie , 
1970) y  microorganismos ( S l a y m a n  y S la y - 
m a n , 1968). La información que poseemos 
referente a especies de anuros adultos con­
firma la independencia in vivo de los flujos 
netos de C l~  y  de Na+ (Cuadro 30).

CUADRO 30. Flujos netos (fn) de C1— y de Na-5- a través de la piel in situ  de diversos anfibios pre- 
adaptados en diferentes soluciones y sumergidos en soluciones de NaCl (0.9 — 3.0 mM). 
Medias en ¡¿Eq/hr x 100 gr.

Especie
Solución de 
pre-adaptación

NaHCOa — 120* 
agua destilada 
NaHCOa — 10 
CaCl, — 2 
Na2S 0 4 — 0.4 
C1—colina — 1.7

R. tem poraria  (4) — a 
R. tem poraria  (4) — a 
R. esculenta (6) — a 
R. esculenta (6) — a 
L. ocellatus (6) — b
B. arunco (5) — c
C. caudiverbera (40) — d NaCl — 3.4

E níic paréntesis, número de mediciones.

*) Concentración de las soluciones, en mM 
**) Diferencia algebraica (fn Cl— — fn Na+)

fn Cl— fn Na+
Dife­

rencias ’

+. 20 3 _ 7.2 +  27.5
+  158 + 17.5 — 1.7
-i- 50.7 25.4 +  25.3
— 7.7 + 25.4 — 33.1
+  9.5 + 1.9 +  7.6
+  8.4 + 26.6 — 18.2
+  7.8 + 5.5 +  2.3

Referencias bibliográficas:
a: J orgensen , L evi y Z e r a h n ,
b: Este trabajo, Cuadro 5.
c: Este trabajo, Cuadro 7.
d: Este trabajo, Cuadro 8.

1954.

Habiendo quedado dem ostrado que la 
piel in situ  es capaz de captar un anión o un 
catión de m anera independiente, debemos 
concluir que el mecanismo más probable 
que estaría involucrado en dichos procesos 
es el de intercam bio estequiométrico de 
aquellos iones externos (Cl~ y Na+) por 
otros de origen endógeno. En otras palabras, 
debemos postular la existencia, por lo me­
nos, de dos intercam biadores iónicos, uno 
aniónico y el otro catiónico. Es evidente que 
esta posibilidad es la única que permite 
m antener la electroneutralidad de las solu­
ciones en las que los animales están sumer­
gidos.

M o t á is  y  G a r c ía  R o m e u  (1972) avanza­
ron una interpretación general y simple de 
estos mecanismos de captación independien­
te de Cl-  v de N a+ por la piel in vivo de los 
batracios la que consideramos pertinente y 
de la que nos permitimos adoptar algunas 
de sus consideraciones. Dicha interpretación 
postula, básicamente, la presencia de cargas 
fijas en la m em brana lo que daría cuenta 
de: a) la independencia, concibiendo la exis­
tencia de poros provistos de cargas (positi­

vas o negativas); los co- iones impermeantes 
no penetrarían por impedimentos estéricos 
más que por efecto de carga, y b) del efecto 
del pH: los cambios de pH provocarían mo­
dificaciones en la ionización de los poros, lo 
que a su vez sería responsable del compor­
tamiento de la piel, por ejemplo, al ser aci­
dificada. Los resultados de los experimen­
tos de inhibición con anestésicos locales 
también sugieren la validez de la mediación 
de las cargas fijas de los fosfolípidos de las 
membranas (B l a u s t e in  y G o l d m a n , 1966).

Aunque por ahora sin bases experimen­
tales sólidas, proponemos un mecanismo fi­
nal compuesto por los intercambiadores 
aquí estudiados, que regulen de alguna ma­
nera la calidad y cantidad de los iones que 
entran, acoplado a una bomba iónica capaz 
de realizar el trabajo necesario para el 
transporte de los iones en contra de su gra­
diente electroquímico (véase K ir s c h n e r , 
1970).

La ubicación precisa de los intercambia­
dores así como su exacta naturaleza esca­
pan a nuestro conocimiento actual.
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3. Naturaleza de los iones endógenos inter­
cambiados por Cl~ y Na+ externos.

— Amonio. Los datos cuantitativos refe­
rentes a la excreción de NHj por la piel de

anfibios son escasos. En el Cuadro 31 se 
com paran las mediciones efectuadas sobre 
Leptodactylus ocellatus y Calyptocephalella 
caudiverbera con algunos datos correspon­
dientes a otras especies.

CUADRO 31. Excreción de NH4+ (fn NH4+) a través de la piel in situ  de diferentes anfibios (medias, 
en !j,Eq/hr x 100 gr).

Especie

I. Anuros

L. ocellatus 
C. caudiverbera  
X. laevis

II. Urodelos

A. tigrinum  
(larvas)
N. maculosus 
A. gracile 
(larvas)

Hábito

sem  i-a c u á tic o
acuático
acuático

acuático

acuatico
acuático

Referencias bibliográficas

0.9 Este trabajo, Cuadro 14.
0.4 Este trabajo, Cuadro 15.
4.0 B a l in s k y  y  B a l d w in , 1961.
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Si bien la principal vía de excreción ni­
trogenada es, en los anfibios adultos, el sis­
tema renal, la piel juega un rol no despre­
ciable; K ro gi-i  (1939) fue el prim ero en su­
gerir, aunque sin pruebas experimentales, 
que el intercambio de cationes externos po­
dría efectuarse a través de la piel, por NH4+ 
endógeno.

En algunas especies de batracios, como 
en Necturus maculosus el 90% de la excre­
ción nitrogenada se hace (como NH4+) a tra ­
vés de la piel (F a n e l l i  y G o l s t e i n , 1964). 
Por o tra parte, hay casos en los que la piel 
juega un papel despreciable en la elimina­
ción del NH4+; tal es el caso de Xenopus 
laevis que elimina menos del 15% de amo­
nio de la piel (B a l i n s k y , 1970). Coinciden- 
temente, nuestros resultados en C. caudi­
verbera y en L. ocellatus sugieren, sin duda, 
que la piel de estas especies no es el lugar 
principal de excreción nitrogenada; la can­
tidad de NH4+ excretada por la piel de la 
prim era corresponde, aproximadamente, al 
1% de la eliminada por la orina ( E s p i n a , 
R o ja s  y S a l i b i á n , en preparación).

Los resultados en L. ocellatus (Cuadro 
14) sugieren un intercambio parcial de 
Na+/N H 4+. Sin embargo, si dicho intercam ­
bio fuese real, la inyección de sales de amo­
nio debería producir un aum ento substan­
cial en el flujo neto de Na+ como ocurre en

peces dulceacuícolas y m arinos (M a e t z  y 
G a r c ía  R o m e u , 1964; P a y a n  y M a e t z , 1973). 
No obstante, en algunos experim entos pre­
vios, la inyección intraperitoneal de sulfato 
de amonio (1 mEq/100 gr de peso corporal) 
a L. ocellatus no produjo, en ningún caso, 
modificaciones en los flujos de N a+. Por 
eso creemos que la correlación observada 
entre la excreción de amonio y la captación 
de Na+ (Figura 14) debe ser fo rtu ita  y que 
su explicación resida simplemente en algún 
mecanismo de difusión pasiva de NH3. E n  
este mismo caso de L. ocellatus puede ser 
válida la explicación sugerida por M a e t z  
(1972, 1973) en el sentido de que el in ter­
cambio Na+/NH4+ no sea obligatorio y que 
dependa, por ejemplo, de la m agnitud de los 
fn Na+ la que establecería un “um bral” por 
encima del cual el Na-1' se intercam bia por 
H + m ientras que por debajo predom inaría 
el proceso N a+/NH4+.

En C. caudiverbera (Cuadro 15) no pa­
rece existir correlación alguna entre el N a+ 
captado y el NH4+ eliminado el medio ex­
terno.

— Hidrógeno y bicarbonato. Se sabe que 
la piel de los batracios in vivo  e in vitro  es 
capaz de crear a ambos lados de ella un 
gradiente de H +; el lado mucoso se acidifica 
y el seroso (o interno) se alcaliniza ( E m i ­
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l i o , M a c h a d o  y M e n a n o , 1970; F l e m i n g , 
1957; F r ie d m a n , L a P r a d e , A iy a w a r  y H u f , 
1967; F r ie d m a n , A iy a w a r , H u g h e s  y H u f , 
1 9 6 7 ). Nuestros resultados confirman aqué­
lla capacidad y estamos en condiciones de 
in terpretarla  como una consecuencia del in­
tercam bio Na+/H+; U s s in g  (1949) había su­
gerido previamente esta alternativa.

F l e m i n g  (op. c it.) descartó la posibili­
dad de este mecanismo de intercam bio ca- 
tiónico al no poder detectar cambios en el 
pH de la solución externa. En efecto, es im­
posible correlacionar los cambios de pH en 
el medio externo con los cambios reales en 
la concentración de H + ya que estando am­
bos intercam biadores funcionando, el medio 
externo se amortigua; así, los H + secretados 
por el N a+ externo captado, son atrapados 
por la solución externa y el pH práctica­
m ente no se modifica; por eso, la forma co­
rrecta  de evaluar la excreción de hidroge- 
niones por la piel in vivo es titu lar alícuotas 
de la solución externa hasta neutralidad te­
niendo sumergidos los animales en solucio­
nes en las que el anión sea impermeante 
(por ejemplo, Na2S 04) .

Los resultados de E m il io  y colaborado­
res (op. cit.) m uestran tam bién que en la 
piel aislada de Rana rudibunda  no hay rela­
ción entre la corriente de corto-circuito y la 
excreción de H +; este hallazgo perm ite con­
cluir que bajo condiciones in vitro el inter­
cambio N a+/H + no es funcional y que el 
transporte de H 1 hacia el lado mucoso no 
es, como lo señaló G arcía  R o m e u  (1 9 7 1 ), 
condición para que exista transporte neto 
de N a+ hacia el lado seroso.

En el caso del intercam biador amónico 
no parece haber dificultad en reconocer al 
bicarbonato como el anión endógeno excre­
tado para  compensar el Cl— absorbido 
cuando C. caudiverbera está sumergido en 
Cl-colina o en NaCl. Los valores de pK de la 
Base excretada así como el significativo au­
mento de la capacidad am ortiguadora de la 
solución externa, indican que el HCO;~ de­
be ser ión involucrado en el intercambio; es­
te últim o argumento excluye la alternativa 
de que otros aniones, OH- , por ejemplo, 
puedan ser Jos intercambiados a través de 
la  piel.

La inhibición del transporte neto de Na'1' 
in vivo que hemos observado después de 
acidificar la solución externa es una propie­
dad tam bién descrita en la piel in vitro  de

diversas especies ( F u n d e r , U s s in g  y W i e t i -i , 
1967; S n e l l  y Me I n t y r e , 1960).

Resultados similares a los nuestros fue­
ron publicados recientemente por K ir s c h - 
n e r , G r e e n w a l d  y K e r s t e t t e r  (1973) en la 
piel intacta de Rana pipiens; G a r cía  R o m e u  
(comunicación personal) ha extendido estos 
hallazgos a la piel de R. esculenta.

Aparte de los anfibios, la captación de 
iones por intercambio in vivo en epitelios 
ha sido postulada, como lo hemos señalado 
anteriormente, en numerosos casos. En las 
branquias de peces hay evidencias directas 
e indirectas de que los intercambios que 
ocurren en ellas son Na+/N H 4+, Na+/H + y 
C1-/HCO.— ( K e r s t e t t e r , K ir s c h n e r  y R a- 
f u s e , 1970; M a e t z , 1972; M o t á is  y G a r cía  R o­
m e u , 1972; P a y a n  y M a e t z , 1973). S t o b b a r t
(1971) demostró que las larvas de Aedes 
aegypti son capaces de intercambiar parcial­
mente el C l~  y el Na+ externos por H C 0 3 ~  
e H +, respectivamente.

4. Origen de los iones endógenos.
En la mayor parte de los anfibios, el CO¿ 

se excreta principalmente a través de la piel 
mientras que el 0 2 se absorbe mayormente 
por los pulmones (F o x o n , 1964; H u t c h i s o n , 
W h it f o r d  y K o h l , 1968; W h it f o r d  y H u t - 
c h i s o n , 1965). Siendo que la piel de los ba­
tracios carece de anhidrasa carbónica (Ma- 
r e n , 1967), cabe preguntarse por el origen 
del bicarbonato intercambiado por cloro 
cuando los animales están sumergidos en 
diversas soluciones; en este contexto, tam ­
bién es lícito pensar en la posible relación 
entre el CO? respiratorio y el HCO.*¡— elimi­
nado al medio (R o b ín , B r o m b e r g  y C r o ss , 
1969).

A la luz de los datos de F r ie d m a n , L a­
P r a d e , A iy a w a r  y H u f  (op. cit.) que mues­
tran que la concentración de HCOs-  de la 
piel de Rana pipiens es prácticamente igual 
a la de su plasma, es razonable postular que 
la sangre es el lugar de origen del bicarbo­
nato detectado en las soluciones externas.

Las curvas de disociación del C02 en el 
plasma de anfibios m uestran que la sangre 
de este grupo lo retiene mucho más que la 
de otros vertebrados (F o x o n , op. cit.; P ros- 
s e r  y B r o w n , 1965; R e d f ie l d , 1933) espe­
cialmente, bajo forma de HCO:¡— efectiva­
mente, la concentración de HCOs-  del plas­
ma de los batracios es superior a la de otros 
vertebrados acuáticos (R a h n , 1966 b ) .
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El papel respiratoi'io de la piel de los 
anfibios ha de ser diferente según si el ani­
mal está dentro o fuera del agua. La capta­
ción de 0 2 por la piel será mucho menor en 
agua debido a la escasa solubilidad de aquel 
gas en agua; por eso es evidente que en C. 
caudiverbera sumergida en soluciones la 
efectividad de la piel como órgano respira­
torio es muy limitada.

Esta aparente insuficiencia de la piel es 
compensada en los anfibios adultos por una 
mayor concentración de hemoglobina (res­
pecto a los peces) que perm ite un trans­
porte de O2 aum entado (L e n f a n t  y J o h a n - 
s e n , 1972) 7.

Del mismo modo, la afinidad de la Hb 
por el O2 decrece gradualmente cuando se 
compara esa propiedad en vertebrados de 
hábitos acuáticos con los de hábitos terres­
tres; en otras palabras, esta disminución de 
la afinidad de la Hb por 0 2 no es más que 
un aumento de la presión parcial de oxígeno 
en la sangre y, por consiguiente, su mayor 
disponibilidad por parte de los tejidos (Jo- 
h a n s e n  y L e n f a n t , 1972; L e n f a n t  y J o h a n - 
s e n , 1967, 1972).

En el aire, en cambio, la mayor capta­
ción de 0 2 ha de provocar una mayor con­
versión de la Hb en oxihemoglobina, lo que 
p. su vez disminuye el pH ( J u s t , G a t z  y 
C r a w f o r d , 1973; R a h n , 1966 a) y la acido- 
sis producida provocaría una disociación 
del HCOs en C02 y H2O en una reacción 
catailizada por la anhidrasa carbónica de los 
glóbulos rojos.

Por lo anteriorm ente expuesto, cuando 
los animales están en el aire la piel asume 
un im portante rol respiratorio y excreta 
principalmente C02; en cambio al estar los 
animales sumergidos, aquella disociación no 
ha de ocurrir o ha de ocurrir en muy baja 
proporción, con lo que el ión predom inante 
sería de HCO.¡—, el que finalmente será ex­
cretado por intercambio con Cl— externo. La 
inmersión debe significar un "sh ift” en la 
excreción de C02 a HCO:s~ debido a la muy 
diferente disponibilidad de 0 2 ambiental.

Con respecto al H + intercam biado por 
Na 1 podemos postular un origen similar. Si 
el HCO■<— es eliminado por la piel, el H2CO3 
debe disociarse como HCOi-  +  H + para 
poder m antener el equilibrio HCOa- /H 2CO:>.

Así, los mecanismos de captación aquí 
discutidos están ligados íntim am ente a los 
procesos respiratorios que residen en la

piel y al m antenim iento del equilibrio ácido-
base.

5. Efecto de las horm onas neurohipofisa-
rias sobre los flujos netos de Cl— y de
Na+.

La ocitocina y la vasotocina produjeron, 
en Calypíocephalella caudiverbera básica­
mente el mismo tipo de respuesta que deno­
minamos como "paralelización positiva” de 
los flujos; dicha paralelización se logra, en 
ambos casos, por la inhibición del flujo ne­
to de C l- m ientras que el de Na+ perm anece 
prácticam ente inalterado. El resultado final 
es que la piel de las ranas controles (o pre- 
adaptadas en NaCl) pierde su conocida ca­
pacidad de discrim inar independientem ente 
la captación de iones del medio externo y 
los incorpora, inm ediatam ente después de 
la inyección, juntos, a la m isma velocidad. 
Cuando ambos péptidos son adm inistrados 
a ranas pre-adaptadas en Cl-colina se logra 
el mismo efecto final (paralelización) pero 
por un mecanismo diferente: el fn N a+ se 
inhibe mucho más que el de Cl— (que per­
manece casi sin m odificarse).

Por o tra parte nos encontram os con que 
en los animales Cl-deficientes (m antenidos 
en Na2S 04) e inyectados con ocitocina se ve 
la misma tendencia a la paralelización pero 
por un mecanismo diferente, esto es, por 
aceleración del flujo más lento (fn N a+) . La 
respuesta no es, en este caso, tan clara co­
mo en el caso de las ranas controles y pre- 
adaptadas en Cl-colina, lo que podría deber­
se, posiblemente, a que la dosis inyectada 
fue insuficiente para lograr una paraleliza­
ción real.

De m anera más general diremos que des­
pués de la adm inistración de ocitocina y de 
vasotocina, el flujo neto más alto es el que 
se inhibe o que la historia iónica previa del 
animal condiciona la respuesta que es en 
ambos casos la misma: paralelización posi­
tiva de los flujos.

Después de la inyección de m esotocina, 
en cambio, nos encontram os que tan to  las 
ranas controles como las m antenidas en Cl- 
colina responden con una "paralelización

7 El lector podrá encontrar información adicio­
nal referente a la hematología de C. caudiverbera  
en el trabajo de G o n z á le z , V allejos  y  D elgado 
(1969).
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negativa”; en otras palabras, las ranas em­
piezan a perder, de inmediato, ambos iones 
a la m isma velocidad y su piel también pier­
de la capacidad de separar ambos flujos co­
mo ocurría en el período testigo de los ex­
perimentos. Más aún, cuando los flujos son 
medidos sobre ranas sumergidas en solu­
ciones en las que el co-ión es impermeante, 
también se observa la misma inhibición.

La respuesta de C. caudiverbera a la in­
vección de ocitocina y vasotocina es cualita­
tivamente semejante y es claro que la se­
gunda fue igualmente activa en dosis 15 ve­
ces menores; esto habla en favor de una 
mayor sensibilidad de sus efectores a ella, 
confirm ando hallazgos de otros autores 
(B e n t l e y , 1969 a; H e l l e r , 1965; J a r d , 1966) 
quienes interpretan este comportamiento 
como prueba de que la horm ona natural es 
la Arg--8--ocitocina.

En nuestros experimentos sobre anima­
les controles, la ocitocina y la vasotocina 
provocaron inhibición del flujo de Na+ con­
trariam ente a lo que clásicamente se descri­
be como “efecto natriférico” en la piel in 
vitro  de batracios ( B e n t l e y , 1971; M o r e l  y 
J a r d , 1968; S a w y e r , 1968).

Esta es una de las pocas veces en la que 
se evaluó el efecto de las hormonas postero- 
hipofisarias sobre el transporte in vivo de 
Cl~ y de Na4- simultáneamente; siendo el 
animal testigo de sí mismo es posible com­
parar con precisión los efectos de la inyec­
ción sobre cada rana.

La ocitocina y la vasotocina provocaron, 
además, una severa antidiuresis (Cuadro 
28); la mesotocina, por el contrario, produ­
jo un ligero aumento del débito urinario 
coincidentemente con resultados de J ard  
(op. cit.). Lamentablemente nuestra prepa­
ración no perm ite definir el o los efectores 
del sistema renal que responden a estos pép- 
tidos.

Los efectos hasta aquí comentados a) 
son inmediatos, b) perduran varias horas y
c) son específicos. No obstante, son difíciles 
de in terpretar y si debemos adelantar algu­
na explicación hemos de reconocer que la 
información brindada por nuestras expe­
riencias hablan a favor de un sistema de 
horm onas de efecto antagónico; unas alte­
ran la entrada de iones, m ientras que la ter­
cera modifica su salida por la piel. Otro tan­
to es válido para la diuresis.

El significado fisiológico de las parale- 
lizaciones” no es claro y la interpretación

final y correcta evaluación de los efectos 
aquí comentados requiere de mayor infor­
mación sobre el efecto simultáneo de estos 
péptidos sobre el pasaje de agua por la piel. 
E n  algunos experimentos inéditos aún (S a- 
l i b i á n , E s p i n a , R o ja s  y Z a m o r a n o , en pre­
paración) medimos el efecto de estos pépti­
dos sobre la captación de agua; encontra­
mos que con dosis iguales a las utilizadas 
e n  los experimentos de flujo, la vasotocina 
y la ocitocina producen un ligero aumento 
de la captación de agua, mientras que la 
mesotocina produce un efecto contrario. De 
ser confirmados estos hallazgos prelimina­
res, nuestra explicación adquiriría otra di­
mensión pues estaríamos en condiciones de 
afirm ar que unas producen dilución del me­
dio interno, mientras que la Ileu-8-ocitocina 
lo concentraría. Una interpretación muy 
próxima a ésta fue sugerida por S a w y e r
(1972).

Es posible que la regulación endocrina 
de estos mecanismos de intercambio iónico 
que nos preocupaba al comienzo, sea media­
da por otras hormonas (conocidas o n o ). 
Queda claro que el efecto de los péptidos 
neurohipofisarios sobre la captación de io­
nes no es tan simple como generalmente se 
acepta; también queda ilustrado, una vez 
más, que el comportamiento de la piel in 
vitro no es extrapolable a las condiciones 
in vivo. En el mismo sentido, B e n t l e y  y 
M a in  (1972) mostraron que la magnitud del 
efecto natriférico de la vasotocina sobre la 
piel in vitro depende del área de la piel es­
cogida para efectuar las mediciones.

6 . Algunas consideraciones finales.

Durante la larga y compleja historia de 
la colonización de la tierra, la pérdida de 
las branquias ha debido ser un momento 
crucial; es allí donde la piel, hasta entonces 
posiblemente inerte frente a los cambios ex­
ternos, reemplaza a la branquia y asume 
muchas de sus funciones. Así puede expli­
carse que el intercambio del Na+ externo 
por NI-Ij+ o H + sea un mecanismo común a 
los epitelios de peces y anfibios. La nueva 
función de la piel, además, llega a ser com­
plementaria del sistema renal y se imbrica 
en los mecanismos respiratorios creando 
una nueva alternativa evolutiva. Mucho des­
pués, al aparecer los reptiles, es cuando la 
respiración pulmonar se perfecciona y reem­
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plaza definitivamente a la piel tanto en la 
función de absorber 0 2 como en la de elimi­
nar el C02; la instauración concomitante del 
ureotelismo también desplaza a la función 
de la piel como órgano de excreción de pro­
ductos nitrogenados.

Sin embargo, la permeabilidad de los 
epitelios a los gases es indisociable de la 
permeabilidad del agua y los iones en ella 
disueltos; es por ello que si bien los anfibios 
fueron capaces de vivir en tierra  firm e nun­
ca pudieron desligarse totalm ente de su de­
pendencia del agua. Probablemente, dicha 
dependencia sea, en realidad, sólo una limi­
tación secundaria del desarrollo de su nue­
vo sistema respiratorio cutáneo.

Evidentemene la respiración aérea tiene 
la ventaja de un ambiente más rico en oxí­
geno que el agua; sin embargo, el peligro de 
la desecación es una desventaja que siem­
pre acompaña a la ventaja anterior. Por eso, 
siendo que cada ambiente ofrece la paradó­
jica situación de ventaja y desventaja simul­
táneamente, la evolución de los procesos ha 
de haber seguido un curso muy especial en 
el intento de superar las desventajas y de 
desarrollar otras alternativas que perm itan 
enfrentar las nuevas situaciones.

Esta función hom oestàtica que la piel 
adquiere, tiene en los anfibios acuáticos co­
mo C. caud.iverbe.ra, una significación dife­
rente ya que permite al animal respirar lar­
gos períodos de tiempo bajo el agua. Junto 
a esta adaptación llama la atención que la 
frecuencia cardíaca de la rana chilena cuan­
do está sumergida es extremadamente baja 
(A g u ir r e  y  colaboradores, 1969) lo que ha­
bla en favor de una menor demanda m eta­
bòlica (lo que había sido dem ostrado en 
1954 por G ü n t h e r  y M icco).

AGRADECIMIENTOS

Este trabajo satisfizo parte de los requerimien­
tos establecidos para obtener el título de Doctor 
en Ciencias con mención en Biología de la Univer­
sidad de Chile; fue presentado y defendido en acto 
público llevado a cabo en la sede de la Facultad 
de Ciencias el 28 de noviembre de 1973. El autor 
no ha querido modificar el texto original de su 
trabajo; por ello la Bibliografía registra las refe­
rencias consultadas hasta julio de 1973.

Escribir esta Tesis no fue tarea fácil; requirió 
sintetizar y concretar muchas ideas manejadas y 
maduradas por varios años, entre varios colegas;

hubo que re-calcular decenas de experimentos, 
hubo que confeccionar numerosos Cuadros, figu­
ras, etc. Una parte de Jos resultados ya vieron Ja 
luz; el resto se trata de datos inéditos hasta ahora.

D e se o  a g r a d e c e r  d e  m a n e r a  e s p e c ia l  a  lo s  q u e  
p a r t i c ip a r o n  e n  la  e la b o r a c ió n  d e  lo s  in n u m e ra -  
Dles e x p e r im e n to s  q u e  a  c o n t in u a c ió n  s e  p r e s e n ­
ta n .  L a  l i s ta  s e r ía  la rg a ;  n o m b r a r é  d e  m a n e r a  d e s ­
ta c a d a ,  p o r  o r d e n  a lf a b é t ic o ,  a  q u ie n e s  a p o r t a r o n  
s u  in e x t in g u ib le  e n tu s i a s m o  e n  e s ta  t a r e a  d e  e m ­
p e z a r  a  e n te n d e r  a lg u n o s  a s p e c to s  d e  l a  f is io lo g ía  
d e  lo s  a n f ib io s :  Al ic ia  C arrasco, S on ia  E s p in a , R o­
berto M oreno, S ilv ia  P e z z a n i , A na  P reller , L u is  
R obres, M ireya  R ojas y B erta Z am orano .

Quiero destacar a los Padrinos de esta Tesis, 
Profesores Doctores J uan  Co n c h a , H um ber to  Ma- 
turana y F ernando V argas, quienes con su expe­
riencia, amistad y, sobre todo, paciencia, hicieron  
que este trabajo fuese considerablemente diferen­
te de la primera versión que llegó a sus m a n o s.

Mi gratitud se extiende a las Instituciones que 
financiaron la mayor parte de estos estudios: Fa­
cultad de Ciencias, Universidad de Chile; Comisión 
Nacional de Investigación Científica y Tecnológica 
(Chile) y Consejo Nacional de Investigaciones 
Científicas y Técnicas (Argentina).

A F ederico G arcía R o m e u  expreso m i profundo 
agradecimiento; gran amigo a quien debo m i ini­
ciación en la disciplina científica. Su espíritu crí­
tico e inquieto y su sólida preparación académica 
fueron un estímulo permanente para mí.

Un párrafo aparte merece M arisa , m i esposa, 
quien está, literalmente, detrás de cada letra o nú­
mero de este trabajo.

A M arisa y a F ederico dedico este esfuerzo.

RESUMEN

Se estudiaron los mecanismos de transporte de 
Cl— y de Na+ a través de la piel in situ  de tres 
anfibios sudamericanos: Leptodactylus ocellatus, 
Bujo arunco y Calyptocephalella caudiverbera. En 
las tres especies fue posible demostrar que ambos 
iones pueden ser captados desde la solución exter­
na de manera independiente. Los animales son ca­
paces, además, de ganar Cl— o Na+ desde solucio­
nes en las que el co-ión es impermeante (colina o 
sulfato).

En C. caudiverbera  es posible inhibir la capta­
ción de Na+ por adición de H,SO,, o procaína al 
baño externo; la adición de pentobarbital provoca 
la inhibición del transporte de Cl—. La captación

Cl— a través de la piel de esta especie se hace 
por intercambio con HCO,— endógeno; el Na+ se 
capta por intercambio con H+. En L. ocellatus, 
lina parte del Na+ se intercambia por NH.+ en­
dógeno.
__ La inyección de hormonas neurohipofisarias a 

C. caudiverbera  provoca la pérdida de aquélla ca­
pacidad de absorber Cl— y N a_i* en forma indepen­
diente. Después de inyectar ocitocina o vasotocina, 
las ranas ganan dichos iones a la misma velocidad  
(flujos netos paralelos); la inyección de mesoto- 
cma provoca la pérdida neta de Cl— y de Na+ 
también a la misma velocidad.
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SUMMARY

The Cl— and Na+ transport mechanism through 
the in vivo  skin of three South American amphi­
bians Leptodactylus ocellatus, Bufo arunco and 
Calyplocephalella caudiverbera, were studied. It 
was demonstrated that these species are able to 
take up Cl— and Na+ from the external solution 
independently. They are able, in addition, to take 
up Cl— or Na+ from solutions which the accom­
panying co-ion is impermeant (choline or sulfate).

In C. caudiverbera  it is possible to inhibit the 
uptake of Na+ by addition of H2SO.( or procaine 
to the external medium; adding pentobarbital the 
Cl— is by exchange against endogenous HCO-—; 
the Na+ is exchanged against H+. In L. ocellatus, 
part of the Na+ is exchanged against endogenous 
\H , .

The injection of neurohypophysial hormones to
C. caudiverbera produces the lack of that capa­
city of independent Cl— and Na+ uptake. After 
injection of oxytocin or vasotocin, frogs take up 
these ions at the same velocity (parallel net flu­
xes) ; the injection of mesotocin produces net loss 
of Cl— and Na+, a the same velocity too.
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